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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРАКОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

Настоящий третий номер журнала содержит 5 оригинальных статей и 4 обзора.
В работе Иванова С.А. с коллегами из Ростовского-на-Дону противочумного института выделены и опре-

делены иммуноцитохимические характеристики возбудителя сальмонеллеза для последующего их использования  
в конструировании препаратов. В статье Д.А. Левченко и др. из того же института проведена оценка возможности 
культивирования на модели морских свинок С. burnetii из сывороток крови больных, а также из гомогенатов органов 
белых мышей, положительных на лихорадку Ку.

Группа исследователей из Новгородского государственного университета им. Ярослава Мудрого (Петрова А.С.  
и др.) сравнила физические свойства биоразлагаемых белково-полисахаридных пленок на основе различных модифи-
цированных крахмалов (картофельный, рисовый, кукурузный). Сотрудники Ростовского-на-Дону противочумного 
института (Тюрина А.В. и др.) изучили фармакокинетику и антимикробное действие экспериментального препарата 
на основе холерных бактериофагов на модели белых мышей.

Коллектив ученых из разных учреждений Уфы (Минеев Я.П. и др.) испытал культуральную жидкость, 
получаемую при выращивании микоризного гриба R. irregularis с волосовидными корнями на саженцах деревьев, 
размещенных в контейнерах.

В серии обзоров представлен труд московских работников из РУДН и Института биоорганической химии им. 
акад. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН о сладких белках как новых корригентах вкуса (Фирсов Г.А.  
и др.). Шамитова Е.Н. и др. (Чувашский государственный университет им. И.Н. Ульянова) рассмотрели данные об 
этиологических факторах и типах криоглобулинов. В статье авторов из Ставропольского научно-исследовательского 
противочумного института (Жарникова И.В. и др.) проанализировано стимулирующее влияние магнитных сорбен-
тов на рост микроорганизмов. Обзор Котеневой Е.А. с коллегами из этого же НИИ, а также Северо-Кавказского 
федерального университета посвящен пробиотическим свойствам бактерий рода Bacillus.

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

УДК 616.927:616-097:579.61

ПОЛУЧЕНИЕ АНТИГЕНОВ SALMONELLA ENTERITIDIS  
И ИХ ИММУНОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА

С.А. ИВАНОВ, Л.В. ЛАРИОНОВА*, В.В. ЕВДОКИМОВА, Д.И. СИМАКОВА, М.Г. МЕЛОЯН

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

В настоящий момент в структуре заболеваемости ОКИ сальмонеллы занимают третье место после возбудителей вирусной 
этиологии, тем самым сохраняя свою актуальность среди возбудителей инфекционных заболеваний в РФ и мире. Среди подвидов 
сальмонелл, патогенных для человека, Salmonella еnteritidis удерживает ведущее положение, являясь причиной сальмонеллёза 
у людей. В лабораторной диагностике значительную роль занимает дифференциация сальмонелл на серологические варианты, 
то есть на определение антигенной структуры, состоящей из трёх основных антигенов: О-соматический (термостабильный), 
Н-жгутиковый (термолабильный) и К-поверхностный (капсульный), равно как и таких антигенов, как токсины, пили, белки 
наружной мембраны и Vi-антиген. Цель работы – выделение и иммунохимическая характеристика антигенов возбудителя 
сальмонеллёза для последующего их использования в конструировании диагностических препаратов. Антигены получали из 
культуры штамма Salmonella enteritidis 21265, выделенного от больного в период вспышки сальмонеллёза в Ростовской об-
ласти в 2022 г. Препарат жгутиков выделяли из суточной бактериальной массы скоростным встряхиванием со стеклянными 
бусами в течение 30 мин с последующим центрифугированием. Белки наружной мембраны получали по методу A. Lohia, 
липополисахарид – по методу Darveau R.P. из клеточных оболочек, изолированных в процессе получения мембранных белков. 
Выделенные антигены характеризовали методами SDS-ПААГ-электрофореза и иммуноблоттинга с окраской красителем 
«Coomassie R-250» и экспериментальными кроличьими сыворотками к полученным антигенам. Показано, что жгутиковый 
антиген выявляется в области 51 кДа, липополисахарид – диффузной полосой от 67 кДа и выше, низкомолекулярной зоной в 
области 14 кДа, а также «лесенкой» на уровне 30–60 кДа; белки наружной мембраны представлены мажорными белковыми 
зонами в области 36 и 53 кДа и комплексом минорных белков в области 59, 36 и 28 кДа.

Ключевые слова: сальмонеллёз, Salmonella enteritidis, жгутиковый антиген, белки наружной мембраны, липополиса-
харид, латексная агглютинация.

© 2024 г. Иванов С.А., Ларионова Л.В., Евдокимова В.В.,  
Симакова Д.И., Мелоян М.Г.
* Автор для переписки:
Ларионова Людмила Владимировна
научный сотрудник лаборатории диагностических препара-
тов ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт  
Роспотребнадзора
E-mail: larionova-1949@list.ru

Введение

В Российской Федерации показатель заболева-
емости сальмонеллёзом занимает третье место (после 
ОКИ вирусной этиологии) в структуре очагов групповой 
заболеваемости с фекально-оральным механизмом пере-
дачи инфекции. В этиологической структуре преобладают 
сальмонеллёзы, вызванные сальмонеллами группы D 
(77,4%). Согласно последним данным, род Salmonella 
представлен двумя видами (на основании строения 
ДНК): S. enterica с пятью подвидами (в каждом из 
которых множество серотипов в зависимости от наличия 
О- и Н-антигенов) и S. bongori (включает в себя менее 

10 очень редких сероваров). За последние 20 лет во всем 
мире и в РФ преобладает вид S. enteritidis. В 2020 г. 
в России было зарегистрировано 20 очагов групповой 
заболеваемости сальмонеллёзом с общим количеством 
пострадавших 422 человека. Основные выделяемые 
возбудители – S. enteritidis и S. infantis [1, 10, 26].

Cальмонеллы каждого подвида разделяются на 
серологические варианты, так называемый «серологиче-
ский паспорт» возбудителя, в котором отражена его анти-
генная структура, состоящая из трех основных антигенов: 
О-соматический (термостабильный), Н-жгутиковый 
(термолабильный) и К-поверхностный (капсульный) 
[8, 18].

Соматический (О-антиген) – липополисахарид 
(ЛПС) сальмонелл изучен наиболее детально и его 
обычно принимают за стандарт, с которым сравнивают 
ЛПС других бактерий. Липополисахариды являются но-
сителями О-эндотоксинных свойств, обнаруживая высо-
кую токсичность. Основная специфичность О-антигена 
в серологических реакциях обусловлена присутствием 
на концах полисахаридных цепочек, формирующих от-
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дельные антигенные факторы определенных полиозидов 
(дидезоксигексоз). 

Жгутиковый (Н-антиген) имеет две фазы, при 
этом первая фаза обозначается строчными буквами ла-
тинского алфавита, вторая фаза – арабскими цифрами 
или латинскими буквами. Например, II – O 1, 6, 14 H, 
e, n, x, z. Это значит, что штамм с такой антигенной ха-
рактеристикой относится к подвиду Salmonella enterica 
subsp. salamae. Н-антиген сальмонелл имеет белковую 
химическую структуру, термолабилен (75–100 °С), 
разрушается фенолом и спиртом, но устойчив по от-
ношению к формалину. Н-антиген определяет типовую 
специфичность многих энтеробактерий и его используют 
для идентификации штаммов [1, 13, 17].

Помимо указанных антигенов у сальмонелл извест-
ны и другие антигены. К их числу относятся К-антигены 
(капсульные), объединяющие ряд различных антигенов: 
Vi-антиген или «антиген вирулентности», названный 
так A. Felix и R. Pitt (1934), впервые открывшими его 
у S. typhi. Vi-антиген является соматическим антигеном, 
расположенным более поверхностно, чем О-антиген (в 
микрокапсуле), отличается от него термолабильностью 
и некоторыми другими свойствами. Факторы инвазии 
(белки наружной мембраны) обеспечивают сальмонел-
лам трансцитоз через М-клетки слизистой оболочки 
кишечника [14]. Белки наружной мембраны (БНМ) 
включают в себя интегральные мембранные белки, а 
также липопротеины, которые прикреплены к внешней 
мембране с помощью N-концевого липида. Как правило, 
БНМ характеризуются -бочкообразными структурами, 
а интегральные БНМ необходимы для поддержания 
целостности и избирательной проницаемости бактериаль-
ных мембран [24]. Некоторые из них служат адгезинами 
и играют важную роль в вирулентности бактерий [20, 22]. 
Белки наружной мембраны чрезвычайно иммуногенны и, 
следовательно, могут быть эффективными кандидатами 
для разработки вакцин и диагностики благодаря их эпи-
топам, экспонируемым на поверхности клеток [16, 29]. 
Также известно, что БНМ сальмонелл имеют существен-
ное значение для возникновения иммунного ответа [16].

По данным литературы, существуют различные 
методы выделения представителей рода Salmonella из 
объектов внешней среды и от человека, направленные как 
на выявление антигенов и антител (Ig M, Ig G) [3], так и 
на обнаружение специфических целевых последователь-
ностей ДНК/кДНК, рибосомной РНК [2, 5, 12, 21]. 
Одним из самых простых методов определения наличия 
сальмонелл является обнаружение антигена с использова-
нием реакции латексной агглютинации (РЛА). В основе 

реакции – процесс агрегации сенсибилизированных 
антителами частиц полимерного латекса с гомологичным 
реагентом. РЛА удобна в качестве сигнального экспресс-
теста для выявления антигенов микроорганизмов при 
использовании в практических лабораториях, а также 
при проведении массовых обследований [4, 11, 15, 28]. 

В связи с вышеуказанным целью работы ста-
ли выделение и характеристика наиболее значимых 
антигенов возбудителя сальмонеллёза (соматический 
О-антиген, жгутиковый Н-антиген и антиген белков 
наружной мембраны) для последующего их использова-
ния при конструировании полимерных диагностических 
препаратов.

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. В работе использо-
вали штамм Salmonella enteritidis 21265, выделенный от 
больного в период вспышки сальмонеллёза в Ростовской 
области в 2022 году и любезно предоставленный ФБУЗ 
«Центр гигиены и эпидемиологии в Ростовской области» 
Роспотребнадзора. Для сравнения в исследование был 
взят типовой штамм S. enteritidis 19493, полученный из 
лаборатории «Коллекция патогенных микроорганизмов» 
ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 
Роспотребнадзора. Штаммы культивировали на агаре 
Мартена (рН 7,7); для выделения антигенов использова-
ли суточную культуру возбудителя, обеззараженную до-
бавлением мертиолята натрия до конечной концентрации 
1:10000 с экспозицией в течение часа и проверенную на 
специфическую стерильность трёхкратным высевом. Все 
этапы работы с живыми культурами проводили с учетом 
требований СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемио-
логические требования по профилактике инфекционных 
болезней».

Получение антигенов. Жгутики выделяли из 
суточной бактериальной массы S. enteritidis 21265: 
культуру смывали с плотной питательной среды физио-
логическим раствором, переносили в центрифужный 
стакан и встряхивали со стеклянными бусами в течение 
30 мин при комнатной температуре [27]. Затем бактери-
альные клетки отделяли центрифугированием при 10 тыс.  
об./мин. в течение 20 мин. Осадок клеток удаляли, над
осадочную жидкость центрифугировали при 100 тыс. g 
в течение 1 часа для осаждения жгутикового антигена. 
Липополисахарид выделяли методом Darveau R.P. [19] 
из клеточных оболочек, изолированных в процессе полу-
чения мембранных белков. Содержание общего белка в 
препаратах определяли спектрофотометрически при двух 
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длинах волн — 260 нм и 280 нм. Содержание липопо-
лисахарида определяли по сухому весу.

Выделение клеточных оболочек S. enteritidis. Для 
получения препаратов ЛПС и БНМ из бактериальной 
массы S. enteritidis 21265 первоначально выделяли 
клеточные оболочки. Для этого обеззараженную бак-
териальную массу концентрацией 60–80 млрд. м.кл./
мл центрифугировали при 10000 об./мин. в течение 20 
минут и ресуспендировали в 10 мМ Hepes-буфере, содер-
жащем 20%-ную сахарозу (рН 7,0). Затем проводили 
обработку клеток на ультразвуковом дезинтеграторе в 
режиме 5 импульсов по 12 секунд с минутным интер-
валом при длине волны 585 мкм. Разрушенные клетки 
обрабатывали ДНКазой и РНКазой («Sigma-Aldrich»). 
Интактные клетки и грубый дебрис удаляли с помощью 
низкоскоростного центрифугирования, клеточный лизат 
разводили двумя объемами Hepes-буфера и центрифуги-
ровали в течение 1 часа при 100 тыс. g. Осадок, содержа-
щий фракцию клеточных оболочек, использовали после 
отмывания Hepes-буфером для выделения препарата 
БНМ по методу A. Lohia [25]: клеточные оболочки об-
рабатывали 2%-ным раствором N-лаурилсаркозината 
натрия в течение 16 часов при комнатной температуре. 
Затем солюбилизированные БНМ осаждали центри-
фугированием в течение 1 часа при 100 тыс. g. Осадок 
отмывали и ресуспендировали в дистиллированной воде. 

Полученные препараты жгутиков, ЛПС и БНМ 
в дальнейшем были изучены методами SDS-ПААГ-
электрофореза, иммуноблоттинга и иммунизации, а также 
использованы в качестве экспериментальных сенситинов.

Трансмиссионная электронная микроскопия 
(ТЭМ). Препарат жгутиков окрашивали методом не-
гативного контрастирования, используя сетки с пленкой-
подложкой из 1% формвара. На сетку наносили 1 каплю 
жгутикового антигена (полученного из предварительно 
обеззараженной добавлением мертиолята натрия до ко-
нечной концентрации 1:10000 с экспозицией в течение 
часа культуры S. enteritidis 21265). После минутной экс-
позиции излишки жидкости с поверхности сетки удаляли 
путем касания конца сетки фильтровальной бумагой. По-
сле высушивания на поверхность сетки наносили 1 каплю 
раствора для негативного контрастирования (2%-ный 
раствор уранилацетата) на 1 мин. Избыток жидкости 
с поверхности удаляли фильтровальной бумагой, сетку 
высушивали на воздухе 10–15 минут. Просмотр пре-
парата осуществлялся на трансмиссионном электронном 
микроскопе «Jeol JEM 1011» с увеличением 15000.

Электрофорез и иммуноблоттинг. SDS-
ПААГ-электрофорез бактериальных взвесей и пре-

паратов антигенов проводили по методу Laemmli U.K. 
[23] на приборе «Mini-Protean® TetraCell» («BioRad») 
вертикального типа. Использовали предокрашенные 
метчики молекулярных весов («Blue Plus® II Protein 
Marker» 14–120 кДа). Полученную пластину геля визуа-
лизировали 0,2% красителем «Coomassie R-250». Оцен-
ку молекулярного веса окрашенных полос проводили с 
использованием программы «GelAnalyzer» версии 0.23. 
Постановку иммуноблоттинга осуществляли по методу 
Towbin H. et al. [30] с экспериментальными кроличьими 
сыворотками к исследуемым антигенам, полученными 
авторами в процессе работы.

Результаты и обсуждение

В работе был использован штамм S. enteritidis 
21265, выделенный от больного в период вспышки 
сальмонеллёза в Ростовской области в 2022 году. Выбор 
штамма обусловлен тем, что в Российской Федерации и 
Ростовской области основным выделяемым серотипом 
является S. enteritidis серогруппы D [9]. Штамм имел 
типичные серологические и биохимические свойства, 
аналогичные таковым типового штамма S. enteritidis 
19493, полученного из лаборатории «Коллекция пато-
генных микроорганизмов» ФКУЗ Ростовский-на-Дону 
противочумный институт Роспотребнадзора.

Для сравнения взятых в исследование штаммов 
сальмонелл был проведен SDS-ПААГ-электрофорез 
бактериальных взвесей с последующим окрашиванием 
нитратом серебра (рис. 1).

Рис. 1. Электрофореграмма бактериальных лизатов 
S. enteritidis, окрашивание нитратом серебра: 1 – 
S. enteritidis 19493 (типовой), 2 – S. enteritidis 21265
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По результатам SDS-ПААГ-электрофореза 
(рис. 1) показано, что клеточные лизаты обоих штаммов 
имеют сходный белковый состав. У каждого штамма вы-
явлено большое количество идентичных белковых анти-
генов по всему спектру молекулярных масс в диапазоне от 
106 до 14 кДа. Так, лизат типового штамма S. enteritidis 
19493 содержит белковые антигены с молекулярными 
массами 100, 89, 74, 60, 46, 41, 37, 33, 31, 28, 24, 23, 
21, 20, 19, 17, 16, 15, 14 кДа. У штамма S. enteritidis 
21265 обнаружены белковые антигены с молекулярными 
массами 106, 97, 83, 69, 49, 39, 33, 30, 24, 23, 22, 19, 
17, 16, 15, 14 кДа. Оба штамма имеют несколько выра-
женных минорных полос ниже 25 кДа и два идентичных 
мажорных антигена в области «кора» ЛПС.

В ходе получения жгутикового антигена наличие 
жгутиков подтверждали с помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии (рис. 2). После встряхивания 
взвеси клеток сальмонелл со стеклянными бусами и уль-
трацентрифугирования препарат содержал большое ко-
личество жгутиков без фрагментов клеточных оболочек.

Рис. 2. Препарат жгутиков S. enteritidis 21265 (данные 
ТЭМ, увеличение 1×15000)

После отделения жгутиков из клеточной массы S. 
enteritidis 21265 получали БНМ, для чего предваритель-
но выделяли клеточные оболочки. Половину препарата 
клеточных оболочек лизировали лаурилсаркозинатом 
натрия, мембранные белки осаждали центрифугирова-
нием при 100 тыс. g в течение часа. Содержание белка в 
препаратах жгутикового антигена составило 0,6 мг/мл, 
в препарате БНМ – 0,945 мг/мл. Содержание ЛПС 
в полученном препарате – 3 мг/мл.

Методом SDS-ПААГ-электрофореза проводили 
исследование белкового состава бактериального лизата 
штамма S. enteritidis 21265 и полученных из него анти-
генов (рис. 3). 

Рис. 3. Электрофореграмма антигенов S. enteritidis 
21265, краситель «Coomassie R-250»: 1 – клеточный 
лизат, 2 – жгутиковый антиген, 3 – белки наружных 
мембран

Как показано на рисунке 3, в клеточном лизате 
штамма S. enteritidis 21265 выявляется большое количе-
ство белковых зон по всему спектру молекулярных масс 
в диапазоне от 100 до 14 кДа.

Жгутиковый антиген представлен мажорным бел-
ком в области 51 кДа, а также несколькими минорными 
зонами в области 41 и 30 кДа.

Препарат БНМ представлен мажорными белками 
с молекулярной массой 32 и 29 кДа, минорными белками 
в области 40 и 25 кДа.

Антигенный состав бактериального лизата S. 
enteritidis 21265 и полученных из него антигенов был 
изучен методом иммуноблоттинга с окраской препара-
тов экспериментальным кроличьими гипериммунными 
сыворотками, содержащими антитела к исследуемым 
антигенам, в разведении 1:10000 (рис. 4).

Как показано на рисунке 4А, экспериментальная 
кроличья сыворотка к жгутиковому антигену в клеточном 
лизате штамма S. enteritidis 21265 выявляет мажорные 
белки в области 51 кДа, минорные – на уровне 93, 25 
кДа. В препарате жгутикового антигена сыворотка к нему 
обнаруживает мажорный белок в районе 51 кДа и минор-
ные белки 44, 42, 40, 39, 36, 34, 33, 31, 28, 26, 20 кДа.

Кроличья сыворотка к БНМ в клеточном лизате 
S. enteritidis 21265 (рис. 4Б) выявляет две мажорные 
зоны в области 36 и 53 кДа, а также минорные антиге-
ны 65, 25 кДа. В препарате БНМ кроличья сыворотка 
определяет мажорный белок в области 33 кДа, минорные 
антигены – в области 59, 36, 28 кДа.

С.А. Иванов и др., с. 6–14
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Рис. 4. Иммуноблоттинг лизата S. enteritidis 21265 и выделенных антигенов с кроличьей сывороткой к жгутикам 
(А), БНМ (Б), ЛПС (В): 1 – клеточный лизат, 2 – жгутиковый антиген, 3 – БНМ, 4 – ЛПС

На рисунке 4В показано, что препарат ЛПС, 
окрашенный кроличьей сывороткой к нему, представлен 
диффузной полосой от 67 кДа и выше, низкомолеку-
лярной зоной в области 14 кДа, а также «лесенкой» на 
уровне 30–60 кДа, характерной для липополисахарида 
сальмонелл в S-форме.

Исследование с помощью SDS-ПААГ-электро
фореза и иммуноблоттинга выделенных антигенов S. 
enteritidis 21265 продемонстрировало сходный состав по 
некоторым белкам у препаратов жгутикового антигена и 
БНМ. Это может быть связано с тем, что данные анти-
гены являются поверхностными структурами и в процессе 
выделения в обоих препаратах могут содержаться общие 
антигены. 

Результаты исследования полученных нами пре-
паратов жгутикового антигена и ЛПС методами SDS-
ПААГ-электрофореза и иммуноблоттинга согласуются 
с результатами подобных исследований других авторов 
[6, 7, 27]. В этих работах найдено, что основной белко-
вый жгутиковый антиген находится в области 55 кДа. 
Липополисахарид у сальмонелл может быть и в S- и в 
R-форме, при этом коровая часть ЛПС находится в об-
ласти 14 кДа. В нашем исследовании установлено, что 
культура S. enteritidis, выделенная от больного в период 
вспышки сальмонеллёза в 2022 году, содержит ЛПС в 
S-форме. Метод выделения липополисахарида из клеточ-
ных оболочек с использованием ферментных препаратов 
дает адекватные поставленным целям результаты и по-
зволяет избежать контакта с агрессивными химическими 

реагентами, сократить количество ферментов и других 
реагентов в процессе выделения ЛПС.

Заключение

Таким образом, в ходе проведенных исследований 
были получены антигены штамма S. enteritidis 21265. 
Показано, что препарат наружных мембран представ-
ляет собой комплекс мажорного и нескольких минорных 
белков в области от 120 до 14 кДа. Жгутиковый антиген 
представлен мажорным белком в области 51 кДа, а также 
несколькими минорными зонами в области 44, 42, 40, 
39, 36, 34, 33, 31, 28, 26 и 20 кДа. Обнаружено также, 
что выделенный липополисахарид находится в S-форме и 
представлен низкомолекулярной зоной в области 14 кДа 
и характерной «лесенкой» на уровне 30-60 кДа.

