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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРАКОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

В номере 1 за 2026 год представлены оригинальные исследования и обзоры, отражающие современные тен-
денции развития биотехнологии, медицинской микробиологии, биоматериалов и агро-биотехнологий.

Работа А.А. Будановой и соавт. (Российский противочумный институт «Микроб») посвящена комплексной 
иммунобиологической характеристике рекомбинантных антигенов возбудителя чумы и оценке их эффективности в 
качестве бустирующего компонента живой чумной вакцины, что демонстрирует перспективность сочетания белковых 
антигенов с иммуномодуляторами для повышения специфической защиты.

А.О. Шамустакимова и А.А. Соловьёв (ВНИИСБ, ФНЦ «ВИК им. В.Р Вильямса», ВНИИКР) ис-
следуют РНК-интерактом белка EsCSDP3 растения Eutrema salsugineum у закалённых и незакалённых растений 
Arabidopsis thaliana, выявляя широкий спектр некодирующих РНК-мишеней и функциональные связи в регуляции 
ответов на холодовой стресс.

Исследование А.А. Савенковой и соавт. (Российский противочумный институт «Микроб», «Вавиловский 
университет», СГМУ им. В.И. Разумовского) обосновывает включение показателя осмоляльности в систему 
контроля качества антирабического иммуноглобулина как критического параметра, влияющего на безопасность  
и переносимость препарата и снижающего риск постинъекционных реакций.

Л.В. Катаева и коллеги (ТНИИКИП Роспотребнадзора) оценивают литические свойства экспериментальных 
серий бактериофагов Enterobacter spp. в отношении клинических и экологических штаммов из России и Вьетнама, 
выделяя фаги с высоким уровнем активности и широким спектром действия, перспективные для создания диагно-
стических, профилактических и лечебных препаратов.

Работа О.О. Бабичевой и соавт. («Вавиловский университет», СГМУ им. В.И. Разумовского) демонстри-
рует высокую эмульгирующую активность полисахаридов ряда грибов и бактерий в системах с различными маслами  
и органическими растворителями, показывая их потенциал как экологически безопасной альтернативы синтетиче-
ским эмульгаторам.

А.В. Комиссаров и соавт. (Российский противочумный институт «Микроб») разрабатывают и внедряют 
методические подходы к герметизации лиофилизированных диагностических препаратов в атмосфере инертного газа, 
обосновывая критерии герметичности и остаточного кислорода и демонстрируя кратный рост производительности 
при сохранении стабильного качества препаратов.

Исследование М.М. Сагакянц и коллег (Ростовский-на-Дону противочумный институт) посвящено микро-
биологическим и молекулярно-генетическим аспектам антибиотикорезистентности Vibrio parahaemolyticus, где по-
казано широкое распространение генов -лактамаз и других детерминант устойчивости, а также различия в частоте 
множественной резистентности между клиническими и экологическими штаммами.

А.Л. Спиридонова и соавт. (Удмуртский государственный университет, ООО «Технологии микрофлюидной 
инкапсуляции») моделируют и создают микрофлюидный генератор гидрогелевых капель для иммобилизации микро-
водорослей, оптимизируя параметры течения и демонстрируя стабильное формирование сфероидов с равномерным 
распределением клеток Scenedesmus quadricauda.

Работа А.В. Тюриной и коллег (Ростовский-на-Дону противочумный институт) описывает разработку ме-
тодического подхода к получению холерных бактериофагов Rostov-M3, Rostov-13 и ФБ1 для профилактического 
препарата, включая оптимизацию условий культивирования и многоступенчатую очистку, что позволяет увеличить 
выход фаговых частиц и обеспечить минимальное содержание бактериальных токсинов.

К.Р. Алиев и соавт. (Северо-Кавказский горно-металлургический институт) впервые исследуют эффек-
тивность дрожжей «Кодзи» для получения этилового спирта из различных сортов риса, показывая возможность 
частичного или полного исключения традиционных этапов осахаривания и тем самым упрощения и интенсификации 
технологии спиртового брожения.

В обзоре Ю.В. Сизовой и соавт. (Ростовский-на-Дону противочумный институт) систематизированы данные 
о применении бактериофагов для биологической дезинфекции поверхностей и водных объектов, обсуждаются схемы 
использования фагов как самостоятельно, так и в сочетании с другими агентами, а также перспективы внедрения 
фаговых препаратов в практику борьбы с устойчивыми патогенами.

Е.И. Подболотова и И.И. Агапов (НМИЦ ТИО им. акад. В.И. Шумакова) прослеживают эволюцию 
медицинского использования натурального шёлка от традиционных практик до современной клиники, анализируя 
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его физико-химические свойства, биосовместимость и текущие клинические ниши, где шёлк остаётся востребован-
ным биоматериалом.

Обзор А. Диабате и соавт. (МВА им. К.И. Скрябина) обобщает данные о нуклеотидных заменах в гене 
лактоферрина крупного рогатого скота, их влиянии на структуру белка, антимикробную активность и экспрессию, 
а также обсуждает потенциал LTF как селекционного маркера для повышения продуктивности, качества молока и 
резистентности животных.

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

УДК 579.842.23:341.735

ИММУНОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ РЕКОМБИНАНТНЫХ АНТИГЕНОВ 
ЧУМНОГО МИКРОБА И ОЦЕНКА ПРОТЕКТИВНОГО ПОТЕНЦИАЛА  

ИХ СОВМЕСТНОГО ПРИМЕНЕНИЯ

А.А. БУДАНОВА*, А.Ю. ГОНЧАРОВА, С.А. БУГОРКОВА

ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов

В соответствии с определенным экспертной группой ВОЗ целевым профилем разрабатываемых вакцин против чумы 
основное внимание исследователей обращено к конструированию субъединичных препаратов, основные компоненты которых 
могут быть детально охарактеризованы и изучены по механизму действия. Тем не менее, субъединичные вакцины, в силу своей 
неспособности запускать эффективный клеточно-опосредованный иммунный ответ, нуждаются в дополнительном включении 
иммуномодулирующих компонентов или применению схем прайм-бустерной вакцинации. Цель данной работы – комплексная 
иммунобиологическая характеристика рекомбинантных антигенов чумного микроба и оценка эффективности их применения в 
качестве бустирующего компонента живой чумной вакцины на модели бубонной чумы. Определены уровни продукции реком-
бинантных антигенов, синтезируемых созданными ранее рекомбинантными штаммами. Установлено наличие общих эпитопов в 
составе белковых молекул капсульного антигена чумного микроба и его растворимой формы, обусловленных аминокислотной 
последовательностью (секвенциальные эпитопы), а также продемонстрирована специфичность рекомбинантного белка Ail к 
иммунной сыворотке, полученной на данный антиген. Изучены протективные свойства бустирующего компонента после при-
менения вакцинного штамма Yersinia pestis EV НИИЭГ на модели бубонной чумы, а также оценена возможность включения 
в состав антигенного комплекса для ревакцинации азоксимера бромида в качестве иммуномодулирующего препарата. Экспе-
риментально установлено достоверное повышение средней продолжительности жизни павших животных, а также показателя 
выживаемости линейных белых мышей после включения в схему вакцинации бустирующего компонента как в сочетании с 
азоксимером бромида, так и без него, что указывает на целесообразность дальнейших исследований, направленных на подбор 
оптимальных иммуномодулирующих препаратов и изучение механизмов их действия при сочетанном применении с белковыми 
антигенами для повышения эффективной специфической профилактики чумы.

Ключевые слова: чума; живая чумная вакцина; субъединичные вакцины; F1; Ail; иммуномодулятор; протективность; 
выживаемость.

© 2026 г. Буданова А.А., Гончарова А.Ю., Бугоркова С.А.
* Автор для переписки:
Буданова Ангелина Андреевна
к.б.н., с.н.с. отдела иммунологии, ФКУН Российский противо-
чумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов 
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Введение

Сохранение напряженной эпидемиологической 
ситуации по чуме [5] в совокупности с широким распро-
странением природных очагов этой инфекции, а также 
возрастающим уровнем миграции населения, определяет 
целесообразность совершенствования существующих 
подходов, направленных на повышение эффективности 
специфической профилактики болезни, что невозможно 
без улучшения характеристик существующих противо-
чумных вакцин, а также разработки новых, эффективных 
и современных средств и схем их применения. 

Согласно позиции ВОЗ при конструировании 
чумных вакцин предпочтение отдается препаратам 
нового поколения, соответствующим по безопасности 
основным стандартам, предъявляемым ВОЗ в отно-
шении любых вакцин [11]. Превалирующее число работ 
направлено на создание субъединичных чумных вакцин, 
основными компонентами которых являются хорошо 
охарактеризованные иммунодоминантные антигены 
чумного микроба (F1 и V-антиген) [6]. Однако подоб-
ные препараты не лишены определенных недостатков: 
дорогостоящая очистка специфических белков, отличие 
конформации выделенного белка от конформации в 
организме возбудителя, слабый иммунный ответ за счет 
неспособности запускать клеточно-опосредованный им-
мунитет, отсутствие защиты в отношении штаммов чум-
ного микроба, лишенных F1 [8, 17], а также известной 
вариабельности в структуре V-антигена [13]. В качестве 
одной из актуальных проблем ведущими специалистами 
ВОЗ в области разработки чумных вакцин признается 
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поиск действенных способов повышения эффектив-
ности вакцинирующих препаратов, а также выявление 
надежных коррелятов защиты при формировании по-
ствакцинального иммунитета [11]. 