Препараты жгутикового антигена, липополиса-
харида и БНМ являются иммуногенными антигенами 
сальмонелл и могут быть использованы в дальнейшем 
при конструировании полимерных диагностических 
препаратов для совершенствования диагностики саль-
монеллёза.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
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OBTAINING SALMONELLA ENTERITIDIS ANTIGENS  
AND THEIR IMMUNOCHEMICAL CHARACTERISTICS

S.A. IVANOV, L.V. LARIONOVA, V.V. EVDOKIMOVA, D.I. SIMAKOVA, M.G. MELOYAN

Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don

At the moment, in the structure of the incidence of acute intestinal infections, salmonella ranks third after pathogens of viral 
etiology, thereby maintaining its relevance among the causative agents of infectious diseases in the Russian Federation and the world. 
Among the subspecies of salmonella pathogenic for humans, Salmonella enteritidis holds a leading position, being the cause of 
salmonellosis among humans. In laboratory diagnostics, differentiation of Salmonella into serological variants plays a significant role, 
i.e. to determine the antigenic structure, consisting of three main antigens: O-somatic (heat-stable), H-flagellar (thermolabile) and 
K-surface (capsular), as well as antigens such as toxins, pills, outer membrane proteins and Vi-antigen. The purpose of the work is 
to isolate and immunochemically characterize antigens of the causative agent of salmonellosis for their subsequent use in the design of 
diagnostic kits. Antigens were obtained from a culture of Salmonella enteritidis strain 21265, isolated from a patient during an outbreak 
of salmonellosis in the Rostov region in 2022. The flagella preparation was isolated from the daily bacterial mass by high-speed shaking 
with glass beads for 30 minutes, followed by centrifugation. Outer membrane proteins were obtained according to the method of A. Lohia, 
lipopolysaccharide – according to the method of Darveau R.P. from cell membranes isolated during the production of membrane 
proteins. The isolated antigens were characterized by SDS-PAGE electrophoresis and immunoblotting using Coomassie R-250 staining 
and experimental rabbit sera against the obtained antigens. It has been shown that the flagellar antigen is detected in the region of 51 
kDa, lipopolysaccharide – in a diffuse band from 67 kDa and above, a low molecular weight zone in the region of 14 kDa, as well  
as a «ladder» at the level of 30–60 kDa, outer membrane proteins are represented by major protein zones in the region of 36 and 
53 kDa and a complex of minor proteins in the region of 59, 36 and 28 kDa.

Keywords: salmonellosis, Salmonella enteritidis, flagellar antigen, somatic antigen, outer membrane proteins, lipopolysaccharide, 
latex agglutination.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 616.932:579.843.1:57.084/.085:(470+571)

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ COXIELLA BURNETII В ОРГАНИЗМЕ  
ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

Д.А. ЛЕВЧЕНКО*, Д.И. СИМАКОВА, М.В. РЕНГАЧ, Д.П. МИРОШНИКОВА,  
М.Г. МЕЛОЯН, О.А. СОКОЛЬСКАЯ

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

Цель работы – оценка возможности культивирования на модели морских свинок жизнеспособной C. burnetii из сыво-
роток крови больных, а также из гомогената органов белых мышей, положительных на лихорадку Ку. В работе использованы 
образцы сывороток крови трех пациентов с подтвержденным диагнозом «Лихорадка Ку», а также материал от биопробных 
животных (белых мышей), положительный на лихорадку Ку. Выделение ДНК C. burnetii из исследуемых образцов и ПЦР 
проводили коммерческими наборами реагентов. В качестве биопробных животных использовали морских свинок. Введение 
материала проводили внутрибрюшинно в объеме 2 мл (первый пассаж) с последующей перевивкой здоровым лабораторным 
животным – внутрибрюшинно по 1 мл. В качестве отрицательных контролей применяли стерильный физиологический рас-
твор, нормальную человеческую сыворотку и гомогенат органов здоровых белых мышей. При культивировании C. burnetii в 
организме лабораторных животных в течение 28 дней (первый и второй пассажи) развития лихорадки не наблюдалось. Можно 
предположить, что микроорганизмы, которыми мы располагали, не вызывают острое тяжелое течение инфекционного процесса 
с лихорадочным периодом. Однако при постановке второго пассажа биопроб выявлено, что возбудитель коксиеллеза, обнару-
женный в пуле сывороток крови трех пациентов, накапливался хуже, чем C. burnetii из гомогената селезенки и перитонеальных 
макрофагов белых мышей. Возможно, предполагаемые изоляты коксиелл имеют различный патогенетический потенциал при 
введении их в организм восприимчивых лабораторных животных. В первой группе биопроб установлено увеличение числа 
копий генома C. burnetti в первые 14 дней культивирования в селезенке (первый пассаж). Во второй и третьей группе жи-
вотных отмечено постепенное снижение Ct как при исследовании легких, так и селезенки, что свидетельствует о накоплении 
ДНК C. burnetii в биопробах. В связи с этим одним из перспективных направлений является поиск альтернативной модели, 
служащей основой для накопления исследуемого микроорганизма.

Ключевые слова: Coxiella burnetii, культивирование, биологические модели.

© 2024 г. Левченко Д.А., Симакова Д.И., Ренгач М.В.,  
Мирошникова Д.П., Мелоян М.Г., Сокольская О.А.
* Автор для переписки:
Левченко Дарья Александровна, 
кандидат медицинских наук, старший научный сотрудник, и.о. 
заведующего лабораторией экспериментально-биологических мо-
делей и биологической безопасности, ФКУЗ Ростовский-на-Дону 
противочумный институт Роспотребнадзора
E-mail: levchenko_da@antiplague.ru

Введение

Экспериментальные модели инфекции на живот-
ных играют важную роль в микробиологических иссле-
дованиях, позволяют изучить патогенез заболевания, 
разрабатывать и тестировать диагностические препара-
ты, а также совершенствовать методы профилактики и 
лечения болезней. С момента открытия Coxiella burnetii 
в 1930-х годах было использовано множество моделей 
животных для изучения патогенеза лихорадки Ку и 
оценки защитных способностей разработанных вакцин 

[6, 9]. Морские свинки были одним из первых видов 
животных, которые использовались в качестве моделей 
заражения возбудителем коксиеллеза. Предполагается, 
что данная модель является наиболее физически реле-
вантной моделью коксиеллеза из-за ее близкого сходства 
с большинством аспектов заболеваний человека [7, 10]. 

Установлено, что отдельные изоляты коксиелл 
различаются по степени вирулентности в модельных экс-
периментах. Так, некоторые группы штаммов С. burnetii 
вызывали острую форму коксиеллеза у восприимчивых 
к инфекции животных, причем степень выраженности 
инфекционного процесса варьировала, в то время как 
инфицирование животных штаммами других групп при-
водило лишь к иммунологическим изменениям [11].

C. burnetii – этиологический агент лихорадки 
Ку, представляет собой внутриклеточную грамотрица-
тельную бактерию. Ведущим путем передачи коксиелл 
человеку является воздушно-пылевой (и воздушно-ка-
пельный) – чаще всего возбудитель передается аспи-
рационно при вдыхании воздуха, контаминированного 
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бактериями. Нередко заражение реализуется алимен-
тарным путем – через контаминированные молоко 
и молочные продукты, мясо, воду. Также возможно 
заражение водным путем – к этому виду заражения 
относится инфицирование через контаминированную 
коксиеллами воду при купании в открытых акватори-
ях. Для людей, работающих с сельскохозяйственными 
животными, высок риск заражения контактным (кон-
тактно-бытовым) путем (через руки, загрязненные 
околоплодными водами, абортированными плодами 
больных животных и т.д.). Трансмиссивный путь 
передачи инфекции практически отсутствует. Острая 
лихорадка Ку проявляется в виде лихорадочного за-
болевания, которое может привести к атипичной пнев-
монии. В некоторых случаях лихорадка Ку становится 
хронической, приводя к эндокардиту, который может 
представлять угрозу для жизни [8]. 

Известно, что коксиеллы не размножаются на 
бактериологических питательных средах. В настоя-
щее время при проведении лабораторной диагностики 
C.  burnetii культивируют в желточных мешках раз-
вивающихся куриных эмбрионов, культурах клеток 
млекопитающих, в биопробах на различных лаборатор-
ных животных (морских свинках, беспородных белых 
мышах) [2, 3, 5].

Диагностика коксиеллеза связана с недостаточным 
оснащением лабораторной базы диагностическими пре-
паратами (отсутствие набора реагентов, позволяющих 
проводить дифференциацию разных фазовых состояний 
коксиелл, препаратов для иммунофлуоресценции).

В связи с этим целью данной работы явилась 
оценка возможности культивирования на модели морских 
свинок жизнеспособной C. burnetii из сывороток крови 
больных, а также из гомогената органов белых мышей, 
положительных на лихорадку Ку.

Материалы и методы 

Образцы сывороток. В работе использованы 
образцы сывороток крови трех пациентов (№ 75 (Сt 
22,13), № 88 (Ct 21,98), № 96/97 (Ct 22,14)) с под-
твержденным диагнозом «Лихорадка Ку», взятые на 
7–8-й день от начала появления клинических симптомов, 
поступившие из ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиоло-
гии в Ростовской области» Роспотребнадзора, а также 
материал от биопробных животных (белых мышей), 
положительный на лихорадку Ку (гомогенат селезёнки 
№ 733 (Ct 12,4) и перитонеальные макрофаги № 745 
(Ct 18,7)), полученных при проведении исследования 

полевого материала в 2023 г., поступившего из ФКУЗ 
«Астраханская противочумная станция» Роспотреб-
надзора. 

ПЦР-анализ. Выделение ДНК C. burnetii из ис-
следуемых образцов и ПЦР проводили коммерческими 
наборами «РИБО-преп» и «АмплиСенс®Coxiella 
burnetii-FL» (ФБУН Центральный НИИ эпидемио-
логии Роспотребнадзора). Результат считался положи-
тельным при значении Ct<39. В качестве отрицатель-
ного контроля в ПЦР использовали суспензии органов 
здоровых морских свинок. 

Биопробные животные. В качестве биопробных 
животных использовали морских свинок (самцов) массой 
300 г (возраст семь недель). Содержание животных 
осуществляли в системе индивидуально вентилируемых 
клеток (ИВК) с блоком «ВЕНТ-БИО-1М» в соот-
ветствии с требованиями биологической безопасности. 

Рацион лабораторных животных состоял из гра-
нулированного корма. В помещении для содержания 
биопробных животных поддерживалась температура 
20–22 °C и относительная влажность воздуха 40–60%. 
Все манипуляции с животными проводили в соответствии 
с этическими нормами, изложенными в Директивах Ев-
ропейского союза 2010/63/EU [1].

Заражение биопробных животных. Введение 
антигена (пул трех сывороток), а также гомогената се-
лезенки № 733 и перитонеальных макрофагов № 745 
белых мышей, положительных на лихорадку Ку, прово-
дили внутрибрюшинно в объеме 2 мл (первый пассаж) с 
последующей перевивкой (суспензии легких, селезенки 
и макрофагов) здоровым лабораторным животным – 
внутрибрюшинно по 1 мл. В качестве отрицательных 
контролей использовали стерильный физиологический 
раствор, нормальную человеческую сыворотку и гомо-
генат органов здоровых белых мышей.

Термометрия. Температуру тела регистрировали 
ежедневно в течение 14 дней после заражения. Изме-
рение температуры тела осуществляли в прямой кишке 
электронным термометром в течение всего периода на-
блюдений. Измерение производили одним термометром 
в одно и то же время. 

Эвтаназия, сбор материала. Прижизненно перед 
проведением эвтаназии осуществляли отбор крови из 
сердца морских свинок для получения сыворотки. Экс-
периментальных животных по одной из каждой пробы 
подвергали эвтаназии (ингаляционный наркоз хлоро-
формом) и в асептических условиях проводили вскрытие 
и отбор органов (легкие, селезенка). Вскрытие первого 
пассажа биопробных животных проводили на седьмой, 
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девятый и 14-й дни исследования. Вскрытие второго 
пассажа животных делали на 14-й день исследования. 

Подготовка материала. В асептических условиях 
осуществляли вскрытие и отбор органов (легкие, селе-
зенка) с последующей подготовкой гомогената клеток в 
0,9%-ном физиологическом растворе. 

Хранение материала. Инфекционный материал, 
оставшийся после проведения исследования, заморажи-
вали при -80 °С. 

Все работы проводились в соответствии требова-
ниями СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиоло-
гические требования по профилактике инфекционных 
болезней» [4].

Результаты и обсуждение

Для постановки первого пассажа использовали де-
вять особей морских свинок, распределенных на три груп-
пы. Заражение лабораторных животных проводили путем 
введения в брюшную полость следующего материала: пула 
трех сывороток крови пациентов (Ct 21,98-22,14) с под-
твержденным диагнозом «Лихорадка Ку» (первая группа), 
гомогенат селезенки № 733 (Ct 12,4) (вторая группа) и 
перитонеальных макрофагов № 745 (Ct 18,7) (третья 
группа) белых мышей, положительных на лихорадку Ку. 

Термометрию тела в контрольных, а также в 
каждой группе лабораторных животных до и после за-
ражения проводили ежедневно в одно и то же время. 
В контрольных группах животных температура тела 
была в пределах нормы и варьировала в диапазоне 
37,9–38,2 °С. Лихорадки, то есть температуры выше 
39,5 °C, выявлено не было.

В первой группе биопробных животных отмечено 
понижение температуры тела в первый день наблюдения 
до 36,2–35,8 °С с последующим незначительным повы-
шением до 36,9 °С на пятые сутки после заражения. С 
шестого по десятый день исследования температура тела 
биопроб все еще оставалась ниже нормы и варьировала 
от 36,0 до 36,8 °С. 

Во второй группе у экспериментальных животных 
с первого по шестой день после заражения температура 
составляла 37,3–38,4 °С. На седьмые сутки и вплоть до 
14 дня после заражения отмечено снижение температуры 
тела ниже нормальных показателей (от 36,0 до 37,1 °С).

При проведении термометрии в третьей опытной 
группе лабораторных животных выявлена схожая картина 
со второй группой. Так, температура тела опытных живот-
ных с первого по седьмые сутки была в пределах нормы и 
составляла от 37,3 до 38,5 °С. Отмечено волнообразное 

снижение температуры тела животных: так, на восьмой-де-
вятый день зарегистрирована температура 36,2 и 36,1 °С, 
соответственно, с последующим подъемом до 37,8 °С  
с десятого по 11-й день наблюдения и последующим сни-
жением на 13–14-е сутки до 35,1–35,2 °С (рис. 1).

При анализе полученных температурных кривых 
на протяжении 14 дней наблюдения в трех группах ла-
бораторных животных, представленных на рисунке 1, 
отмечено резкое снижение температуры тела биопроб 
к девятому дню после заражения. Однако по данным 
литературы у морских свинок в результате заражения 
лихорадкой Ку через неделю должна развиться лихорад-
ка (до 40–41 °C), продолжающаяся 5–7 дней [7]. При 
проведении указанного эксперимента на протяжении 14 
дней наблюдения за тремя группами биопроб лихорадка 
не регистрировалась.

Сыворотку крови у биопробных животных отбирали 
прижизненно на седьмой, девятый и 14-й день от момента 
заражения с последующими эвтаназией и вскрытием. В 
ПЦР-анализе проверяли суспензии органов (легкие, се-
лезенка) и сыворотку крови на наличие ДНК C. burnetii. 

Результаты эксперимента по заражению мор-
ских свинок представлены в таблице 1. При анализе 
результатов, полученных при постановке биопроб 
первой группы, в ПЦР значения пороговых циклов 
(Ct) в исследуемом материале (легкие и сыворотка 
крови) – 35,8 и 31,5 соответственно. В селезенке 
ДНК коксиелл обнаружено не было. На девятый 
день эксперимента при проведении ПЦР в гомогенате 
селезенки значение Ct составило 28,8, в сыворотке 
крови биопробы значение Ct оставалось на прежнем 
уровне. В гомогенате легких биопробного животного 
коксиелл не найдено. При увеличении срока пассажа 
до 14 дней значение Ct оставалось на прежнем уровне, 
а в сыворотке крови лабораторных животных ДНК 
C. burnetii не выявлено. 

Во второй группе экспериментальных животных на 
седьмой день эксперимента выявлены значения Ct, рав-
ные 28,3 в гомгенате легких, 30,8 – в гомогенате селе-
зенки. В сыворотке крови ДНК коксиелл не обнаружено. 
У животного, вскрытого на девятый день исследования 
установлено пороговое значение Ct до 25,6 (гомогенат 
легких) и 21,5 (гомогенат селезенки), в сыворотке крови 
ДНК C. burnetii обнаружено не было. При исследова-
нии в ПЦР материала от биопробы, вскрытой на 14-й 
день пассажа, зафиксированы следующие результаты: 
в гомогенате легких Ct составил 21,47, в гомогенате 
селезенки – 16,32, также ДНК коксиелл определена в 
сыворотке крови – Ct 22,14.

Д.А. Левченко и др., с. 15–21
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При изучении третьей группы лабораторных жи-
вотных выявлена аналогичная картина, как и во второй 
группе биопроб. На седьмой день исследования в ПЦР 
получены следующие результаты: легкие – Ct 26,53; 
селезенка – Ct 19,66. На девятый день Ct в гомогенате 
легких – 28,8; в гомогенате селезенки – 18,7. На 14-й 
день в гомогенате легких – 25,8, в гомогенате селезенки 
– 17,6. Исключение составила сыворотка крови экс-

периментальных животных, в которой ДНК коксиелл 
регистрировалась только на седьмой (Ct 23,93) день 
пассажа, на девятые и 14-е сутки результаты были от-
рицательны. 

Таким образом, установлено, что коксиеллы в наи-
большем количестве накапливаются на 14-й день после 
заражения в следующих органах биопробных животных: 
легкие и селезенка. 

После вскрытия биопроб от пассажей сроком семь, 
девять и 14 дней проводили перевивку инфекционного 
материала (суспензия легких, селезенка и сыворотки 
крови, положительные в ПЦР на наличие ДНК кокси-
елл) здоровым морским свинкам (второй пассаж). При 
проведении термометрирования на протяжении 14 дней 
исследования (второй пассаж) повышение температуры 
тела лабораторных животных выше 38,8 °С по-прежнему 
не наблюдалось.

При изучении второго пассажа на морских свинках 
длительностью 14 дней (перевивка суспензии органов от 
вскрытых животных девяти группам здоровых) в группах 
с первой по пятую наблюдали либо снижение количества 
специфической ДНК коксиелл, либо ее отсутствие, а 
также обнаружение ДНК в сыворотке крови только во 
второй группе животных. В шестой по девятую группе 
биопроб специфическая ДНК C. burnetii выявлена в 
диапазонах Ct от 23,93 до 28,8 (табл. 1). 

Рис. 1. Результаты термометрии первого пассажа биопробных животных трех групп и контрольных животных

Таблица 1
Результаты обнаружения ДНК C. burnetii в гомогенате органов биопробных животных,  

зараженных пулом сывороток пациентов с подтвержденным диагнозом «Лихорадка Ку» (первый пассаж)  
и в гомогенате органов животных при перевивке инфекционного материала (второй пассаж)

Первый пассаж

Материал для заражения, исходный Ct
Пассаж 7 дней,  

значение Ct
Пассаж 9 дней,  

значение Ct
Пассаж 14 дней,  

значение Ct
легк. сел. сыв легк. сел. сыв. легк. сел. сыв.

Пул сывороток крови больных(Ct 21,98–22,14) 35,8 отр. 31,5 отр. 28,8 32,4 27,1 25,1 отр.

суспензия селезенки № 733 (Ct 12,4) 28,3 30,8 отр. 25,6 21,5 отр. 21,47 16,32 22,14

макрофаги № 745 (Ct 18,7) 26,53 19,66 23,93 28,8 18,7 отр. 25,8 17,6 отр.
Второй пассаж

Группы биопробных 
животных Материал для заражения, пассаж Пассаж 14 дней, значение Ct

легк. сел. сыв.
Первая суспензия 1 пул Ct 31,5–35,8 (пассаж 7 дней) отр. отр. отр.
Вторая суспензия 2 пул Ct 28,8–32,4 (пассаж 9 дней) 30,3 отр. 34,9
Третья суспензия 3 пул Ct 25,1–27,1 (пассаж 14 дней) отр. отр. отр.
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Четвертая суспензия 1 № 733 Ct 28,3–30,8 (пассаж 7 дней) отр. отр. отр.
Пятая суспензия 2 № 733 Ct 21,5–25,6 (пассаж 9 дней) 31,2 отр. отр.

Шестая суспензия 3 № 733 Ct 16,32–22,14 (пассаж 14 дней) 26,0 25,7 26,53
Седьмая суспензия 1 № 745 Ct 19,66–26,53 (пассаж 7 дней) 23,93 28,8 24,5
Восьмая суспензия 2 № 745 Ct 18,7–28,8 (пассаж 9 дней) 28,3 24,8 24,47
Девятая суспензия 3 № 745 Ct 17,6–25,8 (пассаж 14 дней) 25,6 28,8 24,5

Примечание: легк. – клетки легкого, сел. – клетки селезёнки, сыв. – сыворотка крови

Таким образом, при культивировании C. burnetii в 
организме лабораторных животных методом биопроб в 
течение 28 дней (первый и второй пассажи) развития ли-
хорадки у экспериментальных животных не наблюдалось. 

Известно, что патогенетический потенциал штам-
мов C. burnetii коррелирует с геномной группировкой. 
Long C.M. et all. (2019) оценивали вирулентность 
штаммов путем изучения реакции на лихорадку, потерю 
массы тела, спленомегалию [9]. Следовательно, можно 
предположить, что микроорганизмы, которыми мы рас-
полагали, при внутрибрюшинном заражении биопробных 
животных не вызывают острое тяжелое течение инфек-
ционного процесса с лихорадочным периодом. Однако 
при постановке второго пассажа биопроб выявлено, что 
возбудитель коксиеллеза, обнаруженный в пуле сыворо-
ток крови трех пациентов с подтвержденным диагнозом 
«Лихорадка Ку», накапливался хуже (положительные 
пробы составили 22,2%), чем C. burnetii из гомогената 
селезенки и перитонеальных макрофагов белых мышей, 
положительных на лихорадку Ку (положительные про-
бы – 77,8%). Следует отметить, что сыворотки крови 
были взяты от людей, проживающих в районе Ростов-
ской области, которая относится к природно-сельско-
хозяйственной зоне с развитым скотоводством, в том 
числе, овцеводством. Гомогенаты органов биопробных 
мышей получены при их заражении суспензией клещей, 
собранных в Астраханской области. Следовательно, 
предполагаемые изоляты коксиелл имеют различный 
патогенетический потенциал при введении их в организм 
восприимчивых лабораторных животных.

В первой группе биопроб, зараженных пулом 
сывороток, установлено увеличение числа копий генома 
C. burnetti в первые 14 дней культивирования в селезенке 
(первый пассаж). Во второй и третьей группе животных 
(зараженных гомогенатом селезенки № 733 и пери-
тонеальными макрофагами № 745 белых мышей) при 
постановке ПЦР отмечено постепенное снижение Ct 
как при исследовании легких, так и селезенки, что сви-
детельствует о накоплении ДНК C. burnetii в биопробах. 