Среди подходов, обеспечивающих повышение 
иммуногенности субъединичных чумных вакцин, наи-
более перспективными являются: улучшение антигенных 
характеристик F1 и LcrV, что достигается, например, 
конструированием растворимой формы капсульного 
антигена (F1), характеризующейся повышенной иммуно-
генностью [14]; введение в состав вакцинирующего пре-
парата адъювантов, совместимых с компонентами вакцин 
и обладающих выраженным иммуногенным потенциалом, 
одобренных к применению в медицинской практике; 
применение дополнительных антигенных компонентов, 
способных усиливать иммунный ответ и протективный 
потенциал разрабатываемых субъединичных вакцин, 
например, Pla, OmpA, OmpX и Ail [3, 9]; разработка 
эффективных способов доставки компонентов вакцины в 
организм (микроинкапсулирование) [7]. В ряде случаев 
для потенцирования действия вакцины оправданным 
представляется использование иммуномодулирующих 
препаратов, например, азоксимера бромида (Полиок-
сидоний) [4, 18].

Цель данной работы – комплексная иммунобио-
логическая характеристика рекомбинантных антигенов 
чумного микроба и оценка эффективности их применения 
в качестве бустирующего компонента живой чумной 
вакцины на модели бубонной чумы.

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов, плазмиды и среды, 
использованные в работе

В работе использовали культуру вакцинного 
штамма Y. pestis EV линии НИИЭГ, культуру вирулент-
ного тест-штамма Y. pestis 231 (708); для выделения и 
очистки целевых рекомбинантных антигенов применяли 
ранее сконструированные штаммы, полученные на ос-
нове коммерческого штамма E. coli BL21 Star (DE3) 
(Invitrogen, США). Микроорганизмы выращивали на 
жидкой и плотной среде LB. Штаммы, созданные на 
основе E. coli BL21 Star (DE3) с рекомбинантными плаз-
мидами, содержащими клонированные гены, выращивали 
на LB-агаре с добавлением селективного антибиотика 
(ампициллин в концентрации 50 мкг/мл).

Очистка рекомбинантных белков
Хроматографическую очистку целевых белков 

осуществляли в комбинированных условиях согласно 

стандартному протоколу производителя коммерческого 
набора ProBondTM Purification System (Invitrogen, 
Германия).

Денатурирующий электрофорез в полиакрила-
мидном геле

Контроль экспрессии после индукции и последу-
ющего выделения белков осуществляли электрофоре-
тически. Денатурирующий электрофорез в полиакри-
ламидном геле осуществляли в вертикальной камере 
Mini-Protean® Tetra Cell (Bio-Rad) по инструкции 
фирмы производителя, при силе тока 35 мА в течение 
3 ч. Белки визуализировали окрашиванием гелей в рас-
творе Кумасси R-250. Результаты электрофоретического 
разделения регистрировали на гель-документирующей 
системе E-Box (Vilber Lourmat, Франция).

Иммуноблот
Для анализа иммуноспецифичности полученных 

препаратов рекомбинантных антигенов чумного микроба 
проводили иммуноблотинг по модифицированному мето-
ду [16]. Предварительно подвергнутые электрофорети-
ческому разделению белки культуральных дезинтегратов 
переносили на нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C 
(Amersham, США) с помощью приставки к камере для 
белкового электрофореза (Amersham, США) в соот-
ветствии с инструкцией фирмы.

Иммуноферментный анализ
Для определения уровня продукции рекомбинант-

ных антигенов сконструированными генно-инженерными 
штаммами применяли твердофазный иммуноферментный 
анализ (ИФА) с использованием антител, диагности-
ческих к IgG кролика, меченных пероксидазой (Sigma-
Aldrich США).

Двойная иммунодиффузия
Иммунодиффузионный анализ рекомбинантных 

антигенов осуществляли согласно общепринятой мето-
дике. На горизонтально расположенную обезжиренную 
стеклянную пластину аккуратно наслаивали 1% раствор 
агарозы в забуференном физиологическом растворе, 
получая равномерный слой толщиной 1–1,5 мм. После 
застывания геля вырезали лунки диаметром 4 мм и на-
носили в них изучаемые препараты. Реакцию преципи-
тации проводили в течение 16–18 часов при комнатной 
температуре во влажной камере. Преципитат выявляли 
окрашиванием красителем Кумасси R-250.

Животные
В экспериментах in vivo было использовано 

140 мышей линии BALB/c (18±2) г, полученных из 
питомника ФКУН Российский противочумный ин-
ститут «Микроб» Роспотребнадзора (г. Саратов). Все 



9

манипуляции с животными выполняли в соответствии с 
Приказом Минздрава России от 01.04.2016 № 199Н 
«Об утверждении Правил надлежащей лабораторной 
практики», Директивой № 2010/63/ЕС Европейского 
парламента и Совета Европейского союза от 22.09.2010 
«О защите животных, использующихся для научных 
целей» и «Consensus Author Guidelines for Animal Use» 
(IAVES, 23.07.2010). Протокол исследований одобрен 
Комиссией по биоэтике при ФКУН Российский научно-
исследовательский противочумный институт «Микроб» 
(протокол № 3 от 20.03.2023г.).

Оценка протективных свойств
В условиях эксперимента сравнивали протектив-

ный потенциал различных схем применения бустирующе-
го компонента (F1mut и Ail в дозе 10 мкг каждого компо-
нента в сочетании с адъювантом (Al(OH)3). Линейным 
мышам через 21 сутки после иммунизации вакцинным 
штаммом Y. pestis EV линии НИИЭГ в дозе 5000 КОЕ 
вводили подкожно бустирующий компонент (1-я группа) 
и бустирующий компонент в сочетании с иммуномоду-
лятором (азоксимера бромид) – 2-я группа. В качестве 
группы сравнения были взяты мыши, иммунизированные 
только вакцинным штаммом (3-я группа), и интактные 
животные (группа контроля). В экспериментальные 
группы и группу сравнения были взяты по 40 животных, 
контрольная группа состояла из 20 мышей.

Моделирование чумной инфекции
Бубонную чуму моделировали на 21-е сутки после 

применения бустирующего компонента путем подкожной 
инокуляции 0,2 мл культуры вирулентного тест-штамма 
Y. рestis 231 в дозе 400 ЛД50. Наблюдение за животны-
ми осуществляли в течение 20 дней. Гибель биомодели 
от чумы подтверждали наличием чумного микроба в 
посевах крови на бульон Хоттингера (рН 7,2) и органов 
на агар Хоттингера (рН 7,2) с гемолизированной кро-
вью и генцианвиолетом, а также соответствующей для 
чумной инфекции патологоанатомической картиной. У 
животных определяли показатели выживаемости (про-
центное соотношение выживших на конец эксперимента 
животных к общему количеству взятых в эксперимент 
животных данной группы), средней продолжительности 
жизни павших в эксперименте животных (СПЖ), а 
также длительность инкубационного периода до мани-
фестации заболевания.

Статистические методы
Статистическую обработку экспериментальных 

данных проводили с использованием стандартного пакета 
программ «Microsoft Office Excel 2010». Достоверность 
различий сравниваемых величин оценивали с помощью 

парного t-критерия Стьюдента. Статистически значи-
мыми считали различия при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

Анализ уровней продукции целевых антигенов 
полученными рекомбинантными штаммами

Одним из подходов, направленных на повышение 
иммуногенности капсульного антигена чумного микроба, 
а следовательно и повышение эффективности субъеди-
ничных чумных вакцин, является конструирование так 
называемой растворимой формы капсульного антигена 
[8]. В данной работе методом твердофазного ИФА c 
применением специфичных кроличьих иммунных сыво-
роток, полученных к рекомбинантным антигенам, а также 
стандартных растворов данных антигенов, определены 
уровни продукции целевых продуктов сконструирован-
ных нами ранее рекомбинантных продуцентов, созданных 
на основе коммерческого штамма E. coli BL21 Star (DE3) 
[1]. В качестве стандартных растворов антигенов при-
менялись хроматографически очищенные рекомбинант-
ные антигены чумного микроба, концентрация которых 
была известна. Концентрация стандартного раствора 
капсульного антигена составляла 1,079 мг/мл, его рас-
творимой формы 0,726 мг/мл, рекомбинантного белка 
Ail 0,687 мг/мл.

Продукция капсульного антигена рекомбинант-
ным штаммом E. coli BL21 Star (DE3)/pET32a (F1) 
составила 1,05 мкг/мл, продукция растворимой формы 
капсульного антигена штаммом E. coli BL21 Star (DE3)/
pET32a (F1mut) – 5,67 мкг/мл, продукция белка Ail 
сконструированным штаммом E. coli BL21 Star (DE3)/
pET32a (Ail) – 343,5 мкг/мл. 

Анализ иммуноспецифичности рекомбинант-
ного капсульного антигена, его растворимой формы 
и белка Ail чумного микроба

В реакции иммуноблота с иммунной сывороткой, 
полученной к рекомбинантному капсульному антигену, 
на уровне электрофоретической подвижности белков F1 
и F1mut отмечено образование детектируемого иммунного 
комплекса (рисунок 1). 

Ранее проведенный анализ иммуноспецифичности 
рекомбинантного капсульного антигена чумного микроба 
и его растворимой формы, основанный на использовании 
ферментной метки (дот-анализ), показал, что очищен-
ные на никель-хелатном сорбенте препараты указанных 
антигенов практически с одинаковой интенсивностью 
взаимодействуют с иммунной сывороткой, полученной к 
рекомбинантному капсульному антигену чумного микроба 

А.А. Буданова и др., с. 7–14
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[1]. По результатам сравнительной иммунодиффузии вы-
явлены идентичные антигенные детерминанты капсуль-
ного антигена чумного микроба и его растворимой формы, 
а также отмечена специфичность рекомбинантного белка 
Ail к иммунной сыворотке, полученной на данный анти-
ген (рисунок 2).