Для дальнейших исследований с целью накопле-
ния жизнеспособных коксиелл необходимо проведение 
модельных экспериментов с постановкой трех пассажей 

биопроб, а для выделения и накопления большого коли-
чества – перевивка на куриные эмбрионы. Кроме того, 
одним из перспективных направлений является поиск 
альтернативной модели, служащей основой для нако-
пления исследуемого микроорганизма.
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CULTIVATION OF COXIELLA BURNETII  
IN THE BODY OF LABORATORY ANIMALS

D.A. LEVCHENKO, D.I. SIMAKOVA, M.V. RENGACH, D.P. MIROSHNIKOVA,  
M.G. MELOYAN, O.A. SOKOLSKAYA

Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don

The aim of the work was to evaluate the possibility of culturing viable C. burnetii from the blood sera of patients, as well as from 
the organ homogenate of white mice positive for Ku fever on a guinea pig model. The work used blood serum samples from three patients 
with a confirmed diagnosis of «Ku fever», as well as material from bioassay animals (white mice) positive for Ku fever. C. burnetii 
DNA was isolated from the studied samples and PCR was performed using commercial reagent kits. Guinea pigs were used as bioassay 
animals. The introduction of the material was carried out intraperitoneally in a volume of 2 ml (the first passage), followed by inoculation 
with healthy laboratory animals – intraperitoneally in 1 ml. Sterile saline solution, normal human serum, and organ homogenate from 
healthy white mice were used as negative controls. During the cultivation of C. burnetii in the body of laboratory animals by biopsy for 
28 days (first and second passages), the development of fever in experimental animals was not observed. It can be assumed that the 
microorganisms that we had at our disposal during intraperitoneal infection of bioassay animals do not cause an acute severe course of 
the infectious process with a febrile period. However, during the second passage of the biopsy, it was revealed that the causative agent of 
coxiellosis found in the blood serum pool of three patients with a confirmed diagnosis of «Ku fever» accumulated worse than C. burnetii 
from spleen homogenate and peritoneal macrophages of white mice positive for Ku fever. It is possible that the proposed coxiella isolates 
have different pathogenetic potential when introduced into the body of susceptible laboratory animals. In the first group of bioassays, 
an increase in the number of copies of the C. burnetti genome was found in the first 14 days of cultivation in the spleen (first passage). 



21

In the second and third groups of animals, a gradual decrease in Ct was noted both in the study of lungs and spleen, which indicates 
the accumulation of C. burnetii DNA in bioassays. In this regard, one of the promising directions is the search for an alternative model 
that serves as the basis for the accumulation of the studied microorganism.

Keywords: Coxiella burnetii, cultivation, biological models.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 54.057 12.09.2024

ПОЛУЧЕНИЕ И ИССЛЕДОВАНИЕ БИОРАЗЛАГАЕМЫХ  
БЕЛКОВО-ПОЛИСАХАРИДНЫХ ПЛЕНОК  

НА ОСНОВЕ МОДИФИЦИРОВАННЫХ КРАХМАЛОВ

А.С. ПЕТРОВА, М.Д. ПОДКИДЫШЕВА*, Е.О. ЩЕРБИНИНА

Новгородский государственный университет имени Ярослава Мудрого, Великий Новгород

Целью настоящей работы являются изучение и сравнение физических свойств биоразлагаемых белково-полисахаридных 
пленок на основе различных модифицированных крахмалов (картофельный, рисовый, кукурузный). В исследовании делается 
акцент на химическую универсальность биоматериалов, которая позволяет обладать вязкостью, гибкостью и плёнкообразующей 
способностью. В статье изложены наиболее распространенные способы модификации полисахаридов, а также преимущества 
использования крахмалов. Особое внимание уделено методике приготовления белково-полисахаридных материалов на основе 
картофельного, рисового и кукурузного крахмалов. Обоснована возможность использования пентан-1,5-диала (глутарового 
альдегида) в качестве сшивающего агента в различных соотношениях с основным веществом связывания. Описан и проил-
люстрирован процесс желатинизации, а также этапы формирования пленки. 

Ключевые слова: желатиновая пленка, полимеры, полисахариды, пленка, биосовместимые материалы, биодеградация.
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Введение

Существует высокий спрос на биоразлагаемые 
материалы, в том числе и на перевязочные материалы, 
так как они являются более экологически чистыми и без-
опасными для окружающей среды. Согласно недавней 
статистике, в 2023 году объем рынка биоматериалов 
достиг 123,8 млрд долларов США и продемонстрирует 
CAGR в 12,6% с 2024 по 2032 гг. Также воздействие 
COVID-19 вызвало увеличение спроса на биомате-
риалы, используемые в средствах индивидуальной 
защиты, и привело к актуализации биомедицинских 
исследований [12].

Кроме того, использование биоразлагаемых ма-
териалов в медицинских целях способствует снижению 
отрицательного влияния на условия жизни и уменьшению 
количества отходов не только в медицинской отрасли, но 
и в других отраслях (пищевая, биологическая, химическая 
и др.). Получение и изучение белково-полисахаридных 
конструкций на основе модифицированных крахмалов 
имеют большое значение для развития современных пере-
вязочных материалов, соответствующих современным 
требованиям к медицинским материалам. 

Химическая универсальность биополимеров делает 
их основой всех биологически вязких и пленкообразую-
щих веществ, они определяют физику гелеобразования 
материалов и их биоразлагаемость во внешней среде [18]. 
Биополимеры могут быть получены из возобновляемых 
ресурсов, таких как крахмалы, которые дают возмож-
ность получать и применять биополимерные пленки в 
биомедицинской и биотехнологической отраслях в каче-
стве альтернативы синтетическим.

Определяется биоразлагаемость как способность 
материала разлагаться естественным образом под воз-
действием организмов в экосистеме [14]. Биодеструкция 
полимеров определяется, в первую очередь, химическим 
строением, наличием разветвлений, размером углеродной 
цепи, а также их надмолекулярной микро- и макрострук-
турой. Растительные полимеры, такие как крахмалы и 
их модификации, можно взять в качестве основного ве-
щества, необходимого для образования биоразлагаемых 
пленок [3, 6, 9]. 

Использование крахмала в качестве основы для 
создания полимерных конструкций обусловлено несколь-
кими ключевыми факторами:

1)	 обеспечение неисчерпаемой промышленной базой; 
2)	простота производства, недорогое сырье и, как 

следствие, невысокая стоимость; 
3)	возможностью синтеза крахмалопродуктов, 

таких как модифицированные крахмалы, декстрины, 
мальтодекстрины, циклодекстрины, патока и глюкоза 
различных видов, крахмальные сиропы, глюкозно-
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фруктозные сиропы и другие продукты на основе 
крахмала [7].

Модифицированный крахмал – это нативный 
крахмал, подвергшийся направленному изменению (мо-
дификации) свойств посредством воздействия химиче-
ских, физических, биохимических и других факторов или 
через их комбинацию. Основные направления изменения 
структуры и свойств исходного материала (нативного 
крахмала) подразделяются на следующие подгруппы 
модифицированных крахмалов:

1)	 окисленный крахмал;
2)	 набухающий крахмал;
3)	 декстрины;
4)	 замещенный крахмал;
5)	 анионный крахмал;
6)	 катионный крахмал;
7)	 фосфатный крахмал;
8)	 эфиры крахмала и так далее [5].

Ключевыми методиками преобразования нативного 
крахмала являются термический и химический [7, 8, 15]. 
Температурная обработка крахмалов относится к числу 
практичных и эффективных средств усовершенствования 
различных параметров крахмальных суспензий [11]. 

Значительным достоинством картофельного крах-
мала перед другими видами крахмалов является более 
высокая желатинизирующая способность, прозрачность 
его клейстеров и повышенная их тягучесть и липкость. 
Таким образом, эти параметры повышают реакционную 
способность картофельного крахмала, что особенно важ-
но при получении различных биологических конструкций 
[10, 13, 20, 21].

Современные требования к биоматериалам вклю-
чают в себя возможность обеспечения изоляции раны 
от инфицирования. Эти материалы также должны не 
вызывать местного раздражения и обладать терапевти-
ческими свойствами, что в целом должно способствовать 
более быстрому заживлению раны и предотвращению 
осложнений [1, 4].

Ожидается, что полисахаридная белковая 
пленка на основе модифицированного картофель-
ного крахмала будет обладать более выраженными 
гелеобразующими свойствами, а также повышенной 
вязкостью, в отличие от пленок на основе рисового и 
кукурузного крахмалов.

Материалы и методы

Несмотря на то, что пленки, изготовленные из по-
лисахаридов, как ожидается, будут хорошими барьерами 
для кислорода и углекислого газа благодаря их плотно 
упакованной и упорядоченной сетчатой структуре с 
водородными связями, они обладают пониженной по-
верхностной активностью и не подходящим профилем 
вязкости. Этот недостаток может быть сведен к миниму-
му термической модификацией крахмалов для получения 
новых биополимерных пленок.

Получение термически модифицированного 
крахмала

При нагревании водной крахмальной суспензии 
выше определенной температуры крахмальное зерно 
разрушается, набухание значительно увеличивается 
и амилоза выходит из зерна. В процессе данной же-
латинизации значительно увеличиваются вязкость и 
тягучесть суспензии, параллельно раствор приобретает 
прозрачность и минимальную электропроводность. 
Вязкость раствора существенно уменьшается при ин-
тенсивном перемешивании в процессе модификации [16, 
17, 19]. При охлаждении раствор стабилизируется, цепи 
глюкозы выравниваются и образуют новые водородные 
связи. В зависимости от вида крахмала образуется более 
или менее устойчивое гелеобразное вещество. Такая 
структурно-вязкая субстанция прямо противоположна 
исходному состоянию (рис. 1). Желатинизация проис-
ходит поэтапно в разном температурном диапазоне от 
60–100 °C – в зависимости от типа присутствующего 
крахмала.

Рис. 1. Процесс желатинизации крахмала
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Для желатинизации крахмала взяли 10% крах-
мальные суспензии, изготовленные из кукурузного 
(ГОСТ 32159–2013), картофельного (ГОСТ 7699-78) 
 и рисового крахмала комнатной температуры, поместили 
в емкости для термической обработки и установили на ла-
бораторную нагревательную плиту ПЛ-1. Определение 
температуры проводилось при помощи бесконтактного 
термометра БТ-1000.

Желатинизация кукурузного крахмала. Пробу 
с кукурузным крахмалом нагревали с 25 °C до средней 
точки: 67 °C, а после, до завершения: 72 °C (рис. 2).

Рис. 2. Суспензия модифицированного кукурузного 
крахмала

Желатинизация картофельного крахмала. 
Пробу с картофельным крахмалом нагревали с 25 °C 
до средней точки: 56 °C, а после, до завершения: 62 °C 
(рис. 3).

Рис. 3. Суспензия модифицированного картофельно-
го крахмала

Желатинизация рисового крахмала. Пробу с 
рисовым крахмалом нагревали с 25 °C до средней точки: 
74,5 °C, а после, до завершения: 78 °C (рис. 4).

Полученные модифированные крахмалы охладили 
до значения ниже 10 °C от полученной температуры за-
вершения. Дали отстояться в течение 10 минут. 

Температура модификации картофельного крах-
мала составляла 58–62 °C, что ниже по сравнению с 
рисовым (74–78 °C) и кукурузным (67–72°C). Мак-
симальной вязкости во время термической обработки 

достигал кукурузный крахмал, что связано с изменением 
его молекулярной структуры под воздействием тепла. 
Среднюю вязкость имели рисовый и кукурузный крах-
малы соответственно. Консистенция у картофельного 
крахмала была однородная, в отличие от рисового и куку-
рузного, в которых наблюдалось слипание крахмальных 
зерен в неоднородные структуры. Данный показатель 
препятствовал образованию со сшивающим агентом 
равномерной гладкой белково-полисахаридной пленки. 
Термически модифицированные крахмалы были непро-
зрачные и имени желтоватый оттенок при смешивании 
с желатином и глутаровым альдегидом.

Рис. 4. Суспензия модифицированного рисового 
крахмала

Получение биоразлагаемых белково-полисаха-
ридных пленок на основе картофельного, рисового и 
кукурузного крахмала

1)	 Взяли пищевой желатин порошкообразный 
(ГОСТ 11293–89) и растворили в воде (50–60 °C) 
до полного связывания молекул;

2)	смешали раствор желатина с термически модифи-
цированными крахмалами в соотношении 1:1;

3)	смешали раствор желатина и крахмала со сшива-
ющим агентом (2%) в соотношениях 5:5:2, 5:5:1, 5:5:3;

4)	сформировали пленку на пластиковой поверхности 
и оставили высушиваться при комнатной температуре.

Результаты и обсуждение

Согласно полученным данным, сделали вывод, 
что пленка, сделанная в соотношении с действующими 
веществами 5:5:2 обладала гладкой, глянцевой и одно-
родной структурой (рис. 5).

Рисовый и кукурузный крахмалы при гидролиза-
ции образовали вязкие структуры с высокой плотностью. 
Смешивание крахмальных суспензий со сшивающим 
агентом и раствором желатина было проблематично. По 
истечении времени пленки имели неоднородную, рыхлую 
структуру.
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В дальнейшем предстоит апробация применения 
различных крахмалов для конкретных практических за-
дач, например, при ранозаживлении. 

Рис. 5. Белково-полисахаридная пленка из модифи-
цированного картофельного крахмала

Заключение

Использование термически модифицированного 
крахмала в качестве действующего вещества в обра-
зовании пленок возможно. Дальнейшие исследования 
будут направлены на исследования смесей крахмалов в 
разных соотношениях и их дальнейшее использование в 
получении биоразлагаемых материалах.
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PREPARATION AND RESEARCH OF BIODEGRADABLE  
PROTEIN-POLYSACCHARIDE FILM BASED ON MODIFIED STARCHES

A.S. PETROVA, M.D. PODKIDYSHEVA, E.O. SHCHERBININA

 Yaroslav-the-Wise Novgorod State University, Veliky Novgorod

The aim of the scientific work is to study and compare the physical properties of biodegradable protein-polysaccharide films 
based on various modified starches (potato, rice, corn). The topicality and importance of research in the field of modern dressing 
biodegradable structures are described. The study focuses on the chemical versatility of biomaterials, which allows for viscosity, 
flexibility, and film-making capacity. The technology of obtaining thermally modified biodegradable constructions based on potato, 
rice, corn starches has been analyzed and their physical properties have been considered. Descriptive, observational, and comparative 
analysis of physical parameters of films by general scientific methods was conducted. The article describes the most common ways 
of modification of polysaccharides, as well as the benefits of using starches. Special attention is paid to the method of preparation of 
protein-polysaccharide materials based on potato, rice, and corn starch. The possibility of using pentan-1,5-dial (glutaric aldehyde) 
as a suturing agent in different relationships with the main binding substance is presented. The gelatinization process and the stages of 
film formation are described and illustrated. The authors conclude that the use of thermally modified starch as an active agent in the 
formation of films is possible. The article reflects prospects of development of biopolymer material in biomedicine.
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ФАРМАКОКИНЕТИКА И АНТИМИКРОБНОЕ ДЕЙСТВИЕ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ПРЕПАРАТА НА ОСНОВЕ ХОЛЕРНЫХ 

БАКТЕРИОФАГОВ НА МОДЕЛИ БЕЛЫХ МЫШЕЙ

А.В. ТЮРИНА*, Н.Е. ГАЕВСКАЯ, И.А. ИВАНОВА, М.П. ПОГОЖОВА, Ю.В. СИЗОВА,  
А.В. ФИЛИППЕНКО, Н.Д. ОМЕЛЬЧЕНКО, А.О. АНОПРИЕНКО

Федеральное казенное учреждение здравоохранения «Ростовский-на-Дону противочумный институт» 
Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

При разработке новых профилактических препаратов на основе холерных бактериофагов необходимо учитывать их 
антимикробную эффективность, а также время персистирования в живом организме. Целью исследования являлось изучение 
фармакокинетики и антимикробного действия экспериментального профилактического препарата на основе холерных фагов на 
модели белых мышей. В работе использовали экспериментальный препарат, состоящий из холерных бактериофагов Rostov-М3, 
Rostov-13, активных в отношении холерных вибрионов О1 серогруппы. Для изучения фармакокинетики и профилактической 
активности данный препарат вводили белым мышам перорально в течение трех, пяти и семи дней. После этого проводили иссле-
дования каловых масс белых мышей на наличие в них фаговых частиц до прекращения их выхода из организма. Антимикробную 
эффективность изучали на модели генерализованной инфекции белых мышей. Результаты исследования свидетельствуют о 
том, что бактериофаги Rostov-М3 и Rostov-13, входящие в состав препарата, остаются в макроорганизме в течение 21 суток; 
такой срок может быть достаточен для реализации их профилактического (антимикробного) потенциала. Также показано, 
что прием указанного препарата в течение пяти и семи дней препятствует развитию инфекции у 90% экспериментальных 
животных, что доказывает его антимикробную эффективность в отношении V. cholerae О1 серогруппы. 

Ключевые слова: бактериофаги, фармакокинетика, эффективность, профилактика холеры.
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Введение

Для современного здравоохранения представляет 
серьезную проблему широкое распространение анти-
биотикоустойчивости холерных вибрионов, а также 
сезонный рост заболеваемости на эндемичных терри-
ториях с возможным формированием вторичных очагов 
инфекции [5, 11]. 

Для лечения холеры используется патогене-
тическая и этиотропная терапия [15]. Основным 
методом профилактики остается проведение вакци-
нации (СанПиН 3.3686-21). Однако наличие у всех 
применяемых в настоящее время противохолерных 
вакцин противопоказаний (возраст до 1 года, хрони-
ческие заболевания, грудное вскармливание, аллергия) 

[17], а также ошибки, возникающие при проведении 
антибактериальной терапии, могут вызвать побочные 
реакции [10] и способствуют неуклонному росту 
антибиотикорезистентности холерных вибрионов [7]. 
Это, в свою очередь, снижает эффективность методов 
лечения, увеличивает заболеваемость и смертность [11, 
16]. Вследствие этого разработка и внедрение новых 
высокоэффективных профилактических препаратов 
антимикробного действия, безопасных и простых в 
применении, остаются актуальными.

При данных обстоятельствах, альтернативу 
классическим антибактериальным средствам и вак-
цинам могут составить бактериофаги, характеризу-
ющиеся специфической способностью к избиратель-
ному инфицированию бактериальных клеток [6, 12]. 
Важной особенностью этих бактериальных вирусов 
является способность поражать как чувствительные, 
так и полиантибиотикорезистентные штаммы микро-
организмов [18]. 

Тем не менее при разработке высокоэффективных 
профилактических препаратов на основе бактериофагов 
необходимо комплексное исследование их действия на 
макроорганизм с оценкой безопасности и эффективности 
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[4], а также с учетом условий и длительности перси-
стирования фагов в живом организме для установления 
периода профилактической защиты.

Механизм всасывания бактериофагов в желудоч-
но-кишечном тракте (ЖКТ), как, впрочем, прохожде-
ния через любые тканевые барьеры, до конца не изучен. 
Известно, что способность бактериофагов проникать в 
ткани и органы в значительной степени зависит от пути 
введения фаговых частиц [2, 3]. Входными воротами 
для возбудителя холеры является ЖКТ человека. 
Пероральный прием фагового препарата обеспечивает 
поступление холерных фагов в ЖКТ и защиту орга-
низма, причем эффективность транзита фагов через 
кишечник (выведение с калом) является дозозависимой. 
Показано, что пероральный прием колифага (тип Т4) 
в дозе 103–105 БОЕ/мл не приводил к обнаружению 
вирусных частиц в крови [13]. Известно, что у больных 
в отделении ожоговой реанимации при однократном 
пероральном приёме большей дозы поливалентного пио-
бактериофага фаговые частицы обнаруживались через 1 
ч в крови, через 1–1,5 ч – на поверхности ожоговых ран 
и в бронхиальном содержимом, через 2 ч – в ликворе 
и моче [14]. В проведенных ранее экспериментах на 
кроликах была показана зависимость сроков выведения 
холерных бактериофагов из макроорганизма от их дозы 
[1, 8]. Принимая это во внимание, очень важно уста-
новить время персистирования фагов в макроорганизме 
и, основываясь на полученных результатах, подобрать 
оптимальные дозы и кратность приема полученных 
фаговых препаратов.

Целью нашей работы стало изучение фармакоки-
нетики и антимикробного действия экспериментального 
профилактического препарата на основе холерных фагов 
на модели белых мышей.

Материалы и методы

В работе использовали два вирулентных холерных 
фага из коллекции-депозитария лаборатории бактерио
фагов ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 
институт Роспотребнадзора, обладающих высокой 
литической активностью в отношении холерных вибрио-
нов О1 серогруппы [9]. Работу с фагами осуществляли 
согласно МР 4.2.0263-21 «Методы работы с бактери-
офагами микроорганизмов I–IV групп патогенности». 
Холерные фаги стерилизовали фильтрацией с помощью 
насадки Filtropur S 0,22 мкм, затем очищали от эндо-
токсинов на хроматографической колонке «Endo Trap 
HD» (Германия) согласно инструкции производителя с 

использованием буфера, разработанного этой фирмой. 
Из данных фагов была создана композиция (Rostov-
М3+Rostov-13), в соотношении 1:1 в концентрации 
n×108– n×109 БОЕ/мл. 

Фармакокинетику экспериментального про-
филактического коктейля изучали на 50 беспородных 
белых мышах. Животные были разделены на 5 групп 
по 10 особей. Первой группе животных смесь фагов 
вводилась перорально в объеме 0,5 мл однократно. 
Динамику выхода фагов из кишечника оценивали че-
рез 3, 6, 9, 12, 24, 48 ч после введения смеси фагов 
Rostov-М3+Rostov-13 (n×108–n×109 БОЕ/мл) в 
соотношении 1:1. Следующим трем группам фаговая 
композиция (Rostov-М3+Rostov-13) вводилась per 
os в объеме 0,5 мл один раз в сутки в концентрации 
n×108– n×109 БОЕ/мл в течение трех, пяти и семи 
дней. Контрольная группа животных получала пер
орально 0,9%-ный физиологический раствор в объемах, 
аналогичных опытным группам. 

После этого проводили 1 раз в сутки исследования 
каловых масс белых мышей на наличие в них фаговых 
частиц до прекращения их выхода из организма. 

Отобранные каловые массы (3 г) разводили 
в 4,5–5 мл бульона Мартена. Образцы суспензий с 
фекалиями экспериментальных животных переносили 
в стерильные пробирки и добавляли хлороформ (1:10). 
Определение количественного содержания бактерио-
фага (БОЕ на 1 г или 1 мл исследуемого образца) осу-
ществляли титрованием по методу Грациа на культуре 
соответствующего бактериального штамма. Количество 
фаговых частиц определяли по числу негативных коло-
ний (нк).

Для моделирования генерализованной формы 
холеры белых мышей заражали агаризованными 
токсигенными культурами V. cholerae О1 серогуппы 
биоваров classical 569B (получен из Индии, 1968 г.) 
и El Tor 18899 (выделен от больного, 2006 г.), ко-
торые выращивали при температуре 37 °С в течение 
18 ч; далее готовили взвеси 1×109 мк/мл. в хлориде 
натрия по стандарту мутности. Агар Нобля (Difco) 
растворяли в дистиллированной воде, кипятили в 
течение 30 минут на водяной бане при постоянном по-
мешивании, охлаждали до 45 °С и соединяли со смесью 
культур в соотношении 1:1 до конечной концентрации 
агара 0,2%. Полученную взвесь V. cholerae О1 в 
агаризированном растворе хлорида натрия вводили 
белым мышам внутрибрюшинно в дозе 2×108 мк/мл 
в объеме 0,2 мл. Гибель всех зараженных животных 
контрольной группы в течение суток подтверждала 
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развитие генерализованной инфекции. Все стадии 
исследований соответствовали законодательству РФ, 
международным этическим нормам и нормативным 
документам учреждения, а также были одобрены 
комиссией по биоэтике ФКУЗ Ростовский-на-Дону 
противочумный институт Роспотребнадзора.

Статистическую обработку проводили с исполь-
зованием пакета прикладных программ Microsoft Excel 
2010 и StatSoft Statistica Windows 10.01. Значения до-
верительных интервалов среднеарифметического (М) 
определяли для уровня достоверности p<0,95%. 

Результаты и обсуждение

В результате изучения фармакокинетики было 
установлено, что в испражнениях белых мышей после 
однократного перорального введения в наибольшей 
концентрации фаги Rostov-М3 и Rostov-13 опреде-
лялись через шесть и, особенно, через девять часов 
(табл. 1). 

Затем количество негативных колоний снижалось, 
и к 24 часам было зафиксировано 2,1×101 нк смеси. На-
личие фаговых частиц к 48 часам обнаружено не было. 

Таблица 1 
Количество нк (фаговых частиц) в кишечнике белых мышей после однократного введения коктейля

Вид животного Способ/ доза введения Холерные фаги
Время после введения, час

3 6 9 12 24 48

Белые мыши Per os/ 0,5 мл  
(n×108– n×109 БОЕ/мл)

Rostov-13, Rostov-М3 
(смесь 1:1) 4,1×102 2×103 1×104 2,3×102 2,1×101 -

Таким образом, выявлено, что холерные бакте-
риофаги Rostov-13 и Rostov-М3, входящие в состав 
профилактического препарата, не выводятся сразу с 
экскрементами, а остаются в организме не менее од-
них суток, что подтверждает ранее проведенные нами 
исследования на кроликах [1], у которых при одно-
кратном приеме фаги выделялись до трех суток. Сле-
довательно, можно предположить, что однократное 
применение профилактического препарата на основе 

данных бактериофагов может защищать от попавших 
в организм холерных вибрионов О1 серогруппы не 
менее 24 часов.

Для оценки персистирования в организме экспери-
ментального препарата, состоящего из комбинации фагов 
Rostov-13 и Rostov-М3, было проведено определение 
времени полного его выведения из кишечника животных 
при пероральном приеме раз в сутки в течение трех, пяти 
и семи дней (табл. 2).

Таблица 2 
Количество нк (фаговых частиц) в кишечнике белых мышей после разных курсов введения  

(per os по 0,5 мл) экспериментального препарата

Способ/доза 
введения

Время после введения препарата,  
сутки

Смесь бактериофагов Rostov-13+Rostov-М3 (n×108–n×109 БОЕ/мл)
3 дня 5 дней 7 дней

Per os/0,5 мл

1 4,2×106 5×106 7,4×105

2 3,1×106 2,7×105 8,1×106

3 8×104 3,2×103 1,9×104

4 2×103 4,1×102 5,1×104

5 2×103 1×102 1,7×102

6 1×102 2,2×102 1,3×103

9 4 нк 1,2×101 1,8×101

12 0 8 нк 10 нк
15 0 5 нк 7 нк
18 0 2 нк 3 нк
21 0 1 нк 2 нк
24 0 0 0

В результате проведенных исследований установле-
но, что у животных, получавших смесь фагов однократно в 
течение 3 дней, экспериментальный препарат выделялся с 
понижением концентрации фаговых частиц на протяжении 
9 дней. После пяти- и семидневного приема фагового пре-

парата нк были обнаружены в испражнениях мышей спустя 
21 день, что свидетельствует о длительном персистирова-
нии холерных бактериофагов в организме животных даже 
в отсутствие гомологичных к фагам культур V. cholerae. 
Итак, было показано, что холерные бактериофаги спо-
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собны длительно персистировать в желудочно-кишечном 
тракте животных и обеспечивать профилактическую 
защиту при возможной встрече с возбудителем холеры.

При оценке антимикробного действия смеси бак-
териофагов Rostov-М3, Rostov-13 на модели генерали-
зованной формы холеры у белых мышей выявлено, что 

проведение фагопрофилактики в течение пяти и семи дней 
предотвращает развитие экспериментальной инфекции, 
вызванной вибрионами О1 серогруппы, примерно у 90% 
животных (табл. 3), что свидетельствует об эффектив-
ности противомикробного действия экспериментального 
препарата для профилактики холеры.

Таблица 3 
Оценка эффективности противомикробного действия экспериментального препарата  

на модели генерализованной формы холеры у белых мышей

Количество животных, (%)

Белые мыши
Профилактика смесью бактериофагов

в дозе 0,5 мл (n×108– n×109 БОЕ/мл) в течение
Контроль культур

V. cholerae O1
3 дней 5 дней 7 дней classical 569В El Tor 18899

Выжившие 60,3±5,7 92,0±2,65 94,3±2,08 0 0
Павшие 38,5±5,8 7,5±2,8 5,2±2,1 100 100

Заключение

Подводя итог, надо констатировать, что полу-
ченные нами результаты свидетельствуют о том, что 
сконструированный на основе холерных бактериофагов 
Rostov-13 и Rostov-М3 препарат оказывает эффективное 
антимикробное действие в отношении V. cholerae O1 
серогруппы биоваров El Tor и classical на модели in vivo 
уже после пятидневного курса приема. Аналогичные 
данные добыты и при использовании смеси бактери-
офагов в течение семи дней. Также обнаружено, что 
бактериофаги, входящие в состав экспериментального 
препарата, персистируют в макроорганизме в течение 21 
суток; такой срок является достаточным для реализации 
его профилактического потенциала. 

Результаты проведенных исследований говорят 
о перспективности использования сконструированного 
экспериментального препарата на основе холерных бак-
териофагов Rostov-13 и Rostov-М3 в качестве профи-
лактического средства при холере, вызванной холерными 
вибрионами О1 серогруппы.
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PHARMACOKINETICS AND ANTIMICROBIAL ACTION  
OF AN EXPERIMENTAL DRUG BASED ON CHOLERA BACTERIOPHAGES 

ON A MODEL OF WHITE MICE

A.V. TYURINA, N.E. GAEVSKAYA, I.A. IVANOVA, M.P. POGOZHOVA, Yu.V. SIZOVA,  
A.V. FILIPPENKO, N.D. OMELCHENKO, A.O. ANOPRIENKO

Federal State Healthcare Institution «Rostov-on-Don Anti-Plague Institute» of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don

When developing new preventive drugs based on cholera bacteriophages, it is necessary to take into account their antimicrobial 
efficacy, as well as the persistence time in a living organism. The aim of the work was to study the pharmacokinetics and antimicrobial 
action of an experimental prophylactic drug based on cholera phages in a model of white mice. An experimental preparation consisting 
of cholera bacteriophages Rostov-M3, Rostov-13, active against cholera vibrions of the O1 serogroup, was used in the work. For studies 
of pharmacokinetics and preventive activity, this drug was administered orally to white mice for three, five and seven days. After that, the 
feces of white mice were examined for the presence of phage particles in them until their exit from the body was stopped. Antimicrobial 
efficacy was studied on a model of generalized infection in white mice. The results of the study indicate that the bacteriophages Rostov-M3 
and Rostov-13, which are part of the drug, remain in the macroorganism for 21 days, such a period may be sufficient to realize their 
preventive (antimicrobial) potential. It has also been shown that taking this drug for five and seven days prevents the development of 
infection in 90% of experimental animals, which indicates its antimicrobial efficacy against V. cholerae O1 serogroup.

Keywords: bacteriophages, pharmacokinetics, effectiveness, cholera prevention.

Address:
Tyurina A.V.
Junior researcher, bacteriophage laboratory, 
Rostov-on-Don Anti-Plague Institute, Rospotrebnadzor
E-mail: tyurina.anuta2010@yandex.ru

Для цитирования:
Тюрина А.В., Гаевская Н.Е., Иванова И.А., Погожова М.П., Сизова Ю.В., Филиппенко А.В., Омельченко 
Н.Д., Аноприенко А.О. Фармакокинетика и антимикробное действие экспериментального препарата на основе 
холерных бактериофагов на модели белых мышей. Вестник биотехнологии и физико-химической биологии им. 
Ю.А. Овчинникова 2024; 20(3):28–33.

For citation:
Tyurina A.V., Gaevskaya N.E., Ivanova I.A., Pogozhova M.P., Sizova Yu.V., Filippenko A.V., Omelchenko N.D., 
Anoprienko A.O. Pharmacokinetics and antimicrobial action of an experimental drug based on cholera bacteriophages 
on a model of white mice. Bulletin of Biotechnology and Physicochemical Biology named after Yu.A. Ovchinnikov 
2024; 20(3):28–33 (in Russian).

А.В. Тюрина и др., с. 28–33



34

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МИКОРИЗНОГО ГРИБА  
RHIZOPHAGUS IRREGULARIS, ВЫРАЩЕННОГО В СОВМЕСТНОЙ 

КУЛЬТУРЕ С ВОЛОСОВИДНЫМИ КОРНЯМИ ДЛЯ ОБРАБОТКИ 
САЖЕНЦЕВ ДЕРЕВЬЕВ
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Арбускулярный микоризный гриб Rhizophagus irregularis является одним из важнейших симбионтов высших растений, 
искусственное выращивание которых без растения-хозяина сопряжено с рядом трудностей. Волосовидные корни, получаемые 
в процессе генетической трансформации растений бактерией Agrobacterium rhizogenes, могут выступить потенциальной за-
меной растения-хозяина в процессах биотехнологического выращивания арбускулярных микоризных грибов. Ранее нами были 
получены совместные культуры волосовидных корней моркови с микоризными грибами R. irregularis и в биотехнологических 
условиях были получены споры этого гриба. Целью настоящего исследования являлось испытание культуральной жидкости, 
получаемой при выращивании R. irregularis с волосовидными корнями на саженцах деревьев, выращиваемых в контейнерах. 
Обработанные разбавленной в 100 раз культуральной жидкостью саженцы лапины ясенелистной (Pterocarya fraxinifolia) и 
клёна полевого (Acer campestre) отличались улучшением ростовых параметров.

Ключевые слова: арбускулярная микориза (АМ), совместная культура, Agrobacterium rhizogenes, hairy roots, лапина 
ясенелистная, клён полевой.
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Введение

Микориза является одним из важнейших био-
логических компонентов почв, необходимых для есте-
ственного повышения жизнеспособности и продуктив-
ности растений. Когда говорят о корнях растений, то 
довольно часто речь идет именно о микоризе, представ-
ляющей собой тесный мутуализм между грибом и кор-
невой системой растений, при котором грибы помогают 
носителю получать минеральное питание, забирая при 
этом часть синтезируемых растением углеводов (Harley, 
Smith, 1983) [11].

Микоризный симбиоз является природным ме-
ханизмом взаимовыгодного взаимодействия между 

корневой системой растения и грибом, сформированным 
в процессе эволюции (Renker, Heinrichs, 2003) [12]. Су-
ществует несколько видов микоризного взаимодействия 
среди которых арбускулярные грибы имеют наиболее 
выраженный положительный симбиотический эффект на 
свои растения-хозяева. Способность вступать в микориз-
ный симбиоз с образованием арбускул выявлена у более 
чем 75% наземных растений, что делает арбускулярную 
микоризу (АМ) одной из наиболее распространенных и 
универсальных (Allen, 1991 [8]; André, Guillaume, 2001 
[9]; Campos-Soriano, García-Garrido, 2010 [10]).

Основной симбиотической функцией арбускуляр-
ной микоризы служит обеспечение растения минераль-
ным питанием. Многие биологически недоступные для 
растений минеральные соединения могут быть усвоены 
микоризным грибом, а впоследствии переданы растению 
в биологически доступной форме. Наиболее значимой 
специализацией арбускулярной микоризы является мо-
билизация почвенных соединений фосфора. Соединения 
фосфора в почве чаще всего имеют сложное для усвоения 
растением форму, в силу этого ростостимулирующее 
свойство микориз выражено как на бедных, так и на 
среднеокультуренных почвах (Юpкoв, 2007) [5].
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В отличие от экзомикориз, контактирующих с кор-
невыми волосками растений, арбускулярные микоризы 
обмениваются веществами непосредственно с клетками 
кортекса корня растений. Под клеточной стенкой кле-
ток корней гриб образует специфические органы обме-
на – арбускулы, являющиеся сложной разветвлённой 
мембранной системой взаимообмена веществами между 
клетками растения и грибом. Отчасти именно из-за 
такой сложной системы взаимодействия арбускулярные 
микоризы и представляются настолько зависимыми от 
растений-хозяев (Павлова, Матвеева, 2013 [4]; Tsimilli-
Michael, Strasser, 2002 [14]). 

Биопрепараты арбускулярной микоризы находят 
широкое применение, прежде всего, в сельском хозяйстве 
и садоводстве. Применение микоризосодержащих био-
препаратов позволяет в значительной степени сократить 
использование вносимых удобрений, а также повышает 
адаптивные свойства растений (Schachtman, Read, 1998) 
[13]. Арбускулярная микориза способна повысить фито-
гормональную активность растения-хозяина. В большей 
степени это связано с повышением уровня гибберелловой 
кислоты, но также имеются данные о повышении аук-
синовой и цитокининовой активностей. Участие гриба 
в фитогормональной регуляции дополнительно может 
способствовать повышению фотосинтетической актив-
ности растений, что говорит о сложности комплексного 
взаимодействия между растением-хозяином и грибом 
(Smith, Read, 2010).

Для АМ грибов формирование симбиоза с расте-
нием служит генетически облигатной стадией жизненного 
цикла, без которой невозможно формирование новых 
спор, а также стабильного мицелия. Даже в условиях 
самых богатых питательных сред in vitro получить фер-
тильные споры представляет проблему, так как грибу для 
роста в культуре необходимы сложные дорогостоящие 
сахара различных групп. Но даже такие подходы позво-
ляют культивировать лишь некоторые виды АМ грибов. 
В силу этих причин на сегодняшний день технология 
производства микоризных биопрепаратов предполагает 
использование растений-носителей в условиях откры-
того грунта, либо тепличных. Реже предпринимаются 
попытки биотехнологических методов выращивания, на-
пример, с использованием волосовидных корней (André, 
Guillaume, 2001) [9].

Волосовидные корни (ВК) (от англ. hairy roots) 
могут послужить эффективной заменой растения-хозяина 
в жизненном цикле арбускулярно-микоризных грибов в 
биотехнологических условиях. В природных условиях 
волосовидные корни появляются в результате воздей-

ствия фитопатогенных агробактерий вида Agrobacterium 
rhizogenes. Возникновение волосовидных корней ини-
циируется за счёт переноса группы генов «root locus» 
(rol-гены) в составе Т-ДНК от агробактерии в геномы 
растений. Такие волосовидные корни могут быть созданы 
также в лабораторных условиях у довольного большого 
числа двудольных растений и такие трансгенные корни 
будут отличаться высокой генетической стабильностью 
и будут хорошо расти в условиях культуры in vitro 
(Павлова, Матвеева, 2013) [4]. Способность ВК к не-
ограниченному росту на безгормональных питательных 
средах, а также наличие в них типичных корневых клеток, 
тканей и метаболитов – это огромное преимущество для 
использования в биотехнологических процессах (Кулуев, 
Вершинина, 2015) [2]. Ранее нам удалось вырастить 
совместные культуры волосовидных корней моркови 
с микоризным грибом R. irregularis в чашках Петри 
на твердой среде и колбах в жидкой среде (Минеев и 
др., 2024) [3]. Методом микроскопического анализа 
в культуральной жидкости из колб были обнаружены 
многочисленные споры АМ гриба.

Целью настоящего исследования стало испытание 
эффективности влияния образуемых в жидкой питатель-
ной среде спор АМ гриба на рост молодых саженцев 
деревьев. Имеются сведения о том, что микоризные био-
препараты оказывают позитивное влияние на ростовые и 
адаптивные свойства растений. Поэтому была поставлена 
задача выяснить, будут ли оказывать позитивное влия-
ние полученные на волосовидных корнях споры АМ на 
ростовые параметры растений. В качестве испытуемых 
объектов были выбраны саженцы деревьев, растущих в 
условиях закрытой корневой системы, так как существует 
проблема их выживаемости и можно предположить, что 
микоризация может способствовать улучшению их роста 
и выживаемости (Камельчук, 2020) [1].

Материалы и методы

В работе использовался штамм микоризного гриба 
Rhizophagus irregularis ВКПМ F-1572, выделенный из 
почвы цитрусовой плантации «Клермонт-Миннеола», 
Орландо, штат Флорида, США. 

В процессе лабораторного выращивания в каче-
стве замены растению-хозяину использовались волосо-
видные корни моркови посевной Daucus carota (Hoffm.), 
полученные нами ранее методом агробактериальной 
трансформации. Для генетической трансформации 
моркови были использованы A. rhizogenes штамма 
А4 (Минеев и др., 2024) [3]. Совместные культуры 
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выращивали в пластиковых чашках Петри на твёрдой 
среде и стеклянных колбах на жидкой среде (рис. 1). В 
обоих случаях использовалась стандартная питательная 
среда Мурасиге – Скуга (МС). Выращенные в жидкой 
питательной среде МС споры микоризного гриба R. 
irregularis имели высокую концентрацию спор до 80000 

спор на 1 мл. В силу этого перед применением раствор 
разбавляли в воде до концентрации в 1000 спор на 1 мл 
и полученный раствор добавляли в грунт с саженцами 
растений лапины ясенелистной Pterocarya fraxinifolia 
(Lamarck) и клёна полевого Acer campestre (Linne) по 
20 мл на саженец.

Рис. 1. Микрофотографии спор АМ гриба Rhizophagus irregularis, выращенных с помощью волосовидных корней  
в лабораторных условиях в жидкой питательной среде (увеличения ×300, ×150). Масштаб: 200 мкм

Растения лапины ясенелистной были выращены из се-
мян интродуцированных ранее деревьев в Южно-Уральском 
ботаническом-саду институте (ЮУБСИ УФИЦ РАН). 
Саженцы выращивались в условиях закрытой корневой 
системы (ЗКС), то есть в контейнерах объемом 3 л. Опыты 
с микоризой проводились во второй год выращивания са-
женцев. Саженцы лапины выращивали из семян. Растения 
клёна полевого были представлены выкопанными из-под 
материнского полога самосева (возраст 2 года) интроду-
цированных ранее деревьев в ЮУБСИ УФИЦ РАН. 
Сеянцы сразу были посажены в трехлитровые контейнеры, и 
в тот же год с ними проводились опыты с микоризой. Таким 
образом, опыт с поливом грибными спорами (культуральная 
жидкость, разбавленная в 100 раз) был проведен на втором 
году жизни саженцев обоих видов деревьев. Состав грунта 
в контейнерах с саженцами: земля чернозем (2 части), 
навоз перепревший (1 часть), песок (1 часть). Для полива 
использовали воду из системы централизованного водо-
снабжения. Уход за растениями первого года выращивания 
заключал в себе борьбу с сорняками и полив (1–2 раза в 
неделю). Саженцы были размещены на открытом воздухе 
в естественной тени крупных деревьев. Саженцы деревьев 
однократно 5 апреля полили раствором спор микоризы, рас-
творённых в объеме по 200 мл воды (разбавление ×100). 
Контрольные растения поливали только водой в таком же 
объеме. В процессе выращивания фиксировались ростовые 
параметры надземной части молодых деревьев – высота и 
ширина кроны. Первые замеры делали через 1 месяц после 
начала эксперимента (5 мая). Далее наблюдение и уход за 
растениями велись в течение трех летних месяцев. 7 сентября 

были проведены заключительные замеры морфометриче-
ских параметров испытуемой и контрольной группы расте-
ний. То есть, весенние измерения проводили через 1 месяц, 
а осенние измерения – через 5 месяцев после внесения 
спор микоризного гриба в контейнеры. Выборка составила 
10 растений для каждого из четырех вариантов: для обоих 
видов как в контроле, так и в опыте было по 10 саженцев 
(n=10). Результаты морфометрических исследований 
представлены в виде гистограмм со средними значениями 
выборки. Барами обозначали стандартную ошибку среднего. 
Достоверность различий оценивали при помощи U-критерия 
Манна – Уитни (p ≤ 0,05).

Результаты и их обсуждение

Согласно результатам первого замера растений 
клёна полевого у опытной группы, на котором применя-
ли раствор со спорами микоризного гриба R. irregularis, 
растения имели заметно большую высоту. Обработанные 
микоризой растения клёна полевого на 19,5% опережали 
контрольную группу по высоте (рис. 2а). В то же время 
по ширине кроны растения клёна не имели существенных 
различий от контрольной группы. 

В случае лапины ясенелистной обработанные спо-
рами АМ гриба растения демонстрировали одновременно 
различие как по высоте, так и по ширине кроны, причем 
опытные образцы были заметно крупнее по сравнению 
с контрольной группой. Разница в высоте составила в 
среднем 11,6% (рис. 2а), а ширина кроны была больше в 
среднем на 22,3%, чем у контрольных растений (рис. 2б).
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Рис. 2. Высота саженцев в мае (а), ширина кроны в мае (б), высота саженцев в сентябре (в) и ширина кроны в сен-
тябре (г). Контроль – саженцы поливались лишь водой. Опыт – саженцы однократно поливали спорами микориз-
ного гриба R. irregularis за месяц до первого замера. Второй замер проводился через 5 месяцев после полива спорами 

микоризного гриба. n=10, * – p≤0,05

В течение летнего периода в процессе эксперимен-
та лапина стала демонстрировать более высокие темпы 
роста по сравнению с клёном и к началу августа уже 
сравнялась по росту с саженцами клёна.

В результате замеров, проведённых 7 сентября, 
было установлено, что разница в высоте побега клёна 
при этом сократилась в среднем до 15,2% по сравнению 
с контрольной группой (рис. 2в). Ширина кроны клёна 
полевого немного возросла по сравнению с контрольной 
группой и вместо небольшого отставания сравнялась с 
контрольной группой (рис. 2г).

У лапины ясенелистной в сентябре разница 
опытной группы в высоте побега возросла и составила 
в среднем 15,9% по сравнению с контрольной группой 
(рис. 1в), а ширина кроны при этом превышала контроль-
ную группу в среднем на 12,9% (рис. 1г).

На рисунке 3 представлены фотографии саженцев, 
которые были сделаны во время осеннего замера высоты 
побега и ширины кроны.