Рис. 1. Результаты денатурирующего электрофореза 
в ПААГ и иммуноблота рекомбинантных антигенов 
с иммунной сывороткой: 1 – маркер молекулярных 
масс; 2 – очищенный на никель-хелатном сорбенте 
препарат рекомбинантного F1; 3 – очищенный на 
никель-хелатном сорбенте препарат растворимой 
формы F1; 4 – иммуноблоттинг препарата очищенного 
рекомбинантного F1; 5 – иммуноблоттинг препарата 
растворимой формы F1

Рис. 2. Результат иммунодиффузионного анализа 
препаратов хроматографически очищенных рекомби-
нантных антигенов чумного микроба с кроличьими 
иммунными сыворотками: А – кроличья иммунная 
сыворотка, полученная к рекомбинантному белку Ail. 
Б – кроличья иммунная сыворотка, полученная к ре-

комбинантному F1. В – кроличья иммунная сыворотка, 
полученная к растворимой форме F1 (F1mut). 1,5 – пре-
парат хроматографически очищенного рекомбинантного 
белка F1. 2 – препарат хроматографически очищенного 
белка F1mut. 4 – препарат хроматографически очищен-
ного рекомбинантного белка Ail. В качестве контроля 
применялся фосфатно-солевой буфер (3,6)

Изучение протективных свойств сочетанного при-
менения рекомбинантных антигенов чумного микроба 
(растворимой формы капсульного антигена и белка Ail)

Установлено (рисунок 3.I), что показатель выжива-
емости животных во всех экспериментальных группах был 
существенно выше указанного показателя для контрольной 
группы. У животных экспериментальных групп (1 и 2) от-
мечено увеличение выживаемости как по сравнению с кон-
тролем, для которого процент павших животных составил 
100%, так и с группой сравнения (группа 3). Показатели 
выживаемости белых мышей в экспериментальных группах 
(1 и 2) составляли 62% и 76% соответственно, что пре-
вышало значения аналогичных показателей для мышей, 
иммунизированных только Y. pestis EV НИИЭГ (44%) 
в 1,4 и 1,7 раза соответственно.

I

II
Рис. 3. Влияние совместного применения рекомбинант-
ных антигенов чумного микроба в схемах ревакцинации 
против чумы на выживаемость (I) и продолжительность 
жизни белых мышей линии Balb/с (II) в условиях под-
кожного заражения 400 ЛД50 Y. pestis 231
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Зарегистрировано увеличение СПЖ, а также 
инкубационного периода в среднем на 24–48 часов, в 
схемах применения бустирующего компонента как в со-
четании, так и без азоксимера бромида по сравнению с 
группой мышей, иммунизированных только вакцинным 
штаммом Y. pestis EV НИИЭГ. Так, если у животных 
группы 1 СПЖ составила 6,5 суток, в группе 2 – 6,1 
суток, то для животных, иммунизированных только вак-
цинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ – 5,8 суток (в 
контроле – 3,5 суток) (рисунок 3.II).

Заключение

В качестве высокоэффективных продуцентов 
иммуногенных антигенов широкое применение находят 
штаммы E. coli [12, 15]. В данной работе методами им-
мунохимического анализа определены уровни продукции 
рекомбинантных антигенов продуцентами, созданными 
на основе коммерческих штаммов E. coli. Полученные 
данные подтверждают описанные ранее в работах за-
рубежных авторов сведения о более высокой продукции 
растворимой формы капсульного антигена по сравнению 
с нативной формой, что объясняется особенностями 
фолдинга белковой молекулы [14]. Применение методов 
серологического анализа позволило подтвердить спец-
ифичность полученных рекомбинантных антигенов чум-
ного микроба, а также установить в структуре капсуль-
ного антигена и его растворимой формы наличие общих 
эпитопов в составе белковых молекул, обусловленных 
аминокислотной последовательностью (секвенциальные 
эпитопы), что подтверждается ранее полученными ре-
зультатами дот-иммуноанализа.

Выявленные преимущества сочетанного примене-
ния бустирующего компонента с азоксимером бромида 
укладываются в диапазон ранее полученных данных о 
способности указанного иммуномодулятора повышать 
эффективность применения вакцинного штамма Y. pestis 
EV НИИЭГ [4] и свидетельствуют о перспективности 
дальнейших исследований, направленных на подбор 
оптимальных иммуномодулирующих препаратов для 
сочетанного применения с белковыми антигенами. Полу-
ченные результаты сопоставимы с данными отечествен-
ных и зарубежных исследователей [2, 10] о возможности 
применения субъединичных вакцин в качестве бустиру-
ющего компонента в существующей схеме вакцинации 
против чумы для усиления гранд-иммунитета.

Таким образом, с применением иммунохимических 
методов доказана специфичность полученных в работе 
рекомбинантных антигенов чумного микроба, а также 

определена продукция целевых иммуногенов сконстру-
ированными штаммами-продуцентами. Установлен факт 
повышения протективного эффекта живой чумной вакцины 
при применении в качестве бустирующего компонента оха-
рактеризованных рекомбинантных антигенов. Выявленные 
преимущества включения иммуномодулирующего препарата 
в состав бустирующего компонента расширяют возмож-
ности совершенствования схем вакцинации против чумы.
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IMMUNOCHEMICAL ANALYSIS OF RECOMBINANT ANTIGENS  
OF THE PLAGUE MICROBE AND EVALUATION OF THE PROTECTIVE 

POTENTIAL OF THEIR COMBINED USE

A.A. BUDANOVA, A.Yu. GONCHAROVA, S.A. BUGORKOVA

Russian Anti-Plague Institute «Microbe» Rospotrebnadzor, Saratov, Russian Federation

In accordance with the target profile of the developed plague vaccines defined by the WHO expert group, the main attention of 
researchers is paid to the design of subunit preparations, the main components of which can be characterized in detail and studied by the 
mechanism of action. However, subunit vaccines, due to their inability to trigger an effective cell-mediated immune response, require 
additional inclusion of immunomodulatory components or the use of prime-boost vaccination schemes. The purpose of this work is a 
comprehensive immunobiological characterization of recombinant antigens of the plague microbe and an assessment of the effectiveness 
of their use as a boosting component of a live plague vaccine on a bubonic plague model. The production levels of recombinant antigens 
synthesized by previously created recombinant strains were determined. The presence of common epitopes in the protein molecules of the 
capsular antigen of the plague microbe and its soluble form, determined by the amino acid sequence (sequential epitopes), was established, 
and the specificity of the recombinant Ail protein to the immune serum obtained for this antigen was demonstrated. The protective properties 
of the boosting component after the use of the vaccine were studied strain Yersinia pestis EV NIIEG on the model of bubonic plague, 
and also assessed the possibility of including azoximer bromide as an immunomodulatory drug in the antigen complex for revaccination. 
A reliable increase in the average life expectancy of dead animals, as well as the survival rate of linear white mice after the inclusion of a 
booster component in the vaccination scheme both in combination with azoximer bromide and without it, was experimentally established, 
which indicates the feasibility of further studies aimed at selecting optimal immunomodulatory drugs and studying the mechanisms of their 
action when used in combination with protein antigens to increase the effectiveness of specific plague prevention.

Keywords: plague; live plague vaccine; subunit vaccines; capsular antigen of the plague microbe; Ail; immunomodulator; 
protectiveness; survival.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.214.5

НЕКОДИРУЮЩИЕ РНК КАК ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ МИШЕНИ БЕЛКА  
EsCSDP3 РАСТЕНИЯ EUTREMA SALSUGINEUM (PALL.)

А.О. ШАМУСТАКИМОВА1,2*, А.А. СОЛОВЬЁВ1,3

1 Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной биотехнологии, г. Москва, Россия 
2 Федеральный научный центр кормопроизводства и агроэкологии им. В.Р. Вильямса, Московская обл., г. Лобня 

3 Всероссийский центр карантина растений, Московская обл., г. Раменское

РНК-связывающие белки (RBPs) – это ключевые регуляторы посттранскрипционных процессов, контролирующие 
судьбу молекул РНК в клетке. Они участвуют в сплайсинге, стабилизации, транспорте, трансляции и деградации РНК, обе-
спечивая точную настройку экспрессии генов в ответ на внешние и внутренние сигналы. В настоящей работе с применением 
разработанного нами ранее метода Halo-RPD (HaloTag RNA PullDown) и последующего высокопроизводительного секве-
нирования был исследован РНК-интерактом белка EsCSDP3 растения Eutrema salsugineum у закалённых и незакалённых 
растений Arabidopsis thaliana. Результаты показали, что среди большого пула кодирующих РНК, был обнаружен широкий 
спектр некодирующих РНК, на основании чего выявлены функциональные взаимосвязи в работе белка как при оптимуме 
температур, так и после холодового закаливания.