Исходя из полученных результатов, была под-
тверждена ростостимулирующая способность спор ми-
коризного гриба, выращенных с помощью волосовидных 
корней в лабораторных условиях. Опытные образцы 
опережали в росте контрольную группу как в начале, так 
и в конце сезона вегетации. Довольно большая разница 
по сравнению с контрольной группой при этом была от-
мечена уже на первом месяце испытания, что показывает 
большую важность воздействия микоризного гриба на 
ранних стадиях развития растений. Эти данные косвенно 
доказывают жизнеспособность спор АМ гриба, полу-
ченных в совместной культуре с волосовидными корнями 
в биотехнологических условиях.

Рис. 3. Саженцы клёна полевого (а) и лапины ясенелистной (б) во время второго замера ростовых параметров  
в сентябре. На каждой из фотографий слева – контрольное растение, без обработки спорами АМ гриба,  

справа – опытное растение, обработанное спорами АМ гриба

Я.П. Минеев и др., с. 34–40
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Стоит отметить, что влияние арбускулярной ми-
коризы может существенно различаться не только для 
разных возрастных стадий у разных видов растений, 
но и существенную роль в микоризном симбиозе также 
играют генетические свойства самих растений даже в 
рамках одного вида (Юрков, Якоби, 2018) [7]. В на-
шем исследовании культуральная жидкость со спорами 
АМ гриба наиболее плодотворно влияла на рост побегов 
лапины, способствуя не только увеличению высоты, но и 
ширины кроны (см. рис. 1). Немаловажную роль как в 
образовании самого симбиоза, так и разнице с контроль-
ной группой играет и уровень доступности минерального 
питания в составе самой почвы (Юрков, Якоби, 2009) 
[6]. В выполненной работе минеральные удобрения не 
применялись, грунт содержал лишь органические удо-
брения. Дальнейшие исследования будут направлены, 
в том числе, экспериментам с разным содержанием 
минеральных удобрений.

Таким образом, споры, образуемые культурой гри-
ба R. irregularis, выращенной в лабораторных условиях с 
использованием волосовидных корней моркови посевной, 
были способны к ростостимуляции саженцев деревьев, 
что, вероятно, связано с успешной микоризацией их 
корней. Дальнейшие исследования будут направлены как 
на расширение перечня испытываемых видов растений, 
так и на доказательство успешной микоризации спорами, 
полученными на культуре волосовидных корней.

Работа Минеева Я.П. выполнена в рамках гран-
та УМНИК (договор 18031ГУ/2022от 07.06.2022). 
Экспериментальные исследования Кулуева Б.Р. про-
ведены в рамках госзадания №122030200143-8.
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USE OF THE MYCORRHIZAL FUNGUS RHIZOPHAGUS IRREGULARIS 
GROWN IN CO-CULTURE WITH HAIRY ROOTS FOR THE TREAT  

OF TREE SEEDLINGS

Ya.P. MINEEV1, M.V. KUZNETSOVA2, I.V. CHLENOV3, B.R. KULUEV1
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The arbuscular mycorrhizal fungus Rhizophagus irregularis is one of the most important symbionts of higher plants, the artificial 
cultivation of which without a host plant is associated with a number of difficulties. Hairy roots obtained during the genetic transformation 
of plants by the Agrobacterium rhizogenes can act as a potential replacement for the host plant in the processes of biotechnological 
cultivation of arbuscular mycorrhizal fungi. Previously, we obtained joint cultures of carrot hairy roots with mycorrhizal fungi R. irregularis 
and obtained spores of this fungus under biotechnological conditions. The purpose of this study was to test the culture fluid obtained 
by growing R. irregularis with hairy roots on container-grown tree seedlings. Seedlings of Pterocarya fraxinifolia and Acer campestre 
treated with diluted (100×) cultural liquid were characterized by improved growth parameters.
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СЛАДКИЕ БЕЛКИ КАК НОВЫЕ КОРРИГЕНТЫ ВКУСА ДЛЯ ФАРМАЦЕВ-
ТИЧЕСКОЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ: ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
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В обзоре обсуждается возможность использования сладких белков тауматина II и браззеина для коррекции вкуса 
лекарственных препаратов. Эти белки в 2000–3000 раз слаще сахарозы и обладают уникальной устойчивостью к нагре-
ванию. Рассматривается проблема горького вкуса в производстве лекарственных препаратов, использование низкомолеку-
лярных подсластителей для его коррекции, свойства белков тауматина II и браззеина применительно к их использованию  
в фармацевтических целях. Подборка информации адресована широкому кругу читателей, в том числе студентам, исследова-
телям и практикам, интересующимся современными подходами в разработке лекарственных препаратов.
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Введение

Многочисленные исследования показывают, что, 
помимо лекарственного вещества, на эффективность 
лечения пациентов влияет ряд других факторов. В част-
ности, имеют существенное значение органолептические 
свойства лекарственного препарата; особенно это важно 
при лечении педиатрических пациентов. Современные 
лекарственные препараты должны сочетать макси-
мальный терапевтический эффект с оптимальными 
органолептическими показателями. Таких показате-
лей возможно добиться посредством использования 
корригентов вкуса – веществ, исправляющих вкус 
лекарственных препаратов и придающих ему желаемые 
характеристики. Таким образом, корригенты вкуса 
являются важными вспомогательными веществами в 
производстве лекарственных препаратов. Несмотря на 
очевидные успехи в области разработки корригентов 
вкуса, задача поиска новых корригентов является по-
прежнему актуальной.

Чаще всего для коррекции вкуса лекарственных 
препаратов используют низкомолекулярные подсластите-
ли как природного происхождения, так и синтетические. 

Однако еще с 1960-х годов века известны «сверхслад-
кие» белки – белки растительного происхождения, 
которые в сотни и тысячи раз слаще сахара. Так, белки 
браззеин и тауматин II из западно-африканских расте-
ний в 2000 и 3000 раз слаще сахарозы, соответственно. 
Кроме того, они обладают уникальными химическими 
свойствами – эти белки исключительно устойчивы 
к нагреванию в кислой среде. Совокупность свойств 
тауматина и браззеина делает их перспективными объ-
ектами для изучения возможности их использования для 
коррекции вкуса лекарственных препаратов. Важно от-
метить, что в последние годы разработаны эффективные 
экспрессионные системы для получения рекомбинантных 
тауматина и браззеина, что обеспечивает надёжную про-
изводственную базу для их использования. 

В настоящем обзоре рассматривается проблема 
горького вкуса в производстве лекарственных препара-
тов, использование низкомолекулярных подсластителей 
для коррекции их вкуса, свойства белков тауматина II 
и браззеина применительно к их использованию в про-
мышленных целях. Обсуждаются перспективы исполь-
зования тауматина II и браззеина как корригентов вкуса 
лекарственных препаратов. Обзор адресован широкому 
кругу читателей, в том числе студентам, исследователям 
и практикам, интересующимся современными подходами 
в разработке лекарственных препаратов.

1. Проблема горького вкуса в производстве 
лекарственных препаратов 

Одной из групп вспомогательных веществ, вхо-
дящих в состав лекарственных препаратов, являются 
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корригенты вкуса. Корригенты вкуса – это вещества, 
которые используются для придания лекарственным 
препаратам необходимого вкуса [1]. Необходимость 
использования корригентов обусловлена тем фактом, 
что подавляющее большинство фармацевтических суб-
станций имеет неприятный вкус, иногда весьма сильный. 
Чаше всего фармацевтические субстанции имеют горький 
вкус. Так, по данным Thomas [37] и Dagan-Wiener и др. 
[7], примерно 2/3 субстанций имеют горький вкус. Ис-
следование компании Pharma Excipients International AG 
(Switzerland, www.pharmaexcipients.com) выявило, что 
около 75% широко распространённых фармацевтических 
субстанций имеют горький вкус, и только 2% – кислый. 
Интересно, что из 101 изученного вещества не было вы-
явлено ни одного сладкого. 

Особенно часто вещества с сильно выраженным 
горьким вкусом встречаются среди таких групп фарма-
цевтических субстанций, как антибиотики, кардиопре-
параты, анальгетики (в том числе опиоидные), противо-
воспалительные, противотуберкулезные, противомаля-
рийные, противоопухолевые, диуретики, антагонисты 
гистаминовых рецепторов [16, 35]. Примерами широко 
распространённых фармацевтических субстанций с силь-
ным горьким вкусом могут быть лоперамид, преднизолон, 
амоксициллин (один из наиболее распространенных 
антибиотиков, назначаемых детям), хинин [16].

Горький вкус лекарственных препаратов создаёт 
определённые проблемы при их практическом использо-
вании, в первую очередь, в педиатрии. Это обусловлено 
фактом более низкого порога восприятия горького вкуса 
у детей, чем у взрослых [24]. По данным Milne и Bruss 
[26], более 90% педиатров сообщали, что горький 
вкус лекарств был большой проблемой для успешного 
лечения детей. В некоторых случаях при использовании 
горьких лекарств комплаенс у детей падал до очень 
низкой величины, равной 11% [23]. Существенное 
значение вкус препаратов имеет также в гериатрии, 
горькие препараты нежелательны для применения у 
пожилых пациентов [34]. Таким образом, разработка 
лекарственных препаратов со вкусом, соответствующим 
возрасту пациентов, является обязательной для совре-
менной фармакологии [34]. 

Ощущение горького вкуса возникает при взаи-
модействии горьких веществ со специализированными 
рецепторами. Рецепторы горького вкуса локализованы, 
преимущественно, на вкусовых луковицах языка, а также 
задней стенки глотки, мягкого нёба, миндалин и надгор-
танника. Рецепторы горького вкуса также присутствуют 
в реснитчатых клетках синоназального эпителия [18]. 

Таким образом, коррекция вкуса имеет смысл только для 
препаратов для перорального введения и, в определённой 
степени, для интраназального. Для коррекции горького 
вкуса могут быть использованы несколько основных под-
ходов: 1) предотвращение взаимодействия горькой суб-
станции с рецепторами; 2) блокада рецепторов горького 
вкуса соответствующими антагонистами; 3) маскировка 
горького вкуса, когда субстанция взаимодействует с 
рецепторами, но ощущение горького вкуса маскируется 
с помощью корригентов. 

2. Коррекция горького вкуса путём его маски-
ровки

Одним из самых распространённых методов 
коррекции вкуса является маскировка горького вкуса с 
помощью корригентов вкуса. Этот метод является са-
мым простым и самым эффективным, особенно в случае 
жидких форм. 

Восприятие горького и сладкого вкуса осущест-
вляется с помощью рецепторов – так называемых 
«рецепторов, связанных с G-белком» (G-protein-
coupled receptors, GPCRs). Рецепторами горького 
вкуса служит семейство рецепторов T2R, включающее 
в себя 25–30 белков GPCR. Большинство изученных 
рецепторов T2R может связываться с несколькими 
горькими веществами, при этом одно и то же горькое 
вещество может связываться с несколькими разными 
рецепторами [5]. В отличие от горького, у человека 
имеется только один рецептор сладкого вкуса, который 
представляет собой гетеродимер из двух GPCR – бел-
ков T1R2 и T1R3 [40]. После связывания рецептора с 
лигандом происходит активация рецептора и генерация 
сигнала, который по соответствующему сигнальному 
пути передаётся в первичную вкусовую кору головного 
мозга и далее – во вторичную вкусовую кору. Во вто-
ричной вкусовой коре происходит интеграция вкусовой 
информации и формируется осознаваемое ощущение 
вкуса [25, 40]. При этом горькие вещества не взаимо-
действуют с рецепторами сладкого вкуса и vice versa, 
то есть подавление горького вкуса сладким происходит 
не из-за конкуренции молекул за общие рецепторы, а в 
результате нейрофизиологических процессов в головном 
мозге [12, 25, 40]. 

Корригенты вкуса можно разделить на две боль-
шие группы – природные смеси сложного состава (раз-
личные фруктово- ягодные сиропы, эссенции, эфирные 
масла и т.д.) и низкомолекулярные подсластители при-
родного (сахароза, глюкоза, фруктоза и др.) или искус-
ственного происхождения (аспартам, цикламат натрия, 
сахарин и др.) [1, 2]. 
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Главным недостатком природных смесей явля-
ется сложность их состава, они состоят из различных 
веществ, многие из которых могут взаимодействовать 
с компонентами лекарственного препарата. Кроме того, 
многие компоненты природных смесей сами обладают 
биологической активностью. Следовательно, при ис-
пользовании природных смесей как корригентов вкуса 
возникает проблема стабильности препарата и возмож-
ного взаимодействия активной субстанции с веществами, 
входящими в состав корригента. В связи с этим более 
предпочтительным является использование в качестве 
корригентов простых низкомолекулярных соединений, 
поведение которых в составе лекарственного препарата 
является полностью предсказуемым. 

3. Низкомолекулярные подсластители как кор-
ригенты горького вкуса

Для маскировки горького вкуса лекарственных 
субстанций и вспомогательных веществ и для улучшения 
вкусовых качеств лекарственных препаратов в целом 
обычным является использование подсластителей. Тра-
диционно препараты подслащивали с помощью сахарозы. 
Однако сахароза непригодна для приготовления ряда 
лекарств, потому что она не способна полностью маски-

ровать неприятный вкус многих ингредиентов, включая 
активные фармацевтические субстанции и вспомогатель-
ные вещества [41].

К настоящему времени разработано и внедрено 
в практическое использование немало подсласти-
телей, альтернативных сахарозе, которые хорошо 
маскируют горький вкус или усиливают восприятие 
сладкого вкуса в лекарственных препаратах (табл. 1). 
Подсластители могут быть как натуральные (напри-
мер, глюкоза, инулин, тагатоза), так и синтетические 
(аспартам, неотам, сукралоза и др.). По калорийности 
подсластители делятся на калорийные и имеющие 
питательную ценность (сахароза, глюкоза, лактоза и 
др.) и на не имеющие калорийности и, соответственно, 
питательной ценности (например, сахарин, аспартам, 
неотам, алитам) [17]. Подсластители различаются, 
также, по их сладости. Большинство натуральных 
подсластителей менее сладкие, чем сахароза (0,3–0,9 
сладости сахарозы), в то время как синтетические 
подсластители, наоборот, много слаще сахарозы. Их 
сладость варьирует в широком диапазоне, например 
цикламат натрия слаще сахарозы в 30–50 раз, а нео
там – 7000–13000 раз [41].

Таблица 1
Низкомолекулярные подсластители, одобренные для производства лекарственных препаратов

Подсластитель Класс Сладость Статус 
GRAS

Неактивный 
ингредиент FDA/

индекс Е
Фармакопея

Ацесульфам калия Сульфилимид* ×130–200 – да/E950 PhEur; USP-NF; BP

Алитам Дипептид* ×2000 – нет/E956 –

Глицирризинат аммония Гликозид** ×30–50 + да/– PhEur; BP

Аспартам Дипептид* ×180–200 – да/E951 PhEur; USP-NF; BP

Цикламат кальция Сульфилимид ×30 – да/E952 –

Цикламат натрия Сульфилимид* ×30–50 – да/E952 PhEur; BP

Глюкоза (декстроза) Моносахарид** ×0,74 + да/– PhEur; USP; BP; JP

Эритрит Многоатомный спирт** ×0,7 + нет/E968 PhEur; USP-NF; BP

Фруктоза Моносахарид** ×1,73 + да/– PhEur; USP; BP; JP

Глицерин Многоатомный спирт** ×0,6 + да/E422 PhEur; USP; BP; JP

Инулин Полисахарид** ×0,1 + нет/– USP

Изомальт Многоатомный спирт** ×0,4 + да/E953 PhEur; USP-NF; BP

Лактитол Многоатомный спирт** ×0,4 + да/E966 PhEur; USP-NF; BP

Мальтитол (мальтит) Многоатомный спирт** ×0,9 + да/E965 PhEur; USP-NF; BP

Мальтоза Дисахарид** ×0,3 + да/– USP-NF; JP

Г.А. Фирсов и др., с. 41–51



44

Вестник биотехнологии, 2024, Т. 20, № 3

Неогесперидин 
дигидрохалкон Гликозид* ×1500–1800 – нет/E959 PhEur; BP

Неотам Модифицированный 
дипептид* ×7000–13 000 + да/E961 USP-NF;

Сахарин Сульфилимид* ×300–500 – да/E954 PhEur; USP-NF; BP; JP

Сорбитол Многоатомный спирт** ×0,6 + да/E420 PhEur; USP-NF; BP; JP

Стевиолгликозид Модифицированный 
гликозид** ×40–300 + нет/E960 –

Сукралоза Дисахарид* ×400–800 – да/E955 USP-NF; BP

Сахароза Дисахарид** ×1 + да/– PhEur; USP-NF; BP; JP

Тагатоза Моносахарид** ×0,9 + да/Е963 USP-NF

Тауматин Белок* ×2000 + нет/E957 –

Трегалоза Дисахарид** ×0,45 + нет/– PhEur; USP-NF; BP; JP

Ксилит Многоатомный спирт** ×0,95 – да/E967 PhEur; USP-NF; BP; JP

Примечание: Происхождение: * – синтетический, ** – натуральный. Сладость выражена относительно сахарозы. Статус 
GRAS: признан безопасным – «+», не имеет статуса безопасного – «–». Присутствует в списке неактивных ингредиен-
тов FDA: присутствует – «да», не присутствует – «нет». Индекс Е – номер кодекса Алиментариус. PhEur – European 
Pharmacopoeia, USP-NF – United States Pharmacopoeia National Formulary, BP – British Pharmacopoeia, JP – Japanese 
Pharmacopoeia (по [41], с дополнениями)

В настоящее время в фармацевтическом произ
водстве активно используются как натуральные, так и 
синтетические подсластители. Однако и те, и другие 
имеют свои недостатки. Так, препараты, содержащие 
сахарозу или глюкозу, могут быть нежелательны для 
лиц, страдающих диабетом, некоторыми формами 
кариеса или патологическим ожирением [4, 17]. Ис-
пользование синтетических подсластителей также 
имеет ограничения. В частности, имеется информация 
о потенциальной токсичности многих распространён-
ных подсластителей. Так, в экспериментах на крысах 
аспартам достоверно увеличивал частоту появления 
лимфом и лейкемии; использование сукралозы часто 
вызывало диарею и мигрень у пациентов; при регулярном 
применении неотама наблюдались головная боль и 
признаки гепатотоксичности [22]. В исследовании 
Witkowski et al. было показано, что приём эритрита вёл 
к повышению реактивности тромбоцитов и достоверно 
увеличивал риск тромбозов, инсультов и инфаркта 
миокарда [42]. О нежелательных эффектах сообща-

лось также при использовании и других синтетических 
подсластителей. Следовательно, задача поиска новых и 
совершенствование методов использования уже извест-
ных подсластителей остаётся по-прежнему актуальной. 
Низкомолекулярные подсластители, одобренные для 
производства лекарственных препаратов, и их некоторые 
характеристики представлены в таблице 1. 

4. Сладкие белки как потенциальные корри-
генты горького вкуса

Как уже было указано в таблице 1, среди 
натуральных подсластителей известны подсластители 
белковой природы. Белки, обладающие сладким вкусом, 
известны с конца 1960-х годов; к их числу относятся 
тауматин, браззеин, мабинлин, монелин, куркулин, 
пентадин и лизоцим (табл. 2). За исключением лизо-
цима, эти белки выделены из тропических растений, 
произрастающих, главным образом, в Западной Африке 
[9]. Сладкие растительные белки в пересчете на массу в 
100–3000 раз слаще сахарозы, при этом они характери-
зуются низкой калорийностью (в среднем около 4 ккал/г).

Таблица 2
Сладкие белки из растений 

Тауматин Монелин Мабинлин Пентадин Браззеин Куркулин Миракулин 

Источник Thaumatococcus 
danielli Benth

Dioscoreophyllum 
cumminsii Diels

Capparis masakai 
Levl

Pentadiplandra 
brazzeana 

Baillon

Pentadiplandra 
brazzeana 

Baillon

Curculigo 
latifolia 

Dryand. ex 
W.T. Aiton 

Synsepalum 
dulcificum 
Schumach. 
&Thonn

Происхож-
дение 

Западная  
Африка

Западная  
Африка Китай Западная 

Африка
Западная  
Африка Малайзия Западная 

Африка
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Некоторые  
свойства 

Вкус несколь-
ко отличается 
от сахарозы. 
Выдерживает 

пастеризацию и 
ультрапастери-
зацию. Имеет 
послевкусие

Интенсивная 
сладость. Потеря 
сладости при на-
гревании выше 

50 °C

Варианты ма-
бинлина 1, 3 и 4 
нестабильны при 
нагревании. Ма-

бинлин 2 стабилен 
при нагревании до 
80 °C в течение 2 ч 

Быстрая потеря 
сладости при 
нагревании

Стабилен в 
течение 2 ч при 
нагревании до 

100 °С и кислом 
pH.

Вкус сахаропо-
добен

Деградирует 
при 50 °С

Модификатор 
вкуса: изменя-
ет кислый вкус 

на сладкий

Сладость 
(относитель-
но сахарозы)

3,000 3,000 100 500 2000 550 -

Молекуляр-
ная масса 
(активная 

форма), кДа
22,2 10,7 12,4 12,0 6,5 24,9 98,4

Длина, а.о. 207 45 (цепь A)  
50 (цепь B)

33 (цепь A)  
72 (цепь B) н.д. 54 114 191

Активная 
форма Мономер Димер (A+B) Димер (A+B) н.д. Мономер Димер 

(A+A)
Тетрамер 

(A+A+A+A)

Примечание: н.д. – нет данных

К числу сладких белков традиционно относит-
ся миракулин, выделенный из растения Synsepalum 
dulcificum. Сам по себе миракулин не имеет сладкого 
вкуса. После связывания миракулина с рецепторами 
сладкого вкуса при одновременном присутствии кислот, 
кислые продукты начинают ощущаться как сладкие. То 
есть, миракулин фактически представляет собой модифи-
катор вкуса, при этом вкусовые качества горькой пищи 
миракулин не изменяет [44]. 

Сладкими являются белки куркулин, пентадин 
и монелин. Однако эти белки относятся к нестабиль-
ным, при нагревании до температуры выше 50 °С они 
денатурируют и теряют сладость. Таким образом, эти 
белки малопригодны для производства лекарственных 
препаратов. Гораздо более стабильными считаются 
браззеин, мабинлин и тауматин. Эти белки выдерживают 
нагревание до 80 °С и выше без потери сладкого вкуса. 
Мабинлин – наименее сладок из них, он слаще сахара 
в 100 раз, тогда как браззеин слаще, чем сахар, в 2000 
раз, а тауматин – в 3000 раз. Учитывая стабильность 
и высокую степень сладости, наиболее подходящими 
для использования в фармацевтических целях являются 
тауматин и браззеин. 

4.1. Тауматин 
Наиболее изученным сладким белком является 

тауматин. Тауматин был впервые выделен из плодов за-
падноафриканского растения катемфе (Thaumatococcus 
daniellii Benth). Плоды катемфе издавна использовались 
местным населением в качестве подсластителя для про-
изводства вина и детского питания. Белковая природа 
сладкого вещества, присутствующего в катемфе, впервые 
была установлена van Der Wel и Loeve в 1972 г. [38]. 
Тауматин представляет собой белковую молекулу длиной 

207 а.о., стабилизированную 8 дисульфидными связями. 
Известны две формы тауматина – тауматин I и тауматин 
II; аминокислотные последовательности этих белков раз-
личаются заменами в пяти позициях, по стабильности и 
вкусовым характеристикам эти белки почти идентичны. 
Исторически сложилось, что практически весь массив ис-
следований был выполнен с использованием тауматина II. 
Минимальная концентрация тауматина II, вызывающая 
ощущение сладости, составляет 48 нМ, таким образом, 
тауматин примерно в 100 000 раз слаще сахарозы по 
молярному соотношению и в 3000 раз слаще сахарозы 
в пересчете по массе [19].

Тауматин является первым белком, у которого было 
показано наличие сладкого вкуса. Сладкий вкус таума-
тина заметно отличается от вкуса сахарозы. Ощущение 
сладкого вкуса, вызванное тауматином, наступает мед-
леннее, чем в случае с сахарозой – с задержкой на 10–15 
сек. Ощущение сладости развивается до максимальных 
значений постепенно, с четко выраженной фазой нарас-
тания сладкого вкуса; ощущение сладости, вызванное 
тауматином, является продолжительным, часто в тече-
ние нескольких минут. Тауматин обладает длительным 
и характерным сладким послевкусием. Вкус тауматина 
ощущается заметно сильнее, если перед употреблением 
тауматина промыть ротовую полость водой. Интересно, 
что сладкий вкус тауматина ощущают только высшие 
приматы, включая человека, но не обезьяны Нового 
Света или грызуны [20].

Точный молекулярный механизм, вызывающий 
ощущение сладкого вкуса тауматина (и других сладких 
белков), окончательно не ясен. Установлено, что воспри-
ятие сладкого вкуса тауматина осуществляется через вза-
имодействие с рецептором сладкого вкуса T1R2-T1R3, 
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который также обеспечивает восприятие сладкого вкуса 
низкомолекулярных соединений – натуральных сахаров 
и искусственных подсластителей. Однако из-за большой 
разницы в молекулярных массах тауматина, с одной сто-
роны, и низкомолекулярных подсластителей и сахаров, с 
другой, постулировано, что взаимодействие между ними 
и рецептором T1R2-T1R3 осуществляется по разным 
механизмам, которые до настоящего времени до конца 
не ясны. Возможный механизм взаимодействия сладких 
белков, в том числе тауматина, с рецептором сладкого 
вкуса T1R2-T1R3 предлагается в модели «клина». В 
соответствии с этой моделью, сладкий белок связывается 
с вторичным сайтом связывания на поверхности рецепто-
ра, переводя его, таким образом, в активную форму без 
участия низкомолекулярного лиганда [31, 36]. 

Помимо сладкого вкуса, тауматин обладает чрез-
вычайно высокой термостойкостью в кислых условиях. 
Было показано, что тауматин II способен полностью 
сохранять свой сладкий вкус в течение 30 мин при 80 
°С в среде с рН 2,0. При нагревании в этих условиях 
в течение 2 ч сладость тауматина снижалась лишь в 
два раза по сравнению с непрогретым белком [15]. По 
данным Joseph et al., сладость тауматина сохранялась 
при кипячении в течение 1 часа при рН ниже 5,5 [14]. 
При кислых рН тауматин выдерживает пастеризацию и 
ультрапастеризацию [21]. В то же время при нейтраль-
ных рН (около 7,0) при нагревании раствора тауматина 
выше 70 °С наблюдалась его денатурация и потеря 
сладости [14]. 

Уникальные свойства тауматина – сладкий вкус 
и необычная термостабильность в средах с низким рН 
– обусловили интерес к тауматину в пищевой и фарма-
цевтической отраслях промышленности для использо-
вания в качестве низкокалорийного заменителя сахара. 
В настоящее время физические и химические свойства 
тауматина детально изучены, его полная безопасность 
неоднократно подтверждена. Безопасность тауматина 
была оценена Научным комитетом по продуктам питания 
ЕС и Европейским агентством по безопасности пищевых 
продуктов, которые пришли к выводу, что тауматин 
можно рассматривать в качестве приемлемого ингреди-
ента для использования [8]. Тауматин был одобрен для 
использования в Европейском союзе (пищевая добавка 
E957) [8] и в США [11, 29]. В Великобритании тау-
матин одобрен для использования в фармацевтических 
препаратах и пищевых продуктах (за исключением дет-
ского питания). В Израиле и Японии тауматин разрешён 
в качестве высокоинтенсивного заменителя сахара [28]. 
В 2021 г. EFSA дополнительно подтвердила безопас-

ность тауматина и одобрила его использование в качестве 
пищевой добавки [43].

В настоящее время тауматин используется в ка-
честве пищевой добавки при производстве жевательной 
резинки, молочных продуктов, кормов для домашних 
животных. Он используется как подсластитель для мо-
роженого и сладостей (допустимый уровень равен 50 мг/
кг). В безалкогольных напитках и молочных продуктах 
тауматин в основном используется в качестве усилителя 
вкуса в пределах 0,5 мг/л и 5 мг/кг, соответственно [28]. 
Тауматин может быть также использован как усилитель 
вкуса и для маскировки нежелательного привкуса в про-
дуктах питания и фармацевтических препаратах [19]. 
Из-за того, что ощущение сладкого вкуса, вызванное 
тауматином, наступает медленнее, чем в случае с са-
харозой, а также из-за наличия послевкусия, тауматин 
часто используется в сочетании с другими заменителями 
сахара [14]. 

4.2. Браззеин
Браззеин был выделен в 1994 г. из растения 

Pentadiplandra brazzeana Baillon, произрастающего в 
тропических лесах Конго, Габона и Камеруна [27]. Бла-
годаря наличию четырех дисульфидных связей браззеин 
обладает исключительно высокой устойчивостью к изме-
нениям рН (в диапазоне рН от 2,5 до 8) и термостабиль-
ностью. По данным Ming и Hellekant, браззеин остается 
сладким после инкубации в течение 2 часов при 98 °C или 
4,5 ч при 80 °C [27]. Сладость браззеина оценивается 
как в 1600–2000 раз более высокая, чем у сахарозы 
(по весовому соотношению), при этом вкус браззеина 
практически неотличим от вкуса сахарозы [32]. 

Природные источники браззеина очень ограниче-
ны; в связи с этим были проведены исследования по раз-
работке методов получения рекомбинантного браззеина 
в различных экспрессионных системах [33]. Наиболее 
эффективные технологии получения рекомбинантного 
браззеина были разработаны при использовании систем 
на основе дрожжей Pichia pastoris и Kluyveromyces 
lactis [3, 32]. Исследования на животных моделях, про-
ведённые с использованием рекомбинантного браззеина, 
продемонстрировали его безопасность [30, 33, 39].

В 2023 г. браззеин был признан в США безопас-
ным [13] и компания Sweegen (США) начала реализацию 
сахарозаменителя UltratiaTM на основе рекомбинантного 
браззеина (сайт компании www.sweegen.com). Другая 
компания из США, Oobli, также получила разрешение 
US Food & Drug Administration (FDA) на использова-
ние рекомбинантного браззеина как подсластителя для 
производства пищи и напитков (сайт компании https://
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oobli.com). Обе эти компании производят браззеин путём 
экспрессии в дрожжах, другие подробности компании 
не сообщают. Важно отметить, что несмотря на такие 
многообещающие свойства, браззеин существенно менее 
изучен, чем тауматин. 

Заключение

Как было отмечено выше, тауматин лицензи-
рован для использования в фармацевтических целях в 
Великобритании, для производства непарентеральных 
лекарственных средств. Тауматин также указан в «Спра-
вочнике по вспомогательным фармацевтическим веще-
ствам» США как одобренный к применению (Handbook 
of Pharmaceutical Excipients, 2009, USA). Тем не менее 
нам не удалось найти в научной литературе каких-либо 
данных об использовании тауматина для производства 
лекарственных препаратов – ни как подсластителя, ни 
как корригента вкуса. 

Возможно, это обусловлено рядом факторов, в 
том числе недостаточной изученностью тауматина как 
вспомогательного вещества для фармацевтического 
производства. В частности, неясно, насколько наличие 
послевкусия существенно для использования тауматина 
в производстве лекарственных препаратов. Кроме того, 
еще не изучены особенности тауматина как корригента 
вкуса. В частности, взаимодействия горького и сладкого 
вкусов до сих пор изучались с использованием соот-
ветствующих низкомолекулярных веществ. Учитывая 
специфику взаимодействия тауматина с рецепторами 
сладкого вкуса, целесообразно более детальное изучение 
влияния тауматина на перцепцию горького вкуса в систе-
мах тауматин – низкомолекулярное горькое вещество. 
Помимо теоретического интереса, это позволит оценить 
способность тауматина к маскировке горького вкуса. 
Кроме того, требует изучения стабильность тауматина 
в составе различных лекарственных форм; при этом 
предварительно необходимо определить лекарственные 
формы, оптимальные для его использования. В частно-
сти, это могут быть жидкие лекарственные формы для 
перорального введения педиатрического или гериатри-
ческого назначения.

Все вышесказанное относится и к браззеину. При 
этом, как было отмечено выше, браззеин существенно 
менее изучен, чем тауматин. Так, в научной литературе 
отсутствуют данные об особенностях сладкого вкуса 
браззеина. В частности, неясно, имеется ли у браззе-
ина послевкусие, как быстро развивается ощущение 
сладкого вкуса и его продолжительность. Кроме того, 

требуется более тщательное изучение потенциальной 
биологической активности и аллергенности браззеина. 
Аминокислотная последовательность браззеина характе-
ризуется значительным сходством (45% идентичности) 
с соответствующими последовательностями антимикроб-
ных пептидов дифензина и дрозомицина [6]. Хотя нет 
никаких сведений об антигрибной (и антибактериальной) 
активности браззеина, этот вопрос требует дополнитель-
ного изучения. 

Важно отметить, что в России уже имеются про-
дуценты рекомбинантных тауматина и браззеина. Так, 
получены растения – продуценты томата, разработан 
способ выделения тауматина из биомассы его плодов и 
подтверждена полная идентичность рекомбинантного 
тауматина природному [10]. Компания «Эфко» в 2024 г. 
завершила сертификацию рекомбинантного браззеина на 
территории Евразийского экономического союза и ОАЭ. 
Браззеин производится в дрожжевой экспрессионной 
системе, к 2026 г. планируется строительство мощностей 
для производства 60 т рекомбинантного браззеина в год 
в виде порошка и таблеток, что эквивалентно 120 тыс. 
тонн сахара (сайт компании https://www.efko.ru). 

Потенциальная доступность сладких белков делает 
очевидной возможность их изучения как корригентов 
вкуса лекарственных веществ. Результаты исследования 
различных аспектов использования сладких белков для 
производства лекарственных препаратов имеют не только 
фундаментальный интерес, обеспечивая новые знания о 
потенциале использования белковых подсластителей в 
фармацевтической промышленности, но и практичес
кий – для разработки новых пациент-ориентированных 
лекарственных препаратов. 
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ИСТОРИЯ КРИОГЛОБУЛИНОВ:  
ОТ ОТКРЫТИЯ ДО НАСТОЯЩЕГО ВРЕМЕНИ

Е.Н. ШАМИТОВА*, С.М. БОГДАНОВА, А.А. ИВАНОВА

ФГБОУ ВО Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова,  
Чебоксары, Чувашская Республика

В статье представлен обзор данных литературы об этиологических факторах и типах криоглобулинов. Диагноз 
криоглобулинемии, как правило, основывается на лабораторном обнаружении сывороточной криоглобулинемии, в сочетании 
с ее характерными клиническими признаками и симптомами. Сывороточные криоглобулины обнаруживаются при широком 
спектре заболеваний, но часто являются преходящими и не имеют клинических проявлений. Приведены классификационные 
критерии криоглобулинемии. Множественность признаков и симптомов криоглобулинемии приводит к необходимости широкой 
информированности врачей различных специальностей о данной патологии.

Ключевые слова: криоглобулины; криоглобулинемия; преципитация; криопреципитация; моноклональный, поли
клональный, ревматоидный факторы.
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Цель настоящего обзорного исследования состоит 
в рассмотрении данных литературы о криоглобулинах, 
истории обнаружения, строении и роли различных крио
глобулинов в человеческом организме.

Криоглобулины (CG) – аномальные сывороточ-
ные моноклональные антитела, или антиген-антительные 
иммунные комплексы (крио-ИК), которые осажда-
ются in vitro при температуре ниже 37 °C, обычно при 
0–4 °C, а затем переходят в растворимое состояние в 
сыворотке при температуре 37 °С [1]. Они могут быть 
представлены иммуноглобулинами (Ig) и компонентами 
защитных белков, постоянно присутствующих в крови, 
либо только иммуноглобулинами. CG имеют тенденцию 
откладываться в крупных и среднего размера кровеносных 
сосудах по всему телу, вызывая тем самым повреждение 
пласта плоских клеток, выстилающих их внутреннюю 
поверхность и, в конечном счете, органов [9]. Образование 
осадка: это in vitro феномен, механизм которого до конца 
не ясен. В 1933 г. было описано клиническое проявление 
«необычного» повышения концентрации белков в плазме 
(гиперпротеинемии) у 56-летней пациентки, в сыво-
ротке которой произошла иммунологическая реакция 

осаждения (преципитации) сразу после забора крови 
[27]. В небольших концентрациях криоглобулины могут 
обнаруживаться и в сыворотке здоровых людей [12].

Для определения криоглобулинов проводят 
забор крови, 10–20 мл из которой доводят до 
37  °C без добавления антикоагулянтов. После этого 
сыворотку центрифугируют и охлаждают для выпадения 
криоглобулина в осадок. Криоглобулинемия I типа 
определяется в виде осадка в течение первых суток. 
Криоглобулинемия II и III типов проявляется выпадением 
осадка примерно через 5–7 дней после первоначального 
охлаждения [9] (рис. 1).

Рис. 1. Образец сыворотки от пациента с криоглобули-
нами. А) Сыворотка сразу после центрифугирования 
образца крови при 37 °C; B) Наличие беловатого 
криоиммунного осадка в сыворотке после хранения при 
+4 °C в течение 7 дней; C) Осадок криоглобулинов 
после центрифугирования сыворотки при +4 °C и 1400 
оборотах в минуту [17] 
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В 1947 г. A. Lerner a. C. Watson впервые при-
менили новый термин «криоглобулины», который своим 
названием указывает на способность протеинов к холо-
довой преципитации. Ученые считали, что криоглобулины 
по сути являются гамма-глобулинами и состоят из одного 
протеина [19]. Затем в 1962 г. учеными были изучены 
структурные особенности криоглобулинов, выделенных из 
сыворотки больного с пурпурой нижних конечностей. В 
результате исследования было установлено, что криогло-
булины состоят из двух полипептидов, которые собраны 
в мультимерный или олигомерный белковые комплексы 
– иммуноглобулины IgG и IgM. До настоящего момента 
не выяснена причина выпадения CG при снижении тем-
пературы. Высказываются предположения, что это может 
быть связано с аминокислотным составом (мутация) или 
атипичным гликозилированием, стерические модифика-
ции, которые запускают криопреципитацию. 

Было найдено, что макроглобулин IgM, имея 
свойства ревматоидного фактора (RF), тем не менее 
обнаруживает способности к криопреципитации только в 
присутствии IgG. RF сам по себе не выпадает в осадок на 

холоде, но это происходит, если он связан с поликлональ-
ными иммуноглобулинами, направленными против стиму-
лирующих агентов (вирусов, бактерий или специфических 
иммуногенов) [26]. В результате того, что общий этиоло-
гический фактор, влияющий на патологический процесс не 
был установлен, был введен новый термин «эссенциальная 
смешанная криоглобулинемия». В 1966 г. «Криоглобули-
немическую болезнь» описали Meltzer M. a. Franklin E., 
которые представили результаты исследований 29 паци-
ентов с криоглобулинемией (КГ), имеющих повышение 
уровня RF и схожую симптоматику: общую слабость, 
пурпуру, артралгии. Эти симптомы в дальнейшем получат 
название «триада Мельцера». Указанные авторы в своей 
работе подтвердили данные о том, что криоглобулины об-
разованы парой иммуноглобулинов, в которой один имеет 
свойства ревматоидного фактора [21, 22]. 

 В 1974 г. была предложена классификация типов 
криоглобулинов, которая остается актуальной и в на-
стоящее время. Согласно ей, выделяются три основных 
класса криоглобулинов в зависимости от клональности и 
типа иммуноглобулинов [25] (рис. 2).

Рис. 2. Типы криоглобулинов [25]

Тип I представляет собой моноклональные (то 
есть продуцируемые из одной наследственной клетки 
путем повторной клеточной репликации) иммуногло-
булины, IgG либо IgM, в некоторых случаях – IgA и 
белок Бенс–Джонса (легкие цепи иммуноглобулинов, 
определяемые в моче или крови). CG I типа относится 
к простым CG и встречается при таких заболеваниях, 
как миелома, лимфома, макроглобулинемия Вальден-
стрема, хронический лимфолейкоз. Манифестируют 

не часто, чаще в виде синдрома Рейно. В редчайших 
случаях могут становиться причиной тромбоза артерий 
с последующим дистальным некрозом кистей и стоп 
[1]. Типы II и III являются смешанными, поскольку 
состоят одновременно из IgG и IgM компонентов. Од-
нако при этом IgM является антителом, направленным 
к Fc-рецептору IgG, то есть обладает свойствами RF. 
Тип II представлен моноклональными IgM и поликло-
нальными IgG, а при III типе оба IgG и IgM являются 
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поликлональными. IgМ синтезируется В-лимфоцитами 
и составляет 5–10% от имеющегося количества имму-
ноглобулинов. Появляется он, как правило, в начальной 
стадии развития инфекции (до пяти суток) и приводит 
к активизации фагоцитоза и фракции комплемента, 
нейтрализации вирусов и связыванию бактерий. IgG 
продуцируется В-лимфоцитами, составляет 3/4 всех 
иммуноглобулинов сыворотки, играет главную роль в 
формировании длительного гуморального иммунитета, 
формирует комплекс «антиген-антитело», проникает 
через плацентарный барьер и защищает плод и ново-
рожденного. Повышение уровня IgG наблюдается при 
хронических гнойных инфекциях: туберкулез, инфек-
ционный мононуклеоз [1].

Накопленные данные о структуре и иммунологи-
ческих проявлениях криоглобулинов в ходе различных 
заболеваний дали возможность сформулировать предпо-
ложение о том, что криоглобулины представляют собой 
часть циркулирующих иммунных комплексов, а сосуди-
стое поражение, очевидно, является иммунокомплексным 
васкулитом. Частота распространения криоглобулинеми-
ческого васкулита 1:100000, но с имеющимися значимы-
ми географическими вариациями. Обычно васкулит этого 
типа наблюдается среди пациентов в возрасте от 45 до 
65 лет, чаще всего у женщин (с соотношением 2–3:1). 
Больше всего заболевших в Южной Европе, что вероят-
нее всего связано с эндемической распространенностью 
гепатита С [14]. 

В 1977 г. были проведены работы по исследо-
ванию сочетания вирусного гепатита B со смешанной 
КГ. С учетом результатов было предложено заменить 
термин «эссенциальная смешанная криоглобулин
емия» на «смешанная криоглобулинемия, вторичная 
к вирусному гепатиту В или другой вирусной инфек-
ции» [20].

Вскоре после открытия вируса гепатита С (начало 
1990-х годов) появилось много данных, описывающих 
ассоциации персистенции вируса с развитием КГ. В том 
же 1990 году Pascual M. с соавторами впервые пред-
ставили описание наличия антител к HCV в сыворотке 
пациентов с КГ, пурпурой и гломерулонефритом [23]. 
Однако после усовершенствования детекции антител к 
вирусу гепатита С и с началом определения РНК вируса 
гепатита С выяснилось, что около 90% пациентов с КГ 
являются носителями вируса [15, 8, 10, 11]. Не нашла 
подтверждение гипотеза о главной роли вируса гепатита 
В при КГ. Тогда же впервые были опубликованы дан-
ные о взаимосвязи вирусного гепатита С (ВГС), КГ и 
васкулярного повреждения. КГ была признана наиболее 

часто встречающимся внепеченочным проявлением 
хронической HCV-инфекции [16, 8]. Как отмечает ряд 
авторов (Franco Dammacco, Gianfranco Lauletta, Angelo 
Vacca [13]) криоглобулинемический васкулит может 
проявлять себя широким спектром симптомов: от высы-
паний в виде пурпуры до состояний, угрожающих жизни. 
Частота клинических проявлений за 31 год наблюдений 
среди 440 пациентов с криоглобулинемическим васку-
литом, инфицированных вирусом гепатита С, составила: 
криоглобулины I типа – у 39 (8,8%), II типа – у 284 
(64,5%), и III типа – у 117 (26,6%). 

Значительную роль в процессе преципитации 
играют аминокислотные остатки (уменьшение числа 
тирозиновых остатков вследствие криопреципитации 
IgM и IgG) [6, 9]. А.А.Тихомиров [5] отмечает, что 
качественный состав IgG в криоглобулинах не пока-
зывает отличий от нормального сывороточного IgG, 
однако содержание в них тирозина, серина, сиаловой 
кислоты и глицина гораздо ниже. Это, в свою очередь, 
ведет к уменьшению гидрофильности молекулы и 
снижению растворимости иммуноглобулина. Крио-
глобулины вероятнее всего способствуют появлению 
вторичной гипо-j-глобулинемии, так как обладают 
антиглобулиновой активностью. Ряд авторов [2, 4–7] 
связывает появление криоглобулинов с достаточно 
длительным антигенным раздражением. Соединение с 
антигеном вызывает изменение формы макромолекулы 
антител, в результате чего на ней появляются новые 
или высвобождаются ранее недоступные антигенные 
детерминанты (то есть участки молекулы антигена, 
определяющие его специфичность, связывающийся с 
антиген-распознающими рецепторами Т-лимфоцитов 
(TCR) и В-лимфоцитов (ВCR) и антителами. Перси-
стирование таких измененных молекул антител усили-
вает выработку анти-гаммаглобулинов. Не исключено, 
что образовавшиеся антииммуноглобулиновые антитела 
способствуют возникновению дополнительных связей 
между иммунными комплексами, агрегируют их и этим 
ускоряют их выведение из русла крови.

Основной причиной возникновения смешанной 
криоглобулинемии считается переход вирусных инфек-
ций в хроническую форму. Речь идет об инфекциях, вы-
званных, главным образом, вирусом гепатита С. Также 
одной из причин возникновения смешанной криоглобу-
линемии считаются ревматические заболевания, такие 
как синдром Шегрена, ревматоидный артрит, системная 
красная волчанка, склеродермия. Отдельно следует 
отметить, что клинические проявления смешанной КГ 
могут не быть замечены на фоне развития основного 
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ревматического заболевания. Это обычно наблюдается 
при КГ III типа.

Для КГ II типа на фоне развившегося гепатита С, 
напротив, более характерно проявление ее клинических 
симптомов без видимой причины.