Ключевые слова: Eutrema salsugineum; Arabidopsis thaliana; РНК-мишени; некодирующие РНК; белок с доменом 
холодового шока; EsCSDP3; Halo-RPD. 
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Введение

Для глубокого понимания процессов роста, раз-
вития и адаптации растений необходимо детальное 
исследование механизмов восприятия, обработки, 
передачи и формирования ответных реакций на внеш-
ние стимулы. Посттранскрипционная регуляция этих 
механизмов представляет собой одну из наиболее тон-
ко настраиваемых систем в растительном организме. 
РНК-связывающие белки (RBPs) играют ключевую 
роль в функционировании данной системы, обеспечивая 
ее слаженную работу. RBPs представляют собой белки 
с разнообразными структурными характеристиками. 
В геноме модельного растения Arabidopsis thaliana 
кодируется более 2700 RBPs [19], часть из которых 
регулирует широкий спектр биологических процессов, 
начиная от организации хроматина и заканчивая транс-
ляцией и модификацией РНК, как в нормальных усло-
виях роста и развития, так и при воздействии стрессовых 
факторов [13]. 

Согласно доменной структуре, РНК-связывающие 
белки, как правило, подразделены на группы. Одна из 
крупных групп именуется GRPs (от англ. glycine rich 
proteins – глицин-богатые белки). Эта группа получила 
своё название благодаря наличию на С-конце белков 
протяжённых участков, обогащённых глицином. В 
свою очередь, GRPs подразделяются на три класса в 
зависимости от архитектуры и комбинации доменов в 
своём составе [16]. К третьему классу относят белки с 
доменом холодового шока (CSDPs). Домен холодового 
шока (Cold Shock Domain, CSD) представляет собой 
один из наиболее эволюционно консервативных доменов, 
известных на сегодняшний день [5]. CSDPs растений 
содержат непосредственно домен холодового шока и 
цинковые пальцы ретровирусного типа (CCCH). В 
ряде научных исследований было продемонстрировано, 
что как сам домен, так и каждый из цинковых пальцев 
обладают способностью связывать РНК [3]. Для ис-
следования РНК-связывающих белков применяются 
как традиционные методы, такие как выделение, очист-
ка, определение аминокислотной последовательности и 
установление локализации белка, так и специфические 
подходы для анализа РНК-связывающей активности 
и идентификации РНК-мишеней. Работ по поиску и 
анализу РНК-мишеней растений на настоящий момент 
не так много. Что касается GRP белков, то наиболее 
изученным на данный момент является GRP7. На-
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пример, РНК-мишени этого белка искали при помощи 
метода RIP-qPCR [31]. Метод сочетал в себе РНК-
иммунопреципитацию с обработкой растительной ткани 
формальдегидом для создания обратимых сшивок и по-
следующую количественную ПЦР генов-кандидатов. С 
помощью метода iCLIP-seq для данного белка удалось 
найти сайты связывания с РНК [17].

Несмотря на растущий интерес к изучению РНК-
связывающих белков, существует множество пробелов в 
изучении их свойств и идентификации истинных РНК-
мишеней. 

В ходе научных исследований, проводимых в 
нашей лаборатории, был впервые идентифицирован 
ген EsCSDP3 (ранее TsCSDP3) у растения Eutrema 
salsugineum. Установлено, что экспрессия данного 
гена активируется при низких температурах. Продукт 
гена, кодируемый EsCSDP3, обладает способностью 
связывать и плавить ДНК и РНК-биконы. Eutrema 
salsugineum (Pall.). является экстремофитом, устой-
чивым к высоким концентрациям солей, экстремально 
низким температурам и засушливым условиям [7]. Ранее 
в нашей лаборатории было показано, что сверхэкспрессия 
гена EsCSDP3 в растениях A. thaliana, подвергшихся 
холодовому закаливанию, способствует повышению их 
морозоустойчивости [25].

Цель данной работы заключалась в поиске 
РНК-мишеней белка, кодируемого геном EsCSDP3, в 
трансгенных растениях Arabidopsis thaliana до и после 
холодового закаливания.

Материалы и методы

В качестве объектов исследования были использо-
ваны два вида растений: Arabidopsis thaliana (Columbia) 
и Eutrema salsugineum, экотип Якутск (Республика 
Саха, 61°N; 130°E). 

Получение генетических конструкций и транс-
генных растений

Ген EsCSDP3 был амплифицирован и клонирован 
в модифицированный нами вектор pet28 (несущий белок 
HaloTag) для трансформации штамма Е. coli. Векторы 
pBI121 и pet28-EsCSDP3-HaloTag были обработаны 
рестриктазами Sac1 и Xba1. Фрагменты, полученные 
после рестрикции, были лигированы с помощью T4 
DNA Ligase (Thermoscientific, США). Лигирующая 
смесь была трансформирована в культуру клеток мето-
дом электропорации, культура клеток рассеяна на чашки 
со средой LB. Выросшие колонии были проверены с 
помощью ПЦР с праймерами F-pBI-sec и R-pBI-sec 
(таблица 1). 

Таблица 1
Праймеры, использованные для проверки клонов E. coli и A. thaliana

Название праймера Последовательность
F-pBI-sec 5’-AGT GGA TTG ATG TGA TAT CTC C-3’
R-pBI-sec 5’-ATC TCA TAA ATA ACG TCA TGC ATT A-3’

Halo sec F2 5’-GGG-GTC-GAA-TGG-AAA-GCC-3’

Далее плазмида была наработана в клетках Е. coli 
и выделена с помощью набора QIAprep Spin Miniprep 
Kit (QIAGEN, Германия). Полученной конструкцией 
методом электропорации была трансформирована куль-
тура клеток A. thaliana и рассеяна на чашки со средой LB. 
Выросшие колонии были проверены с помощью ПЦР 
с использованием праймеров F-pBI-sec и R-HaloseqF2 
(см. таблицу 1).

Далее с каждого варианта был отобран единичный 
клон, высеян в пробирку с 10 мл питательной среды LB, 
антибиотиками: канамицином и рифампицином. Вы-
ращивали бактерию 24 часа в качалке при 180 об/мин. 
Трансгенные растения, несущие целевую конструкцию, 
получали с помощью агробактериальной трансформации 
методом «Floral dip» [33]. С растений были собраны 

семена и высажены на питательную среду с селективным 
фактором канамицином.

Подтверждение экспрессии белка EsCSDP3-
HaloTag

В общей сложности было получено пять растений, 
устойчивых к канамицину. Экспрессию белка подтверж-
дали при помощи красителя TMR ligand (Promega 
Corporation, США). На определение брали 20–100 мг 
листьев растений. Листья растирали в буфере: 50 mмM 
HEPES, 150 мМ KCl, 1 мМ DTT, 10 мкМ ZnSO4 с 
добавлением PMSF и коктейля ингибиторов протеиназ. 
Лизат центрифугировали 5 минут на 14 000 об/мин 
при 4 °С. Из лизата отбирали 29 мкл и добавляли к 
нему 1 мкл TMR ligand (Promega Corporation, США) 
в концентрации 50 мкМ. Инкубировали в темноте при 
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комнатной температуре 15 минут, добавляли 10 мкл 2Х 
SDS загрузочного буфера, прогревали 3 минуты при 
70 °С и наносили на полиакриламидный гель. После 
электрофореза гель помещали в денситометр и измеряли 
флуоресценцию на длине волны 580 нм.

Поиск РНК-мишеней с помощью метода Halo-
RPD

В эксперименте по поиску РНК мишеней белка 
EsCSDP3 использовали T3 поколение растений араби-
допсиса с подтверждённой экспрессией белка EsCSDP3-
HaloTag. На четвёртую неделю после посадки с данных 
растений были собраны навески ткани молодых листьев 
и заморожены в жидком азоте для последующего ис-
пользования. После этого те же растения подвергали 
на протяжении трех недель закаливанию при 4 °С. По 
истечению этого времени с них были собраны навески 
листьев и заморожены.

Для эксперимента использовали по 100 мг пред-
варительно замороженной в жидком азоте листовой 
ткани. Гомогенизацию проводили в охлаждённых ступках 
с помощью пестиков. Ткань помещали в ступку, наливали 
небольшое количество жидкого азота и гомогенизировали 
до образования порошкообразной массы. Полученный 
порошок быстро переносили в пробирку, содержащую 
350 мкл лизирующего буфера следующего состава: 50 
мМ HEPES-буфер (pH 7.5), 150 мМ KCl, 0.5% Triton 
X-100, 0,1% Tween20, 0.1 мМ бензамидина HCl, 55 
мкМ пенантролина, 10 мкМ бестатина, 20 мкМ леупеп-
тина, 5 мкМ пепстатина A, 1 мМ PMSF, 1мМ ДТТ, 100 
мкМ ZnSO4 и 0.4 ед/мкЛ RiboLock™ (Thermo Fisher 
Scientific, США). Далее следовали разработанному нами 
ранее методу Halo-RPD [23]. Суть метода заключалась 
в инкубировании лизата трансгенных растений со смолой 
Halolink (Promega Corporation, США) для связывания 
химерного белка в комплексе с РНК. В дальнейшем 
смолу осаждали центрифугированием и отмывали от 
неспецифической РНК. В пробирку с промытой смолой 
добавляли раствор Extract RNA и выделяли РНК.  

Секвенирование и биоинформатическая обра-
ботка

Полученные растворы РНК, использовали для 
синтеза первой цепи кДНК. Всю пробоподготовку 
осуществляли с помощью набора Truseq LT + RiboZero 
deplete (Illumina, США), следуя протоколу. Секвениро-
вание осуществляли на приборе MiSeq (Illumina, США), 
парноконцевыми прочтениями размером 150 п.н. с каждой 
стороны. Осуществляли контроль качества прочтений с 
помощью программы FastQC. Избавлялись от адаптеров 
в программе Trimmomatic (https://github.com/timflutre/

trimmomatic). Обработанные данные загружали в об-
лачную платформу Galaxy (https://galaxyproject.org/), 
где проводили картирование на геном A. thaliana версии 
TAIR 10 при стандартных параметрах. Подсчитывали 
количество фрагментов для парноконцевых прочтений, 
используя программу Rsubread (https://github.com/
bioconductor-source/Rsubread). Осуществляли сорти-
ровку данных, при которой удаляли все гены с нулевым 
счётом, а также встречающиеся только у одного расте-
ния. Итоговая таблица содержала список транскриптов, 
обнаруженных у двух и более анализируемых растений, и 
количество фрагментов, приходящихся на данные локусы.

Название генов в каждой подгруппе копировали 
и вставляли в поисковую строку программы «ShinyGo» 
(https://bioinformatics.sdstate.edu/go77/). Анализиро-
вали группы на функциональное обогащение терминами 
генной онтологии по участию в биологических процессах.

Результаты и обсуждение

Белки с доменом холодового шока являются ин-
тересными объектами для изучения РНК-связывающей 
способности, поскольку содержат в своём составе не-
сколько доменов. По литературным данным, полученным 
на белке арабидопсиса CSDP1, известно, что N-концевая 
часть связывает поли-U, тогда как C-концевая – поли-G 
[10]. Поскольку истинные мишени до настоящего мо-
мента не известны, можно предположить, что такая 
предпочтительность приведёт к связыванию с большим 
спектром РНК. 

В настоящем исследовании мы использовали 
трансгенные растения A. thaliana, экспрессирующие 
химерный белок EsCSDP3-HaloTag для поиска натив-
ных РНК мишеней. В качестве подхода использовали 
соосаждение РНК-белковых комплексов и дальнейший 
анализ полученного пула РНК с использованием высоко-
производительного секвенирования. 

По результатам биоинформатического анализа на 
платформе Galaxy [8] была составлена таблица, содержа-
щая список обнаруженных транскриптов хотя бы у двух 
из пяти проанализированных растений до прохождения 
холодового закаливания и после. Для облегчения анализа, 
полученные транскрипты были отнесены к четырём под-
группам (таблица 2).

Как видно из таблицы, в исследовании было 
обнаружено большое число как мРНК, так и разноо-
бразный спектр некодирующих РНК. В данной статье 
рассмотрим подробнее представителей группы нкРНК, 
обнаруженных нами (рисунок 1).
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Таблица 2
Количественное распределение видов РНК, обнаруженных в элюате химерного белка EsCSDP3-HaloTag у 

закалённых и незакалённых растений A. thaliana

Группа Подгруппа РНК обранаружены в 
элюате:

Обнаруженные виды РНК и их количество, ед.

мРНК рРНК днРНК мяРНК мякРНК нкРНК пре-
микроРНК

до холодового 
закаливания

2ДЗ
двух растений

402 3 7 4 1 1

3ДЗ
трёх и более растений

30 2 2 1

после холодового 
закаливания

2ПЗ
двух растений

104 5 3 1

3ПЗ
трёх и более растений

31 2 1

Как видно из диаграммы, ряд транскриптов был 
обнаружен как в образцах до, так и после холодового 
закаливания. Подавляющее большинство уникальных 
транскриптов было обнаружено в элюате с незакалённых 
растений. Далее рассмотрим представителей каждого 
вида некодирующих РНК поподробнее. 

Длинные некодирующие РНК (днРНК)
При анализе последовательностей в подгруппе 

2ДЗ, был обнаружен нестабильный транскрипт GUT15 
(от англ. gene with unstable transcript). Впервые он был 
идентифицирован в табаке, как ген, у которого отсут-
ствует открытая рамка считывания [27]. Его индукция 
наблюдалась в ряде экспериментов, но лишь в 2018 
году удалось установить, что некоторые изоформы этой 

длинной некодирующей РНК несут в себе стабильный 
тРНК-подобный транскрипт, тогда как другие кодируют 
малую РНК GUT15-tRF-F5. [20]. На настоящий мо-
мент роль первоначального транскрипта и генерируемых 
из него форм остаётся неизвестна.

Среди других длинных некодирующих РНК 
были обнаружены транскрипты: AT1G07017 у трёх 
растений в подгруппе 3ДЗ, а также AT5G07745 и 
AT4G04565 у двух растений из той же группы. В элю-
атах двух закаленных растений было идентифицировано 
4 РНК (AT1G04047, AT3G01845, AT3G06355 и 
AT4G04565). Примечательно, что РНК AT4G04565 
присутствовала как у адаптированных, так и у незака-
лённых растений.

Рис. 1. Некодирующие РНК, обнаруженные в элюате химерного белка EsCSDP3-HaloTag  
у закалённых и незакалённых трансгенных растений A. thaliana
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Литературных данных по указанным некодирую
щим РНК практически нет. Есть сведения лишь для 
AT5G07745, для которой было показано, что из длинной 
РНК синтезируется малая РНК, причём при продол-
жительном воздействии холодового стресса продукция 
малой РНК значительно снижалась [28]. 

Обнаруженная в обеих группах 7SL РНК также 
относится к длинным некодирующим РНК. Она входит 
в состав эукариотической частицы узнавания сигнала (от 
англ. signal recognition particle, SRP), которая инициирует 
ко-трансляционное встраивание секреторных белков в 
эндоплазматический ретикулум [32].

Малые ядерные и ядрышковые РНК (мяРНК 
и мякРНК)

Среди некодирующих РНК, присутствующих в 
большинстве образцов, как с закалённых, так и с неза-
калённых растений, были найдены транскрипты малой 
ядерной РНК U1 (мяРНК). Малые ядерные мяРНК, 
наряду с белковыми факторами, являются компонента-
ми сплайсосомного комплекса. Транскрипты U2 были 
обнаружены в подгруппах 2ДЗ и 2ПЗ. У арабидопсиса 
U2 представлено семейством генов, различающихся по 
длине и первичной последовательности и, по-видимому, 
такое их разнообразие говорит о спектре выполняемых 
функций каждой из изоформ [30]. Из рисунка 1 видно, 
что обе группы объединяло наличие изоформ U2.7, 
U2.6 и U2.3, тогда как остальные (U2.10, U2.4, U2.5 
и U2.9) были обнаружены исключительно у неказалён-
ных растений. 

Большой спектр малых ядрышковых РНК 
(мякРНК) был обнаружен лишь в группе 2ДЗ у двух 
растений. Такой тип РНК участвует в метилировании и 
уридинилировании рРНК, тРНК и мяРНК. Из четы-
рёх найденных в данном исследовании (AT1G06463, 
AT1G08643, AT2G04965, AT2G07605) лишь для 
AT1G08643 (SNOR146) имеется информация в науч-
ной литературе. Так, было показано, что солевой стресс 
способствует переключению между производством 
мякРНК и мРНК [4]. Из данных двугибридного 
дрожжевого анализа известно, что белок AtCSDP3 
арабидопсиса локализуется как в цитоплазме, так и в 
ядре. Мы также на трансгенных растениях, экспрес-
сирующих химерный белок EsCSDP3-HaloTag, по-
казали ядерно-цитоплазматическую локализацию [1]. 
Отсюда можно сделать предположение, что наличие 
транскриптов U1 и U2 может указывать на косвенное 
или прямое взаимодействие белка с мяРНК и мякРНК 
в процессе роста и развития, а также для регуляции 
стрессового ответа. 

Рибосомальные РНК (рРНК)
В нашей работе во всех десяти элюатах обнару-

живалось наличие транскриптов 18S и 5.8S рРНК. 
Наблюдаемое явление было недавно описано и для 
Lin28 – белка с доменом холодового шока животных. 
Несмотря на то, что главной и широко изученной мише-
нью этого белка является микроРНК let-7, 75% сайтов 
посадки приходится на рибосомальные и мРНК. Среди 
рибосомальных, белок предпочтительнее связывался 
именно с 5S и 5.8S рРНК [24]. Что касается расте-
ний, то для белка AtRH7, который является партнёром 
ортологичного белка AtCSP3 арабидопсиса, показано 
влияние на накопление 35S и 18S прекурсоров рРНК 
[15]. Учитывая этот факт, авторы предположили, что 
AtCSP3 и AtRH7 регулируют биогенез рибосом, взаи-
модействуя в ядрышке.

Пре-микроРНК miR5642a 
При анализе полученных данных среди карти-

рованных ридов как в образцах до-, так и после хо-
лодового закаливания, было обнаружено присутствие 
пре-микроРНК miR5642a. По литературным данным 
известно, что её зрелый вариант входит в список наиболее 
дифференциально экспрессирующихся при холодовом 
стрессе [2]. Поиск РНК-мишеней данной микроРНК 
в базе данных RNAInter [9] показал наличие 41 транс-
крипта различных генов (рисунок 2). 