Манифестацию симптомов КГ без значимых 
клинических признаков основного заболевания относят 
к случаям эссенциальной криоглобулинемии (эКГМ). 
Тогда главным основанием для проведения обследования 
с целью выяснения причин КГ становятся имеющиеся 
характерные клинические симптомы эКГМ.

При смешанной эКГМ, как правило, наблюдаются 
такие воспалительные процессы, как васкулиты в мелких 
и средних сосудах. Клинически это может определяться 
пурпурой с локализацией главным образом на нижних 
конечностях [1].

Показательным классическим клиническим про-
явлением смешанной эКГМ служит триада Мельцера, 
которая характеризуется возникновением у больного 
пурпуры, артралгии и слабости с присоединяющимися 
затем гломерулонефритом и периферической полиней-
ропатией [10]. 

Рис. 3. Спектр клинических проявлений у наблюдаемых пациентов с криоглобулинемическим васкулитом,  
связанным с вирусом гепатита С [13]

Отдельно следует отметить, что ситуацию риска 
для пациентов с вирусом гепатита С, иммунными и / или 
гематологическими заболеваниями могут представлять 
кардиохирургические вмешательства, во время которых 
есть необходимость проводить индуцирование холодовой 
кардиоплегии и гипотермии от легкой до глубокой степе-
ни. Проявление криопреципитации во время или после 
операций на сердце с гипотермическим искусственным 
кровообращением, с высокой долей вероятности при-
ведет к воспалению сосудов и серьезным проявлениям 
ишемии, таким как кожные изъязвления, невропатии, 
гломерулонефрит, артрит [24].

Исследование наличия криоглобулинов, их опреде-
ления и типа (моноклональные или поликлональные) дает 

возможность получить важнейшую для врача информацию 
и сориентировать его в отношении вероятного диагноза 
криоглобулинемии. В настоящее время в лабораториях 
используется измерение общей концентрации выделенного 
иммуноглобулина методом спектрофотометрии, измерение 
криокрита (% объема криопреципитата / общей сыворот-
ки) после центрифугирования на холоде, но такие методики 
могут дать ложноотрицательные результат, если концен-
трация CG в крови будет низкой. Ложноотрицательных 
результатов можно избежать, измеряя концентрации IgG, 
IgM и IgA с помощью нефелометрии. Зная начальный 
объем сыворотки, можно рассчитать CG (IgG, IgM и 
IgA). Рекомендуется использовать выявление КГ при 
наличии признаков гипервязкости крови: артериальных 

Е.Н. Шамитова и др., с. 52–59
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тромбозов, кровоизлияния в сетчатку, акроцианоза, вы-
раженного синдрома Рейно и других. Лабораторное опре-
деление в крови криоглобулинов различными методами 
требует строгого соблюдения протокола исследования, 
особенно важное значение отводится преданалитической 
части, которую очень сложно стандартизовать (табл. 1). 

Исследования группы ученых Manca Ogrič, Tinka Švec 
и др. в Университетском медицинском центре Любляны 
показало, что CG отсутствуют у здоровых пациентов со 
значением С4 комплемента >0,316 г / л, у которых был 
отрицательный RF. Такие исследования могут быть по-
лезны в разработке стратегий скрининга выявления КГ.

Таблица 1
Классификация типов криоглобулинемии и ассоциированных заболеваний

Тип  
криоглобулинемии Состав криопреципитата Клинически ассоциированные состояния

Тип I Моноклональные IgМ  
(редко IgG или IgА)

Лимфопролиферативные заболевания, множественная 
миелома, макроглобулинемия Вальденстрема,  

моноклональная гаммопатия, хронический лимфолей-
коз, В-клеточная неходжкинская лимфома, волосато-

клеточный лейкоз

Тип II Комбинация моноклональных  
(чаще IgМК) и поликлональных Ig

Инфекции (в 80–90% случаев ВГС),  
аутоиммунные /лимфопролиферативные заболевания

Тип III Поликлональные IgМ,  
поликлональные IgG

ВГС и другие инфекции;  
часто аутоиммунные заболевания

Тип II–III Олигоклональные IgМ,  
поликлональные IgG

ВГС и другие инфекции, аутоиммунные заболевания  
и лимфопролиферативные заболевания

Примечание: Ig – иммуноглобулины, ВГС – вирус гепатита С, ВГВ – вирус гепатита В [3]

Заключение

Появление в сыворотке крови криоглобулинов 
обычно служит следствием развития основного заболе-
вания, что, в свою очередь, приводит к необходимости 
его этиологической оценки. Диагноз КГ, как правило, ос-
новывается на лабораторном обнаружении сывороточной 
криоглобулинемии в сочетании с её характерными клини-
ческими признаками и симптомами. Сывороточные крио-
глобулины находят при широком спектре заболеваний, но 
часто их присутствие преходяще и не имеет клинической 
симптоматики [18]. Моноклональные криоглобулины 
обычно связаны с гематологическими заболеваниями, 
тогда как смешанные криоглобулины обнаруживаются 
при многих инфекционных и системных заболеваниях. 
Течение криоглобулинемии непредсказуемо и во многом 
определяется ассоциированными заболеваниями, типом 
криоглобулинемии, развившимися осложнениями и от-
ветом на терапию. 
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СТИМУЛИРУЮЩЕЕ ВЛИЯНИЕ МАГНИТНЫХ СОРБЕНТОВ  
НА ОСНОВЕ ОКСИДОВ ЖЕЛЕЗА НА РОСТ МИКРООРГАНИЗМОВ
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В обзорной статье представлены последние достижения в области магнитных наночастиц – сорбентов на основе оксида 
железа – и обобщен материал по стимулирующему влиянию магнитных сорбентов на рост микроорганизмов, а также селек-
тивному концентрированию патогенов с последующим их выделением культуральным методом. Описаны пути поглощения 
железа микроорганизмами и влияние магнитных частиц на физиологические свойства бактерий. Представлен материал по 
экспериментальным данным, связанным с различиями в применяемых носителях, методах иммобилизации и условиях куль-
тивирования, а также с функциональными различиями между бактериями.
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Введение

Эффективное выделение и концентрирование воз-
будителей инфекций и их белковых антигенов из слож-
ных биологических образцов является важным этапом 
в бактериологии, масс-спектрометрии, иммунохимии и 
проточной цитометрии. В этих методах используются 
магнитные микросферы в качестве иммуносорбентов, 
магнитной основой которых чаще является оксид железа, 
применяемый как для прямой стимуляции роста бактерий, 
так и для селективного концентрирования патогенов 
после модификации и иммобилизации с аффинным ли-
гандом [23].

Одним из основных микроэлементов, необходимых 
для роста и развития бактериальных клеток, является 
железо. Исходя из способности железа менять степень 
окисления с 2+ на железо 3+ (и наоборот) и быть до-
нором и акцептором электрона, оно может участвовать 
в окислительно-восстановительных реакциях и является 
важнейшим переносчиком электронов, принимая участие в 

синтезе аминокислот, пиримидинов и т.д. Однако следует 
помнить, что избыточные концентрации микроэлемен-
тов могут оказывать токсическое действие на бактерии. 
Свободные ионы железа, присутствуя в избытке, могут 
катализировать реакцию Фентона, связанную с образо-
ванием гидроксил-радикала [3, 9], а также привести к об-
разованию активных форм кислорода (АФК), губительно 
действующих на микробную клетку [22]. При культи-
вировании микроорганизмов необходимо помнить, что 
большинство двух- и трехвалентных катионов металлов 
при нейтральных или щелочных значениях рН образует 
нерастворимые гидроксиды или фосфаты и становится 
недоступными для использования бактериями [4, 7].

Yang X.Y. et al. (2014), Ahn Y.J. et al. (2022) 
и Coffman C.N. et al. (2022) также утверждают, что 
железо является важным питательным веществом для 
большинства бактерий и может стимулировать их рост 
[11, 16, 29]. Для получения железа бактерии развили 
специальные системы его переноса, расположенные на 
поверхности мембраны и поглощающие железо и его 
комплексы. Гомеостаз железа обычно жестко контро-
лируется его регулятором поглощения. Исследователи 
обнаружили, что Pseudomonas (Р.) aeruginosa дикого 
типа не развивалась в присутствии железа, если среда 
содержала только лейцин в качестве источника углерода. 
И наоборот, железо стимулировало рост, когда в качестве 
источника углерода использовалась глюкоза. Таким об-
разом, данное исследование демонстрирует сложности 
регулируемого железом роста бактерий P. aeruginosa [21].
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В последние годы магнитные частицы (МЧ) на 
основе оксида железа привлекают внимание благодаря 
простому процессу их получения, низкой токсичности, 
высокой удельной поверхности, отличным адсорбцион-
ным свойствам и низкой стоимости [28]. Несмотря на то, 
что свойства МЧ на основе оксида железа доказывают 
свою пользу в широком диапазоне применений, мало что 
известно об их воздействии на бактериальные патогены.

Влияние наночастиц оксида железа на рост бакте-
рий, вирулентность и врожденный иммунитет находится 
в центре внимания многих исследователей. В частности, 
Borcherding J. еt al. (2014) проводили эксперименты 
по культивированию Р. aeruginosa с наночастицами 
оксида железа (-Fe2O3). В результате установлено, 
что наблюдалась корреляция между ростом бактерий и 
уменьшением размера частиц [14].

Yang Y. et al. (2022) определено, что уникальные 
магнитные свойства МЧ могут прямо или косвенно регу-
лировать активность микробных клеток, такую как рост, 
дыхание и метаболизм, тем самым способствуя росту 
микробов и повышая симбиотическую стабильность [30].

Кроме того, Ma B. et al. (2017) продемонстри-
ровали, что Fe3O4 стимулирует обильную секрецию 
внеклеточных полимерных веществ (ПВ) бактериями, 
а взаимодействие между ПВ и микробными клетками 
индуцирует прикрепление бактериальных клеток по-
средством образования ионных мостиков, гидрофобных 
взаимодействий и полимеров, тем самым усиливая и 
способствуя образованию микробных агрегатов [24]. МЧ 
снижают отрицательный поверхностный заряд бактерий 
и служат клеточным ядром для их прикрепления. В ра-
боте Ren et al. (2018) обсуждаются физико-химические 
свойства МЧ на основе железа и их основная роль в 
водных системах; возможные пути и механизмы погло-
щения железа бактериями; влияние МЧ с оксидом железа 
на рост бактерий. Были успешно разработаны гранулы с 
добавлением Fe2+ и Fe3O4, которые могут способствовать 
аэробному гранулированию за счет уменьшения отрица-
тельных зарядов на микроорганизмах и действовать как 
ядра для прикрепления бактерий. Помимо этого, Fe2+ 
может влиять на ионные мостики, связываясь с экзо-
полисахаридными полимерами с образованием сетки, а 
также соединяться с S2-, образуя осадки для поглоще-
ния клетками. Добавление Fe3O4 значительно ускоряет 
процесс грануляции за счет увеличения численности 
флавобактерий, которые способствуют образованию 
внеклеточных полимеров [27].

МЧ на основе оксидов железа могут стимулировать 
или ингибировать рост микроорганизмов в зависимости 

от штамма/вида [8, 17, 20], от концентрации МЧ [13, 
18] и размера частиц [19]. Одной из основных причин, 
по которой патогены склонны к воздействию наночастиц, 
может быть состав клеточных стенок и мембран [25].

Известны работы по применению МЧ в качестве 
нового инструмента для магнитной иммобилизации 
микробных клеток и интенсификации процессов в биотех-
нологии. Эффективность иммобилизации обычно зависит 
от их физико-химических свойств и свойств поверхности 
бактериальных клеток, а также условий окружающей 
среды/культивирования [26].

Проведены исследования по разработке магнит-
ных сорбентов, при иммобилизации которых с бактери-
альными штаммами наблюдался прирост биомассы на 
питательных средах [1, 6]. Так, в работе Владимцевой 
И.В. с соавт. (2020) описано проведение анализа по 
включению бактериальных клеток в микрогранулирован-
ные гели на основе полиакриламида и альгината натрия. 
Условия эмульсионной полимеризации при получении 
гранулированного полиакриламидного магнитного носи-
теля отрицательно влияли на жизнеспособность живых 
микроорганизмов [1]. Согласно данным литературы [10], 
некоторые ингредиенты этого носителя, в частности, 
акриламид, оказывают токсическое действие на живые 
бактериальные клетки. Наиболее приемлемым оказался 
способ включения микроорганизмов в магнитные альги-
натные микрогранулы [15]. Данный носитель образуется 
в более щадящих условиях и не требует диспергирования 
в гидрофобной фазе. В качестве объекта исследований 
использовали два бактериальных штамма рода Bacillus 
(В.): B. subtilis ВГТУ05 и B. species ВГТУ06 с концен-
трацией 1×109 м.к./мл., которые иммобилизовали в маг-
нитные альгинатные носители. Авторами исследований 
установлено, что иммобилизация бактериальных клеток 
не влияет на их жизнеспособность. Для проведения ис-
следований был разработан экспериментальный прибор, 
создающий электромагнитное поле в бактериальной взве-
си, подобраны оптимальные параметры напряженности 
электромагнитного поля для выращивания штаммов в 
жидких питательных средах. В результате было уста-
новлено, что иммобилизованные в магнитные носители 
бактериальные штаммы-деструкторы в концентрации 
1×109 м.к./мл дают прирост биомассы на 24,3–25,0% 
при их культивировании в электромагнитном поле [1].

Важным в микробиологии является не только полу-
чение магнитных сорбентов на основе оксида железа для 
стимуляции роста бактерий, но и разработка аффинных 
сорбентов для селективного концентрирования патогенов 
с целью увеличения чувствительности бактериологиче-
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ского анализа, выявляемости и специфичности. А для 
этого, как считают некоторые исследователи, необхо-
димо покрытие аффинных МЧ полиэтиленгликолем, 
декстраном, альбумином или другими природными 
или синтетическими полимерами [23]. Нетоксичность 
и биосовместимость МЧ также можно дополнительно 
улучшить за счет специального покрытия поверхности 
органическими или неорганическими молекулами, вклю-
чая поверхностно-активные вещества (ПАВ), белки, 
ферменты, антитела, нуклеотиды, неионные детергенты 
и полиэлектролиты [12]. В связи с вышеизложенным 
были разработаны аффинные сорбенты на основе оксида 
железа, аэросила А-300 (диоксид кремния) с модифика-
тором полиглюкином. В качестве активатора применялся 
перхлорат натрия [2].

По данной методике Лягоскиным И.В. (2009) 
приготовлены магнитные иммуносорбенты (МИС) для 
селективного концентрирования спор сибиреязвенного 
микроба. С целью определения сорбционной емкости 
сорбента использовались разные соотношения суспензии 
МИС к суспензии спор B. anthracis с концентрацией  
1×103 cпop/мл. При соотношении 1:2 эффективность 
сорбции составляла 27%, а при соотношениях 1:0,5 и 
1:1 – 10–14%. Наиболее оптимальным способом де-
сорбции спор с МИС являлось прогревание комплекса 
МИС–спора при температуре 60 °С в течение 30 мин. 
При данном способе процент десорбированных спор 
составил 36%. Применение данных МИС позволило 
увеличить количество выросших колоний спор в 2–5 
раз (при исследуемой концентрации 1×103 cпop/мл) по 
сравнению с культурой, выросшей без МИС [6].

Экспериментальные данные по оценке эффектив-
ности сибиреязвенных МИС, полученных на основе 
сульфата железа и едкого калия, иммобилизованных 
с сибиреязвенными антителами, для селективного 
концентрирования спор возбудителя сибирской язвы 
при пробоподготовке образцов почвы в лабораторных 
исследованиях представлены в работе Логвина Ф.В. 
с соавт. (2023) [5]. При подготовке гомологичных 
B. anthracis и гетерологичных (близкородственные ба-
циллы рода Bacillus) проб для определения количества 
спор в тестируемых образцах культур первоначально 
готовили рабочие разведения из взвесей спор, выра-
щенных на агаре Гладстона–Филдса, по отраслевому 
стандартному образцу мутности ОСО 42-28-85-2022 
(10 МЕ). Из концентраций 1×105, 1×104, 1×103, 1×102 

м.к./мл делали высевы по 100 мкл на чашки с агаром 
Хоттингера, по три чашки на каждое разведение. По-
севы выдерживали 18–20 ч при температуре 37 °C, 

затем подсчитывали количество выросших колоний. Ав-
торами работы показано, что при использовании МИС 
чувствительность культурального метода возрастает не 
менее чем в 7 раз: при посеве из концентрации 1×102 
жизнеспособных спор B. anthracis на 1 мл дистиллиро-
ванной воды без концентрирования на МИС вырастало 
7 колоний возбудителя сибирской язвы, после сорбции 
на МИС – 48–50. Установлено, что при исследовании 
искусственно контаминированных спорами B. anthracis 
проб почвы с использованием МИС чувствительность 
бактериологического метода возрастала в 7,5 раз: после 
концентрирования на МИС спор из образцов почвы, 
содержащих 1000 жизнеспособных спор в 100 г пробы, 
при посеве 100 мкл вырастало в среднем 45 колоний 
B. anthracis, тогда как без использования МИС – в 
среднем 6 колоний. Таким образом, применение разра-
ботанных МИС позволяет существенно повысить чув-
ствительность методов детекции возбудителя сибирской 
язвы и может рассматриваться в качестве эффективного 
средства пробоподготовки при исследовании объектов 
окружающей среды (почвы) [5].

Заключение

Магнитные частицы на основе оксида железа ока-
зывают заметное влияние на улучшение роста и метабо-
лизма бактерий, включают возможные пути поглощения 
железа бактериями, а также магнитно-биологический 
эффект МЧ на рост бактерий [28].

Изменения состава, синтеза, структуры, размера 
магнитных сорбентов, добавление стабилизаторов лиган-
дов дают возможность их применения для пробоподго-
товки патогенов путем их селективного концентрирования 
с последующим культуральным методом выделения. Тем 
самым увеличивается выявляемость патогенов, особенно 
при исследовании проб с низкой концентрацией инфек-
ционного агента [5].

Неоспоримое преимущество МЧ заключается в 
возможности управлять их перемещением с помощью 
внешнего постоянного магнитного поля. Простые мани-
пуляции с такими частицами эффективны для магнитного 
разделения во время модификации их поверхности, им-
мобилизации биомолекул и дальнейшей обработки.

Хотя имеются публикации по стимулирующему 
росту бактерий МЧ с оксидом железа, а также спо-
собности селективного концентрирования МИС на их 
основе, но данных работ недостаточно и иногда они 
противоречивы, что требует дальнейших фундамен-
тальных исследований.
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ПРОБИОТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА БАКТЕРИЙ РОДА BACILLUS
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В обзоре представлены данные о применении бактерий рода Bacillus в качестве пробиотиков для человека и сельско-
хозяйственных животных. Высокая частота дисбиотических нарушений, инфекционных заболеваний и расстройств пищевого 
поведения выводят на первый план корректирующую терапию с использованием пробиотических препаратов. Геномные иссле-
дования позволили идентифицировать детерминанты синтеза антимикробных веществ, обладающих выраженной активностью, 
в том числе против антибиотико-резистентных бактерий. Препараты на основе бацилл обладают доказанным противовоспа-
лительным и иммуностимулирующим действием. В работе рассмотрены преимущества бактерий рода Bacillus как основы для 
разработки эффективных пробиотических препаратов с доказанным клиническим эффектом.

Ключевые слова: Bacillus, пробиотики, антимикробные пептиды, метаболиты, генетические детерминанты синтеза 
антимикробных веществ.
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Введение

Впервые идея пробиотической терапии – примене-
ния живых молочнокислых бактерий для вытеснения гни-
лостной микрофлоры кишечника – была предложена И.И. 
Мечниковым 1907 г. [7, 51]. Сам термин «пробиотик» 
был предложен значительно позже, в 1965 г. D.M. Lilly 
a. R.H. Stilwell, для обозначения группы веществ, про-
дуцируемых одними микроорганизмами для стимуляции 
роста других [7, 48]. По мере накопления научных и 
экспериментальных данных суть этого понятия менялась, 
и в настоящее время под пробиотиками понимают живые 
организмы, которые в определенных количествах оказыва-
ют положительное влияние на состояние макроорганизма 
путем нормализации баланса его микрофлоры [1]. Вместе 
с термином «пробиотики» активно используются два тесно 
связанных с ним понятия – «пребиотики» и «симбиоти-
ки». «Пребиотики» – это ингредиенты пищи, которые не 
подвергаются гидролизу пищеварительными ферментами 

животных и/или человека, но при этом являются селек-
тивными субстратами для роста нормальной микрофлоры 
[35]. К пребиотикам относят олиго- и полисахариды, пеп-
тиды, некоторые ферменты и незаменимые аминокислоты. 
К группе симбиотиков относят комплексные препараты, 
сочетающие пробиотические штаммы бактерий и пре-
биотики, способствующие их успешному размножению в 
макроорганизме.

 Тренд к здоровому образу жизни и активное дол-
голетие обусловили растущую популярность пробиотиков 
и симбиотиков. Пробиотические препараты активно раз-
рабатываются и стандартизируются для использования 
человеком и животными [33]. Применение пробиотиков в 
медицине обусловлено высокой частотой дисбиотических 
нарушений микробиоценоза, что является одной из наи-
более распространенных причин дезадаптации организма 
у людей всех возрастов [17, 19]. Использование пробио
тических препаратов позволяет значительно увеличить 
эффективность терапии и профилактики многих сомати-
ческих и инфекционных заболеваний у детей [20]. Суще-
ствуют исследования, подтверждающие положительное 
влияние пробиотиков на течение сердечно-сосудистых 
заболеваний и уменьшение связанных факторов риска 
(такие как гиперхолестеринемия, диабет и ожирение) [9].

Семейство Bacillaceae было описано Альфредом 
Фишером в 1895 году [34]. В его состав включены 
палочковидные эндоспорообразующие грамположи-
тельные бактерии, обитающие в различных природных 
зонах. Представители семейства Bacillaceae, прежде 
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всего рода Bacillus, привлекают внимание фармацев-
тического и медицинского сообщества как продуценты 
широкого спектра биологически активных веществ, в том 
числе антимикробных пептидов. Типовой род семейства 
Bacillaceae – Bacillus Cohn 1872. В этот род включены 
палочковидные, строго аэробные или факультативно 
анаэробные, грамположительные хемоорганотрофные 
микроорганизмы. Bacillus образуют эндоспоры овальной, 
сферической или цилиндрической формы, устойчивые к 
действию неблагоприятных физических и химических 
факторов [16, 46]. Бациллы широко распространены в 
почве, воде, воздухе и пищевых продуктах, поэтому до-
статочно легко попадают в желудочно-кишечный тракт 
(ЖКТ) и дыхательные пути. 

Однако, кроме положительных эффектов, ряд 
бацилл являются патогенными для человека и животных. 
Обобщенные данные по инфекциям, вызываемым видами 
рода Bacillus, представлены в таблице 1.