Сервис RNAInter также располагает информацией 
о РНК-связывающих белках-партнёрах. На рисунке  
2 можно заметить наименования трёх белков: GRP7,  
lin-28a и lin-28b. Все они интересны тем, что напрямую 
или косвенно связаны с белками холодового шока рас-
тений. Так, GRP7, как и CSDPs относится к глицин-
богатым белкам и что более значимо, в публикации Kim 
M.H. с коллегами [11] был идентифицирован, как белок 
– партнёр AtCSDP3 арабидопсиса. Из 41 транскрипта, 
представленного на рисунке, GRP7 связывался с 24 
мРНК, чью экспрессию регулирует miR5642a. Lin-28 
изоформы a и b представляют собой белки с доменом 
холодового шока млекопитающих и являются фактора-
ми роста индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток [24]. Что примечательно, как видно из рисунка 
2, белки семейства lin28 связывают РНК-транскрипты 
ортологов генов HMGB3, PHB2 и MSL3. Белки груп-
пы высокой мобильности (от англ. High mobility group 
B), найденные в ядрах эукариот, участвуют в процес-
сах репликации, транскрипции и сборки нуклеосом. У 
арабидопсиса это семейство насчитывает восемь пред-
ставителей. В частности, ген HMGB3 обладает повы-
шенной экспрессией при холодовом стрессе [12]. Белок, 
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кодируемый геном PHB2, относится к эволюционно 
консервативным белкам, принимающим участие в таких 
процессах как: сигналинг, регуляция клеточного цикла, 
митохондриальное дыхание, клеточная смерть и старение 
[29]. Ген MSL3 кодирует белок механочувствительного 
канала, который открывается в ответ на растяжение ли-

пидного бислоя. За счёт этого изменяется поток ионов, 
что контролирует деление, форму и размер пластид [6].

В результате группировки генной онтологии (GO) 
предсказанных мишеней miR5642a по участию в биоло-
гических процессах было выявлено 45 групп. В таблице 
3 показан топ 10.

Рис. 2. мРНК-мишени mir5642a по результатам запроса в базе данных RNAInter

Таблица 3
Функциональное обогащение терминами генной онтологии при группировке мРНК-мишеней,  

предсказанных для микроРНК miR5642a сервисом RNAInter
Ожидаемая 

доля ложных 
отклонений 

(FDR)

Количество 
генов

Количество 
генов в пути 
регуляции

Избыточная 
представленность Пути регуляции

8.7E-02 7 1845 4.6 Организация органелл

1.2E-01 4 1318 3.6 Трансмембранный транспорт

8.7E-02 3 194 18.6 Организация митохондрий

1.2E-01 3 760 4.7 Регуляция ответа на стимул

1.2E-01 3 633 5.7 Регуляция ответа на температурный стимул

1.3E-01 3 855 4.2 Ионный транспорт

1.5E-01 3 993 3.6 РНК процессинг

9.0E-02 2 118 20.4 Регуляция АБК-активируемого сигнального пути

9.0E-02 2 118 20.4 Регуляция ответа на алкоголь

9.0E-02 2 118 20.4 Регуляция клеточного ответа на алкоголь

Примечание: АБК – абсцизовая кислота.
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Как видно таблицы 3, наибольшее число генов-
мишеней mir5642a было задействовано в организации 
органелл. В целом, отмечены гены, ответственные за ре-
гуляцию ответа на стимул (температура, АБК, алкоголь), 
а также трансмембранный транспорт и РНК-процессинг. 

Помимо этого, было семь генов, не распределен-
ных по группам GO, но имеющих упоминания в литера-
турных источниках. Так, ген UGT76C1 кодирует UDP-
гликозилтрансферазу, модулирующую цитокининовый 
ответ, путём N-гликозилирования цитокинина [21]. Ген 
IQD5 кодирует ассоциированный с микротрубочками 
белок, который принимает участие в развитии эпидермы 
листа, регуляции биосинтеза целлюлозы и анизотропном 
росте клетки [18]. Ген AT5G64730 кодирует белок с 
WD40-доменом. Мутация в этом гене приводит к гло-
бальному снижению накопления эндогенных микроРНК. 
Белок способствует транскрипции первичных микроРНК 
(pri-microRNA) путём увеличения присутствия РНК-
полимеразы II на промоторах микроРНК-кодирующих 
генов [14]. Ген AT3G62940 кодирует деубиквитиназу. 
Было показано, что белок, находясь в ядре, участвует в 
регуляции транскрипции основных генов-репрессоров 
цветения, путём модификации хроматина [22].

Таким образом, присутствие в элюате прекурсора 
микроРНК в целом согласуется с полученными нами 
раннее данными о предпочтительности связывания бел-
ком EsCSDP3 шпилечных структур [26].

Заключение 

Проведённое нами исследование позволило найти 
и частично охарактеризовать потенциальные некодирую-
щие РНК-мишени белка EsCSDP3. Анализ литературы 
показал, что экспериментально подтверждённые бел-
ковые партнёры AtCSP3 связывают некоторые РНК-
мишени, которые были обнаружены нами в комплексе с 
белком EsCSDP3. Так, функциональные взаимосвязи 
удалось установить для белка AtRH7, чья локализация 
в комплексе с AtCSP3 в ядре, по-видимому, регулирует 
биогенез рибосом. Также интересно отметить, что белок-
партнёр GRP7 по данным базы RNAInter связывает 
мРНК ряда белков, на которые направлена работа зрелой 
микроРНК miR5642a. Нами также были обнаружены 
длинные некодирующие РНК, не имеющие упоминания 
в литературе, а также различные изоформы мяРНК и 
ряд неохарактеризованных мякРНК. 

Таким образом, проведённое нами исследование 
расширяет представления о роли EsCSDP3, как РНК-
связывающего белка, и открывает новые направления 

для изучения молекулярных механизмов холодового 
закаливания. 

Работа выполнена при поддержке Государствен-
ной программы № 0574-2014-0017 и РФФИ (грант 
№ 14-04-32260) с использованием научного обору-
дования ЦКП «Биотехнология» ВНИИСБ (Москва, 
соглашение RFMEFI62114×0003).
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В целях обеспечения надлежащего качества антирабического иммуноглобулина требуется внедрение эффективных 
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Введение

Концентрация осмотически активных веществ 
в растворах, предназначенных для парентерального 
применения, играет важную роль в поддержании го-
меостаза и нормального функционирования организма. 
Осмоляльность отражает содержание растворенных 
веществ, способных повлиять на изменение осмоти-
ческого давления в биологической системе. Значение 
показателя «Осмоляльность» определяется как сумма 
концентраций кинетически активных частиц (молекул, 
ионов или ионных комплексов), как основного действу-
ющего вещества, так и вспомогательных компонентов, в 
расчете на килограмм растворителя. 

Резкое изменение осмотического давления влияет 
на транспорт веществ через клеточные стенки, норма-
лизацию процессов микроциркуляции, водно-электро-
литного баланса и белкового обмена [6, 7]. Основной 
причиной таких осложнений является значительное от-
личие химических и физико-химических характеристик 

инъекционных растворов от свойств тканей и жидкостей 
организма (кровь, кожа, подкожно-жировая клетчатка, 
скелетные мышцы и др.) [14]. Высокое содержание 
растворенных веществ, в том числе и вспомогательных, 
в составе препарата ведет к увеличению осмотического 
давления, или гиперосмотической (гипертонической) 
активности раствора. Повышенная осмотическая на-
грузка способна вызывать тяжелые постинъекционные 
осложнения местного характера, включая повреждения 
эндотелия сосудов, воспалительные реакции и нарушение 
микроциркуляции в зоне введения [12, 14].

При внутримышечном введении гиперосмотиче-
ского раствора возможно развитие серьезных осложне-
ний, таких как выраженное локальное обезвоживание, 
сильное местное раздражение, асептическое воспаление, 
некроз и абсцесс, известные как синдром Николау [3, 5, 
16]. При внутривенном введении высокая осмоляльность 
может спровоцировать такие физиологические наруше-
ния, как расширение кровеносных сосудов, снижение 
артериального давления, развитие кровотечений и тром-
бозов. В случае применения гипоосмоляльных растворов, 
возможны набухание и повреждение эритроцитов. В ко-
нечном итоге для минимизации риска развития побочных 
реакций, желательно введение изотоничных растворов 
лекарственных веществ [6]. 

Определение осмоляльности является важным по-
казателем контроля качества для многих лекарственных 
препаратов. К таким препаратам относятся: офтальмоло-
гические, ряд назальных, ингаляционных, инфузионных 
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лекарственных препаратов (ЛП), рентгеноконтрастных 
препаратов и лекарственных препаратов для интрате-
кального введения [6]. Осмоляльность считается одним 
из ключевых факторов, определяющих локальную пере-
носимость парентеральных лекарственных средств [19], 
к которым относятся препараты иммуноглобулина.

Известны три основных способа введения инъек-
ционных иммуноглобулиновых препаратов: внутривен-
ный, подкожный и внутримышечный. При подкожном 
или внутримышечном введении препараты должны иметь 
небольшой объем, что требует высокой концентрации 
иммуноглобулина. Это связано с возможностью воз-
никновения побочных реакций при введении инъекции 
большого объема у пациентов, таких как раздражение 
и дискомфорт, а также увеличение времени процедуры 
введения [11].

В Российской Федерации в настоящее время кон-
троль осмоляльности применяется для иммуноглобулинов 
для внутривенного введения. При этом в отношении 
иммуноглобулинов, предназначенных для внутримы-
шечных инъекций, в том числе и для антирабического 
иммуноглобулина российского производства, фарма-
копейные требования по контролю данного показателя 
отсутствуют (ОФС.1.8.1.0004.15). Подобная ситуация 
характерна и для других ведущих фармакопей мира, та-
ких как Фармакопеи Японии, США и Великобритании 
[6]. В Европейской Фармакопее 11 и Государственной 
Фармакопее РФ XIV (ГФ РФ XIV) установлено 
минимальное требование к осмоляльности препаратов 
иммуноглобулина для внутривенного введения – не менее 
240 мОсм/кг [5, 10]. 

Внимание к показателю «Осмоляльность» в от-
ношении внутривенных иммуноглобулиновых препаратов 
определено большой вероятностью развития осложнений, 
связанных с изменением осмотического давления в кро-
вотоке и, как следствие, нарушении функций крови [18]. 
Локальные нарушения осмотического давления могут 
привести к развитию системных изменений и развитию 
заболеваний, таких как гипергликемия, нефропатия, осте-
оартрит и др. [6, 17, 20]. Имеются сообщения и о том, что 
внутримышечное введение препаратов иммуноглобулинов 
с высокой осмоляльностью также сопряжено с риском. 
В частности, могут наблюдаться нежелательные послед-
ствия – боль в месте введения, а также более тяжелые 
анафилактические реакции [3, 11, 13, 14]. Клиническая 
значимость этого аспекта возрастает при введении боль-
ших доз препарата [19]. 

Учитывая обязательное использование антираби-
ческого иммуноглобулина в составе постэкспозиционной 

профилактики бешенства, его контроль по показателю 
осмоляльности позволит снизить риски осложнений и 
повысить эффективность профилактики заболевания 
[9]. Необходимый объем введения препарата рас-
считывают исходя из дозировки 40 МЕ на 1 кг массы 
тела пациента. Для человека массой от 60 до 90 кг 
этот объем соответствует значению от 16 до 25 мл при 
минимально разрешенном значении активности пре-
парата 150 МЕ/мл.

Введение рассчитанной дозы антирабического 
иммуноглобулина осуществляется путем инфильтрации 
вокруг ран и в их глубине, поскольку это обеспечивает 
максимальную концентрацию препарата в зоне повреж-
дения, где вирус бешенства наиболее активен. В ситуа-
ции, когда введение всего объема препарата невозможно 
из-за анатомической особенности раны (например, при 
повреждении кончиков пальцев или другие труднодо-
ступные места), оставшуюся часть дозы вводят внутри-
мышечно, предпочтительно в крупные мышцы (мышцы 
ягодиц, верхнюю часть бедра, предплечья).

Дополнительным стимулом для включения ос-
моляльности в перечень контролируемых показателей 
антирабического иммуноглобулина является процесс 
гармонизации национальных фармакопей с норматив-
ными требованиями ЕАЭС. Это требует расширения 
номенклатуры показателей качества для гетерологичных 
иммуноглобулинов [15]. 

Выбор метода для определения осмоляльности 
зависит от физико-химических свойств и особенностей 
каждого препарата. Согласно ГФ РФ, XIV издания, 
для определения осмоляльности фармацевтических 
препаратов могут быть использованы мембранный, 
паровой и криоскопический методы [6]. Так, мембран-
ная осмометрия основана на измерении осмотического 
давления на полупроницаемой мембране, селективно 
пропускающей молекулы веществ в зависимости от их 
размера. Этот метод целесообразно использовать для 
растворов, содержащих вещества с молекулярной массой 
более 300 кДа. Паровая осмометрия позволяет опреде-
лить значение осмоляльности по разности температур 
паровых фаз раствора и чистого растворителя. Значение 
температуры паровой фазы зависит от концентрации 
кинетически активных молекул. При определении осмо-
ляльности криоскопическим методом регистрируют раз-
личия температуры замерзания растворов в зависимости 
от концентрации его компонентов. К преимуществам 
этого метода следует отнести возможность исследования 
термолабильных субстанций, к которым относятся им-
муноглобулиновые препараты. Криоскопический метод 
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позволяет измерять значения осмоляльности в широком 
диапазоне, не требует больших объемов образца и пред-
варительной пробоподготовки [7, 8]. Результат измере-
ния не зависит от атмосферного давления как, например, 
при использовании парового метода.

Таким образом, целью данной работы явилось 
исследование осмоляльности иммунобиологического 
лекарственного препарата (ИЛП) «Иммуноглобулин 
антирабический жидкий из крови лошади» криоскопи-
ческим методом, а также определение его основных ва-
лидационных характеристик для дальнейшего включения 
исследуемого показателя в спецификацию и нормативную 
документацию.

Материалы и методы

В качестве объекта исследования использовали 
коммерческие серии ИЛП «Иммуноглобулин антира-
бический из сыворотки крови лошади жидкий», произ-
ведённого ФКУН Российский противочумный институт 
«Микроб» Роспотребнадзора с действующим и ис-
тёкшим сроком годности, а также его полуфабрикаты. 
Концентрация белка в препарате составляла от 9,0 до 
9,5%, содержание глицина — от 2,0 до 2,5%. Глицин 
применялся в качестве стабилизатора.

Для определения осмоляльности использовали 
криоскопический метод, основанный на измерении по-
нижения температуры замерзания раствора относительно 
чистого растворителя. Измерения проводились на ос-
мометре Model 3250 версии 2.6 (Advanced Instruments, 
США). Испытуемые растворы объёмом 225±25 мкл 
помещали в специальные пробирки и устанавливали в 
замораживающую камеру прибора. Диапазон измерений 
составлял от 0 до 2000 мОсм/кг. Перед началом иссле-
дований проводили калибровку прибора стандартными 
растворами с известной осмоляльностью в диапазоне от 
290 до 3000 мОсм/кг (Advanced Instruments, США). 
Процесс измерения осуществлялся автоматически; 
результат фиксировался после достижения стабильной 
температуры пробы, о чём свидетельствовала команда 
на дисплее: «Osmolality XXX mOsm». Каждый образец 
исследовали не менее трёх раз.

Оценку валидационных характеристик метода про-
водили согласно рекомендациям общей фармакопейной 
статьи (ОФС) 1.1.0012 «Валидация аналитических 
методик» ГФ РФ XV издания.

Для оценки линейности метода исследовали раз-
ведения препарата в диапазоне концентраций белка от 
4 до 9%.

Для выявления влияния вспомогательных веществ 
на общее значение осмоляльности были проведены из-
мерения образцов иммуноглобулина без добавления гли-
цина, а также водных растворов глицина в концентрациях 
2,0 мг/мл и 2,5 мг/мл, соответствующих нижнему и 
верхнему пределам его содержания в препарате.

Для установления допустимых пределов колебаний 
осмоляльности использовали карту индивидуальных 
значений Шухарта (Х-карту). Оценка стабильности 
параметра проводилась в соответствии с требованиями 
стандарта ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015 [12]. Стати-
стическую обработку полученных данных выполняли 
с использованием программного обеспечения Microsoft 
Excel 2010.

Результаты и обсуждение

На начальном этапе исследования были опреде-
лены значения осмоляльности для коммерческих серий 
препарата иммуноглобулина (рисунок 1). Полученные 
результаты соответствуют литературным данным [10]. 
Известно, что физиологически оптимальной считается 
осмоляльность, близкая к осмоляльности плазмы крови 
человека – 300±30 мОсм/кг, поскольку такая величина 
обеспечивает наилучшую переносимость и минимальный 
риск побочных реакций. Для лекарственных препаратов, 
предназначенных для внутримышечного и подкожного 
введения, рекомендуемый верхний предел осмоляльности 
составляет до 600 мОсм/кг [19].

Среднее значение осмоляльности трёх серий 
препарата с действующим сроком годности составило 
597±1,19 мОсм/кг, дисперсия – 4,26, стандартное 
отклонение (S) – 2,06 мОсм/кг, коэффициент вари-
ации (CV) – 0,35%, что свидетельствует о высокой 
воспроизводимости метода и низкой вариабельности 
результатов. Полученные данные подтверждают его 
пригодность для контроля качества препарата. В рам-
ках исследования внутрилабораторной прецизионности 
метода осмоляльность определяли повторно в другой 
день другим исследователем (рисунок 2). Полученная 
вариабельность результатов находилась в пределах 
допустимого уровня (RSD<2,0%), что подтверждает 
надежность и воспроизводимость методики.

Для образцов с истекшим сроком годности от-
мечено постепенное увеличение осмоляльности. Для об-
разцов, срок хранения которых превышает срок годности 
в несколько раз, также характерно заметное повышение 
значения осмоляльности. Данное обстоятельство может 
быть связано с процессами деградации компонентов 
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препарата, приводящими к изменению молекулярного 
состава, образованию новых кинетически активных ча-
стиц, таких как агрегированные молекулы и фрагменты 
гамма-глобулина [1, 3].

Для установления корреляции между осмоляльно-
стью и концентрацией белка были подготовлены разве-
дения препарата в диапазоне от 4,0 до 9,0%. Несмотря 
на установленные требования к содержанию белка в 
диапазоне от 9 до 11%, анализ многолетних данных 
(2016–2024) показал среднее значение (9,39±0,06)%, 
что связано с технологическими особенностями про-
изводства – ограничениями пропускной способности 
используемых фильтрационных мембран для белковых 
молекул. В связи с этим образцы с концентрацией белка 
выше 9,0% не включали в дальнейший анализ.

Результаты представлены в виде точечной 
диаграммы с линией тренда (рисунок 3). Коэффициент 
детерминации составил R2=0,99, что указывает на вы-

раженную линейную зависимость между концентрацией 
белка и осмоляльностью раствора. Эта закономерность 
согласуется с данными других исследований, демонстри-
рующими связь между концентрацией белковых компо-
нентов и понижением температуры замерзания растворов 
иммуноглобулинов [8], а также влиянием общего состава 
раствора на его осмотическую активность [13, 15].