Таблица 1
Представители рода Bacillus,  

патогенные для человека и животных [11, 12]

Заболевание Возбудитель

Сибирская язва B. anthracis
Бактериемия  
и септицемия

B. alvei, B. cereus, B. megaterium, 
B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis

Менингит B. alvei, B. circulans, B. megaterium, 
B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis

Инфекции глаз B. brevis, B. cereus, B. coagulans, 
B. subtilis, B. thuringiensis

Пневмония B. cereus, B. sphaericus, B. subtilis

Эндокардит B. cereus, B. subtilis

Несмотря на токсигенность некоторых видов и 
устойчивость к антибиотикам, в настоящее время про-
биотические препараты, содержащие бациллы [2, 21, 
27, 63], пользуются большим спросом, так как споры 
Bacillus, вступая в симбиотические отношения с организ-
мом хозяина, могут размножаться в кишечнике в течение 
определенного периода времени. Количество Bacillus в 
кишечнике может достигать 107 КОЕ/г, что сравнимо с 
нормальным количеством Lactobacillus sp. В связи с этим 
ряд исследователей рассматривает бактерии рода Bacillus 
как один из доминирующих компонентов нормальной 
микрофлоры кишечника [10]. Признанная эффективность 
этих препаратов обусловлена способностью к спорообра-
зованию, что также повышает сроки их хранения [16, 64]. 
Традиционно пробиотические препараты на основе штам-
мов Bacillus используются в терапии заболеваний желу-

дочно-кишечного тракта. Устойчивость к действию ряда 
антибиотиков также является фактором, способствующим 
их использованию при комплексной терапии заболеваний 
ЖКТ. В большинстве случаев в состав препаратов вхо-
дят B. subtilis, B. polyfermenticus, B. clausii, B. cereus, 
B. coagulans, B. pumilus и B. licheniformis, которые ока-
зывают на организм хозяина противомикробное, противо-
опухолевое, антиоксидантное действие [46]. Основная 
особенность пробиотиков на основе Bacillus заключается в 
снижении осложнений заболеваний желудочно-кишечно-
го тракта. Бациллы синтезируют ферменты, необходимые 
для успешного расщепления пищи: амилазы, липазы, 
протеазы, пектиназы и целлюлазы [13, 36, 40, 54]. 
Пробиотики на основе бацилл положительно влияют на 
содержание в кишечнике и каловых массах Lactobacillus 
и отрицательно на Escherichia coli [23, 41,], увеличивая 
уровень Bifidobacterium и снижая количество Alistipes 
spp., Clostridium spp., Roseospira spp., Betaproteobacterium 
в каловых массах [40]. Таким образом, колонизация 
желудочно-кишечного тракта бациллами меняет соотно-
шение нормальной и патогенной кишечной микрофлоры, 
способствуя оздоровлению организма. Помимо этого, 
разные виды бацилл используются для производства до-
полнительных нутрицевтиков, включая витамины (рибо
флавин, кобаламин, инозитол) и каротиноиды для синтеза 
пищевых добавок [33]. В настоящее время в качестве 
коммерческих препаратов – продуцентов пробиотиков 
используют штаммы B. cereus, B. clausii, B. coagulans, 
B. indicus, B. licheniformis, B. polyfermenticus, B. pumilus 
и B. subtilis [47]. В ряде исследований показано, что пред-
ставители этих видов Bacillus способны размножаться в 
кишечнике и продуцировать антимикробные вещества, 
включая бактериоцины, короткоцепочечные жирные 
кислоты и органические кислоты [16, 29]. По сравнению 
с другими представителями экзогенной микрофлоры, ба-
циллы обладают следующими преимуществами [15, 16]:

	- безвредность подавляющего большинства пред-
ставителей рода для макроорганизма даже в концентра-
циях, значительно превышающих рекомендуемые для 
применения;

	- способность повышать неспецифическую рези-
стентность организма хозяина;

	- антагонистическая активность к широкому спектру 
патогенных и условно-патогенных микроорганизмов;

	- высокая ферментативная активность;
	- устойчивость к литическим ферментам и обуслов-

ленную этим высокую жизнеспособность на протяжении 
всего желудочно-кишечного тракта;

	- стабильность при хранении;
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	- экологическая безопасность. 
Применение пробиотических препаратов на основе 

культур рода Bacillus повышает устойчивость организмов 
к неблагоприятным условиям внешней среды [18]. Это 
связано со способностью рода Bacillus синтезировать 
вещества, нейтрализующие бактериальные токсины – 
бактериоцины, подавляющие рост большого количества 
патогенных и условно-патогенных представителей раз-
личных родов: Candida, Staphylococcus, Campylobacter, 
Yersinia [16].

Одним из наиболее перспективных и изучен-
ных в настоящее время представителей рода Bacillus 
является B. subtilis. При исследовании генома штам-
мов B.  subt ilis выявлены детерминанты синтеза 
антимикробных веществ, преимущественно пептидов и 
фосфолипидов [28], которые обладают ингибирующей 
активностью в отношении грамположительных, в том 
числе и антибиотикорезистентных бактерий, а также 
грамотрицательных бактерий, некоторых видов виру-
сов и грибов. В ряде работ установлено, что штаммы 
B. subtilis стимулируют специфический и неспецифи-
ческий иммунитет макроорганизма, способствуя вы-
работке противовоспалительных цитокинов и вызывая 
активацию и пролиферацию Т- и В-лимфоцитов [42, 
53, 60]. B. subtilis и их метаболитам присвоен статус 
GRAS (generally regarded as safe) – безопасных орга-
низмов [10]. Спектр выделяемых противомикробных 
веществ индивидуален для разных штаммов B. subtilis. 
По своей структуре противомикробные пептиды, вы-
деляемые B.  subtilis (субтилин, эрицин, суфрактин и 
т.д.), близки к противомикробным пептидам человека, 
таким как лизоцим, лектин [59]. Так как мишенью для 
указанных пептидов являются цитоплазматическая 

мембрана и клеточная стенка патогенных бактерий, то 
формирование резистентности как в случае с антибио-
тиками, не происходит [58].

Род Bacillus рассматривается как многообеща-
ющая отправная точка в поиске новых ингибирующих 
веществ [2, 15]. С целью использования этого свойства 
на сегодняшний день культивируются B. thuringiensis, 
B. circulans, B. cereus, B. licheniformis, B. silvestris, 
B.  marinus, B.  amyloliquefaciens, B.  mojavensis и 
B. subtilis, Brevibacillus spp., B. texasporus, B. brevis 
и B.  laterosporus [33]. Эти микроорганизмы про-
дуцируют олигопептиды, состоящие примерно из 30 
остатков, что делает их невосприимчивыми к тра-
диционным способам формирования лекарственной 
устойчивости. Эти пептиды делят на 5 групп: липо-
пептиды, 2,5-дикетопиперазины (ДКП), тиопептиды, 
типичные циклические пептиды и линейные пептиды 
[3, 4, 6, 44]. Благодаря повышенной устойчивости к 
гидролизу протеолитическими ферментами организ-
ма-мишени и протеазам плазмы человека становится 
возможным комбинированное лечение пероральными 
и внутривенными препаратами [30, 49, 52]. Ис-
пользуемые коммерческие пробиотические штаммы 
B.  cereus, B.  clausii, B.  coagulans, B.  licheniformis, 
B. polyfermenticus, B. pumilus и B. subtilis обладают 
противомикробными, противоопухолевыми, антиокси-
дантными и витаминообразующими свойствами (табл. 
2). На основе микроорганизмов рода Bacillus произ-
водят лекарственные препараты и БАДы: Биоспорин, 
Споробактерин, Бактиспорин (Россия), Бактисубтил 
(Франция, Германия), Бактистатин (Германия), Био-
церин (Бразилия), Биспан (Южная Корея), Энтеро-
гермина (Sanofi-Aventis).

Таблица 2
Основные результаты клинических испытаний пробиотических штаммов Bacillus [33]

Штамм Исследование Результаты Источник

B. coagulans Unique IS-2 Клиническое исследование с участием 
28 пациентов с острой диареей

Снижение частоты и длительности 
симптомов диареи, уменьшение 
болей в животе

Sudha  
and Bhonagiri, 2012

B. subtilis 3  
и B. licheniformis 31

Клиническое исследование с участи-
ем 574 пациентов, страдающих анти-
биотик-ассоциированной диареей

Снижение побочных действий, 
связанных с приемом антибиотиков Horosheva et al., 

2014

B. coagulans (Colinox) Исследование в параллельных груп-
пах с участием 52 взрослых паци-
ентов с синдромом раздраженного 
кишечника

Значительное уменьшение вздутия 
живота, дискомфорт и боль в группе 
Колинокса с группой плацебо Urgesi et al., 2014
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B. coagulans GBI-30  
и B. coagulans 6086

Исследование с участием 117 чело-
век, инфицированных HV-1

Снижение болей в ЖКТ Yang O.O. et al., 
2014

B. subtilis CU1 Исследование с параллельными 
группами из 100 здоровых людей в 
возрасте 60–74 лет

Повышение концентрации IgA в 
кале и слюне Lefevre et al., 2015

B. coagulans GBI-30  
и B. coagulans 6086

Исследование с параллельными 
группами из 36 здоровых людей в 
возрасте 65–80 лет

Снижение частоты респираторных 
инфекций, увеличение количествен-
ной доли Faecalibacterium prausnitzii Nyangale et al., 2015

B. clausii Двойное исследование с участием 
244 недоношенных новорожденных

Увеличение концентрации противо-
воспалительного цитокина IL-10 Tewari et. al., 2015

B. coagulans MTCC 5856 Двойное исследование 36 пациентов 
с синдромом раздраженного кишеч-
ника с преобладанием диареи

Уменьшение клинических симпто-
мов СРК: вздутие живота, рвота, 
диарея, боль в животе и частота 
стула

Majeed et al., 2016

B. coagulans GBI-30  
и B. coagulans 6086 
(казеин)

Исследование с участием 29 здоро-
вых мужчин

Сокращение времени на восстанов-
ление после физических нагрузок, 
уменьшение повреждений мышеч-
ной массы

Jager et al., 2016

Штаммы B.  subtilis применяют в качестве про-
дуцентов амилаз, протеаз, хитиназ, ксиланаз, липаз, 
глюконаз, целлюлаз и других ферментов. Применение 
препаратов, содержащих жизнеспособные бациллы 
или их метаболиты, обеспечивает ингибирование роста 
Shigella sonnei и Staphylococcus aureus и стимулирование 
роста Escherichia coli in vitro [10].

B. subtilis R0179 оказывает значительное ингиби-
рующее действие на рост Candida spp., предлагая его в 
качестве альтернативной терапии кандидоза полости рта. 
Также Биоспорин (Биофарм, Украина), содержащий 
B.  subtilis 2335 и B.  licheniformis 2336, применяется в 
качестве пробиотической добавки для человека и обладает 
антибактериальной активностью в отношении Helicobacter 
pylori [5]. Основой актибактериальной активности ряда 
бацилл, прежде всего B. subtilis, является их воздействие 
на макрофаги [37–39, 45]. В активированных макрофагах 
усиливается синтез и высвобождение провоспалительных 
цитокинов: фактора некроза опухоли , интерферона- 
(IFN-), интерлейкина (IL) 1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12, MIP-2. Как следствие развивается воспалительный 
ответ, направленный на уничтожение патогена. Также 
B. subtilis способна вызывать активацию и пролиферацию 
Т- и В-лимфоцитов. за счет пептидогликанов и тейхоевых 
кислот клеточных стенок [13, 23, 60]. Помимо антибак-
териального действия, в ряде исследований рассматрива-
ется противовирусная активность B. subtilis в отношении 

вирусов гриппа, герпеса и энцефаломиелита лошадей в 
моделях in vitro и на экспериментальных животных за счет 
экспрессии пептида Р18 [33].

В некоторых работах рассматривается перспектива 
применения штаммов Bacillus как противоаллергических 
и антитоксических препаратов. Изучение способности 
бактерий рода Bacillus, приводящих к накоплению тя-
жёлых металлов, обусловило разработку эффективных 
пробиотических препаратов, применяемых при отравлении 
тяжёлыми металлами [6, 14, 16, 55]. Штаммы B. clausii 
способствовали облегчению назальных симптомов при ал-
лергических реакциях, оказывали противовоспалительное 
действие при антибиотической терапии против Helicobacter 
pylori и инфекций мочевыводящих путей [46].

В настоящее время ведется активная работа по 
изучению геномов штаммов Bacillus sp., перспективных 
для создания биопрепаратов [8]. Все гены, кодирующие 
биосинтез антибиотиков у представителей рода Bacillus, 
вместе составляют 350 т.п.н., но ни один штамм не об-
ладает ими всеми [57]. Только 4–5% генома штаммов 
бацилл кодируют синтез разнообразных противоми-
кробных веществ, влияющих на патогенные микро-
организмы, вызывающие кишечные инфекции [10, 
25]. Бациллы способны передавать гены устойчивости 
к антибиотикам другим представителям своего рода. 
Антимикробные бактериальные метаболиты Bacillus 
sp. в среднем включают 87% органических кислот, 
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спиртов, кетонов, алканов, альдегидов, алкенов от 
суммарной доли общего количества антимикробных 
компонентов и 13% других веществ – рибосомных 
пептидов (бактериоцинов и ферментов), поликетидов, 
нерибосомных пептидов [8, 28]. Представители рода 
Bacillus также продуцируют множество немодифици-
рованных бактериоцинов, часть из которых сходна с 
педиоциноподобными бактериоцинами молочнокислых 
бактерий, в то время как другие имеют совершенно но-
вые пептидные последовательности [22]. В работе [50] 
по изучению эффективности действия спорообразую-
щих пробиотиков, на примере штамма B. subtilis DE111 
показано, что геном таких штаммов включает в себя 
гены, кодирующие факторы устойчивости к кислотам, 
адгезины, гены биосинтеза витаминов группы В, К2, 
незаменимых аминокислот.

Преобладающим классом у представителей 
рода Bacillus являются пептидные антибиотики. Они 
обладают очень жесткой, гидрофобной и/или ци-
клической структурой с такими компонентами, как 
D-аминокислоты, и обычно устойчивы к гидролизу 
пептидазами и протеазами. Кроме того, остатки ци-
стеина либо окисляются до дисульфидов, либо моди-
фицируются до характерных внутримолекулярных C-S 
(тиоэфирных) связей, и, следовательно, пептидные 
антибиотики нечувствительны к окислению. Два раз-
личных пути биосинтеза пептидов дают возможность 
включать такие необычные (небелковые) компоненты: 
1) нерибосомный синтез пептидов крупными мегафер-
ментами, нерибосомными пептидными синтетазами 
(NRPS) и 2) рибосомальный синтез пептидов, синтез 
линейных пептидов-предшественников, которые под-
вергаются посттрансляционной модификации и про-
теолитическому процессингу [57]. Среди метаболитов, 
синтезируемых бактериями, важное значение имеют 
лантибиотики, которые способствуют формированию 
пор в цитоплазматической мембране. Субтилин, первый 
лантибиотик, класса I, первоначально был выделен из 
штамма Bacillus subtilis ATCC6633. Он имеет струк-
турное и функциональное сходство с низином, един-
ственным лантибиотиком, коммерчески используемым 
в пищевой промышленности.

Группа субтилина (spa) – одна из важнейших 
групп генов у Bacillus. SpaB, spaC, spaT, spaR, spaK от-
вечают за биосинтез субтилина [43]. SpaB, SpaC, SpaS 
оказывают влияние на посттрансляционное образование 
лантионина [47], активного в отношении грамположи-
тельных бактерий. SpaI кодирует мембранный белок, 
регулирующий субтилиновый иммунитет, на который 

также влияют белки, кодируемые генами spaF, spaE, 
spaG, spaR, spaK [49, 53]. SpaB, SpaT, SpaC экспор-
тируют модифицированные вещества [57]. SpaR и spaK 
кодируют регуляторные белки [61]. Как и субтилин, 
низин проявляет антимикробную активность в нано-
молярном диапазоне в отношении широкого спектра 
грамположительных бактерий, таких как Micrococcus 
luteus, Lactococcus spp. и Bacillus spp. Он связывается 
с липидом II (промежуточным звеном биосинтеза кле-
точной стенки), таким образом подавляя рост бактерий, 
а агрегация комплекса субтилин-липид II приводит к по-
вышению проницаемости цитоплазматической мембра-
ны, вызывая лизис клеток [61]. Низин (nis) и субтилин 
(spa) имеют высокий уровень структурного сходства, и 
их биосинтетические генные кластеры кодируют очень 
сходные белки. Гены AprE, WprA и Vpr отвечают за 
созревание субтилина. Продукт гена VprSJ4 проявляет 
фибринолитическую активность. Vpr встречается редко. 
YwlB – ген, родственный Vpr [24]. WprA отвечает за 
экспрессию CWBP23 и CWBP52, которые связанны 
с клеточной стенкой. Этот ген участвует в разрушении 
чужеродных белков, как во время секреции, так и во 
внеклеточной среде [31]. WprA гомологичен генам 
группы субтилина (Spa) [24]. Кроме структурных ге-
нов, кодирующих предшественники низина и субтилина 
(nisA и spaS соответственно), кластеры содержат гены, 
кодирующие белки, участвующие в посттрансляционной 
модификации предшественников пренизина и пресубти-
лина (nisB, nisC, spaB, spaC соответственно) [57]. Гены 
AprE, WprA и Vpr отвечают за созревание субтилина. 
Продукт гена VprSJ4 проявляет фибринолитическую 
активность. Vpr встречается редко. YwlB – ген, род-
ственный Vpr. WprA отвечает за экспрессию CWBP23 и 
CWBP52, которые связаны с клеточной стенкой. Этот 
ген участвует в разрушении чужеродных белков, как 
во время секреции, так и во внеклеточной среде [33]. 
WprA гомологичен генам группы субтилина (Spa) [24].

Помимо субтилина и низина, бациллы синтези-
руют и ряд других антимикробных пептидов. Группа 
генов эрицина включает в себя два структурных гена: 
eriA и eriS. Эрицин S и субтилин различаются только 
четырьмя аминокислотными остатками, свойства этих 
лантибиотиков сопоставимы. Однако эрицин А имеет 
другую организацию кольца и 16 аминокислотных за-
мен по сравнению с эрицином S. Это соединение ста-
новится полностью зрелым и вырабатывается в равных 
количествах с эрицином S [57]. Группа мерсацидина 
(Mrs) включает в себя гены, выполняющие разно
образные функции. MrsA – структурный; mrsM и mrsD 
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участвуют в посттрансляционной модификации; mrsT 
выполняет транспортную функцию; mrsFEG – иммун-
ную; mrsR1, mrsR2, mrsK2 – регуляторную. MrsR1 
регулирует биосинтез мерсацидина; двухкомпонентная 
регуляторная система MrsR2/K2 регулирует иммунитет 
к мерсацидину, который контролируется mrsFGE [57]. 
Гены группы фенгицина ppsA-E относятся к структур-
ным. Фенгицин подавляет рост мицелиарных грибов. 
NtdA влияет на выработку 3,3’-неотрегалозадиамина, 
который действует как аутоиндуктор, тем самым из-
меняя экспрессию собственных генов. EpsA участвует 
в процессе формирования биопленки. Ген NprB у 
B. cereus 569 влияет на секрецию протеазы B, кото-
рая необходима для созревания внеклеточного PapR. 
Гены pksA-S влияют на продукцию диффицидина. 
Штамм Bacillus subtilis 168 продуцирует чрезвычайно 
стабильный лантибиотик субланцин, представляющий 
собой S-связанный гликопептид и содержащий глюко-
зу, присоединенную к остатку цистеина, за продукцию 
которого отвечают гены sunA и sunT [31]. Оперон srfA 
кодирует субъединицы сурфактинсинтетазы, которая, 
в свою очередь, синтезирует пептидный антибиотик 
сурфактин. За счет независимой или одновременной 
гиперэкспрессии двух регуляторных генов (comA и 
sigA) у B. subtilis ZK0 продукция итурина А, подавля-
ющего рост Escherihia coli и Serratia marcescens, была 
значительно увеличена. Сверхэкспрессия обоих генов 
ингибирует образование биопленки B.  subtilis ZK0 
[61]. Таким образом, бациллы имеют развитый генети-
ческий аппарат для синтеза антимикробных пептидов 
широкого спектра действия.

Развитие омиксных технологий позволило по-
явиться принципиально новым направлениям в изучении 
как самих микробных популяций, так и особенностей 
межмикробных взаимоотношений и взаимовлияния ми-
кро- и макроорганизмов. Совместный проект MetaHIT 
(METAgenomics of the Human Intestinal Tract) включает 
в себя 15 институтов из 8 стран. Его идея заключается 
в том, что исследование геномов микроорганизмов 
даст возможность расширить знания о заболеваниях, 
возникающих из-за микробных нарушений [32]. Ис-
следования, проведенные в рамках MetaHIT, показали, 
что среди проанализированных штаммов имеется около 
3,3 миллионов различных генов, что в 150 раз больше, 
чем геноме человека. На основании созданного каталога 
были выделены энтеротипы, каждый из которых харак-
теризуется доминирующей бактерией: бактероиды, пре-
вотелла и руминококк. На данном этапе исследований 
не удалось выявить корреляции энтеротипов с географи-

ческим регионом проживания, питанием, возрастом или 
полом хозяина. Полученные знания откроют перспекти-
ву создания новых диагностических и прогностических 
инструментов, основанных на информации о геномике 
и метагеномике кишечной микробиоты. Кроме того, 
подробное описание микробиоты кишечника человека, 
ее динамики и взаимодействия с человеком-хозяином 
приведет к гораздо более полному пониманию биологии 
человека.

Заключение

Общемировой тренд к здоровому образу жизни 
и активное долголетие обусловили интерес исследо-
вателей и фармацевтов к пробиотикам. Пробиотики 
включают в себя обширную группу биологически ак-
тивных веществ – олиго- и полисахариды, пептиды, 
ферменты, ряд незаменимых аминокислот. Помимо 
медицинского аспекта, пробиотики обладают большим 
потенциалом в области сельского хозяйства, позволяя 
получать более качественные продукты животного 
происхождения. Представители рода Bacillus явля-
ются продуцентами широкого спектра биологически 
активных веществ, в том числе антимикробных пеп-
тидов. Препараты на основе спорообразующих бацилл 
обладают доказанной клинической эффективностью. 
Благодаря масштабным генетическим исследования 
бацилл выявлены генетические детерминанты и опи-
сан механизм действия противомикробных пептидов 
Bacillus. Большое разнообразие видов рода Bacillus и 
постоянное обнаружение новых, ранее не описанных 
представителей бацилл делает их перспективными кан-
дидатами при поиске новых антимикробных веществ 
и нутрицевтиков.
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The review presents data on the use of bacteria of the genus Bacillus as probiotics for humans and farm animals. The high 
frequency of dysbiotic disorders, infectious diseases and eating disorders bring to the forefront corrective therapy using probiotic 
drugs. Genomic studies have identified determinants of the synthesis of antimicrobial substances with pronounced activity, 
including against antibiotic-resistant bacteria. Also, drugs based on bacilli have proven anti-inflammatory and immunostimulating 
effects. The paper examines the advantages of Bacillus bacteria as a basis for developing effective probiotic preparations with 
proven clinical effects.
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