Важно отметить, что осмоляльность зависит не 
только от концентрации активной фармацевтической 
субстанции, но и от суммарного содержания всех рас-
творенных частиц, включая вспомогательные вещества 
и растворитель. Общая осмоляльность является более 
информативным показателем, чем концентрация одного 
лишь активного ингредиента, и определяет общее воз-
действие на клетки и ткани организма [7, 17]. Избы-
точное количество вспомогательных компонентов может 
привести к гиперосмоляльности раствора и вызвать 
нежелательные побочные эффекты.

 
Рис. 1. Результаты определения осмоляльности иммуноглобулина антирабического

 
Рис. 2. Результаты внутрилабораторной прецизионности метода исследования иммуноглобулина антирабического 

А.А. Савенкова и др., с. 26–34
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Для оценки влияния вспомогательных веществ на 
осмоляльность проведено сравнение образцов препарата, 
взятых до добавления глицина, и водных растворов гли-
цина в концентрациях 2,0 и 2,5 мг/мл, соответствующих 
нижнему и верхнему пределам содержания в препарате. 
Абсолютный прирост осмоляльности за счёт глицина 
составил 65 мОсм/кг (рисунок 4), что подтверждает 
возможность регулирования этого параметра изменением 
количества стабилизатора.

В целях реализации риск-ориентированного подхода 
к обеспечению качества антирабического иммуноглобулина, 
контроль осмоляльности осуществлялся не только на этапе 
контроля готового препарата, но и на различных стадиях 
производственного процесса. Определение показателя 

проводили на различных этапах фильтрации препарата. 
Фильтрация препарата представляет собой каскад баромем-
бранных процессов, включающий стадии удаления частиц 
до 0,45 нм, диализ, удаление пирогенов и стерилизующую 
фильтрацию. Фильтрацию препарата проводят дважды, 
второй цикл осуществляют не менее чем через 42 суток, 
необходимых для выдержки и стабилизации препарата [2]. 
После первой стадии среднее значение осмоляльности со-
ставило 599±0,1 мОсм/кг. Анализ полуфабриката после 
второго этапа фильтрации показал значение осмоляльности 
595±1,3 мОсм/кг, что говорит о незначительном снижении 
показателя примерно на 4 мОсм/кг. Наибольшее влияние 
на осмоляльность оказала стадия добавления стабилизатора 
после диализа во время первого цикла фильтрации.

Рис. 3. Линейная зависимость значения осмоляльности от концентрации белка в иммуноглобулине антирабическом

Рис. 4. Результаты определения осмоляльности иммуноглобулина антирабического без добавления стабилизатора 
(глицина) и проб водного раствора глицина. Примечание: * – по литературным данным [ОФС.1.2.1.0003.15]
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Для оценки стабильности процесса использовали 
контрольные карты Шухарта (рисунки 5 и 6). Анализ 
контрольных карт скользящих размахов (Rm-карта) и 
индивидуальных значений (Х-карта) показал, что про-
цесс находится в статистически управляемом состоянии: 
наблюдаемые значения случайным образом распреде-
лены относительно центральной линии и не выходят за 
пределы ±2 (уровень тревоги). Это позволяет про-
гнозировать поведение показателя в будущем. Коэф-
фициент вариации (CV) составил 0,39% и стандартное 
отклонение (S) – 2,4 мОсм/кг подтверждают высокую 

воспроизводимость метода. Установлены контрольные 
границы: верхняя (UCL) – 602,9 мОсм/кг, нижняя 
(LCL) – 591,1 мОсм/кг, соответствующие уровню 
±3 (уровень действий). Следует отметить, что верхняя 
контрольная граница превышает рекомендованное зна-
чение осмоляльности для препаратов, предназначенных 
для внутримышечного введения. Полученные данные 
могут быть использованы для установления допустимых 
пределов осмоляльности в нормативной документации. 
Для дальнейшей верификации необходимы дополнитель-
ные исследования и накопление статистических данных.

Рис. 5. Карта скользящих размахов

Рис. 6. Карта индивидуальных значений

Заключение

На основании полученных данных, метод может 
быть признан пригодным и надежным для проведения 
контрольных испытаний осмоляльности готового пре-
парата иммуноглобулина антирабического, полученного 
из сыворотки крови лошади. Результаты проведенных 
валидационных исследований демонстрируют, что рас-

сматриваемый криоскопический метод определения осмо-
ляльности обладает удовлетворительной повторяемостью, 
внутрилабораторной прецизионностью и линейностью. 
Важным преимуществом метода является требуемый 
малый объем образца (200–250 мкл) и отсутствие не-
обходимости в предварительной пробоподготовке, что 
делает его экономичным и удобным в применении для 
экспресс-анализа. Применение контрольных карт Шу-

А.А. Савенкова и др., с. 26–34
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харта позволило оценить стабильность производственного 
процесса и установить допустимые пределы колебаний 
осмоляльности. Контроль осмоляльности целесообразно 
осуществлять на всех ключевых стадиях производства, 
включая этапы фильтрации и добавления стабилизатора.
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OSMOLALITY AS A CRITICAL PARAMETER OF THE QUALITY  
AND SAFETY OF ANTIRABIES IMMUNOGLOBULIN
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In order to ensure the proper quality of anti-rabies immunoglobulin, it is necessary to implement effective quality control methods 
at all stages of production, including the release of the finished product. The introduction of the osmolality indicator, determined by 
the cryoscopic method, into the specification is aimed at reducing the risk of adverse post-injection reactions and, as a result, improving 
the safety and tolerability of the drug for the patient.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 616-093/-098

ЛИТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА БАКТЕРИОФАГОВ ENTEROBACTER spp.  
В ОТНОШЕНИИ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ИНФЕКЦИЙ,  

ЦИРКУЛИРУЮЩИХ НА ТЕРРИТОРИЯХ РОССИИ И ВЬЕТНАМ

Л.В. КАТАЕВА*, А.А. ВАКАРИНА, Н.Ф. КАРПУХИНА,  
О.В. ПОСОЮЗНЫХ, К.Б. СТЕПАНОВА

ФБУН «Тюменский научно-исследовательский институт краевой инфекционной патологии»  
Роспотребнадзора, г. Тюмень

Угроза глобального распространения штаммов, обладающих множественной устойчивостью к антимикробным пре-
паратам, на сегодняшний день стоит особенно остро. Бактериофаги и препараты на их основе являются альтернативным ре-
шением вопроса. Подбор производственных бактериофагов с широким спектром действия является одним из важных этапов 
для создания лекарственных средств. Целью исследования явилось изучение литических свойств экспериментальных серий 
бактериофагов Enterobacter spp. в отношении возбудителей бактериальных инфекций, циркулирующих на территориях России 
и Вьетнама. Изучение литические свойства бактериофагов Enterobacter spp. осуществлялось методом «spot-test». Установ-
лена более высокая активность бактериофагов в отношении бактерий, изолированных с территорий, соответствующих месту 
выделения бактериофага. Выявлены штаммы бактериофагов, перспективные для дальнейшего использования в Российской 
Федерации в качестве диагностических, профилактических и лечебных препаратов. Эффективность представленного фагового 
коктейля составила 58%. 

Ключевые слова: бактериофаги; Enterobacter spp.; антибиотикорезистентность; литические свойства бактериофагов; 
Социалистическая Республика Вьетнам.
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Введение

Бактерии рода Enterobacter spp. характеризуются 
множеством экологических ниш обитания. Они широко 
распространены в воде, почве, являются фитопатогенами 
и обнаруживаются в составе нормобиоты кишечника 
человека и животных [9].

В настоящее время род Enterobacter spp. пред-
ставлен 23 видами бактерий [21]. Несмотря на совре-
менные достижения молекулярно-генетических методов, 
таксономия бактерий Enterobacter spp. оставляет еще 
не решенные задачи. Известно, что методы масс-
спектрометрии, молекулярного секвенирование гена 
16S рРНК, секвенирование маркерного гена hsp60 
предполагают дальнейшее обсуждение систематизации 
рода, особенно по видовой дифференцировке комплекса 

Enterobacter cloacae. Сегодня комплекс Enterobacter 
включает: E.  asburiae, E.  cloacae, E.  hormaechei, 
E.  kobei, E.  ludwigii, E.  pasteurii, E.  xiangfangensis, 
E.  bugandensis, E.  cancerogenous, E.  chengduensis, 
E.  chuandaensis, E.  sichuanensis и E.  roggenkampii. 
Имеются основания полагать, что метод ПЦР в реаль-
ном времени с амплификацией гена dnaJ будет одним из 
вариантов более точного метода систематизации этого 
рода [9, 16, 22].

Всемирной организацией здравоохранения бак-
терии рода Enterobacter spp. отнесены в группу «при-
оритетного статуса» ESKAPE-патогенов, обладающих 
потенциалом вызывать инфекции, связанные с оказанием 
медицинской помощи [26]. Подвижность бактерий, 
способность образовывать биопленки, секретировать 
энтеротоксины, альфа-гемолизины, цитотоксины (ана-
логичные шига-подобным), наличие генов, кодирующих 
сидерофоры, способность к адгезии и инвазии в клетки 
хозяев, являются важным аспектом вирулентности и 
патогенности Enterobacter spp. [9]. По данным иссле-
дований Enterobacter spp. занимает третье место по рас-
пространенности среди микроорганизмов, вызывающих 
нозокомиальные инфекции, и второе место по устой-
чивости к -лактамным антибиотикам. Они являются 
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универсальными носителями типов генов, продуцирую-
щих -лактамазы расширенного спектра (TEM, SHV, 
CTX-M и др.) и карбапенемазы (OXA-48, VIM, IMP, 
KPC, NDM-1 и др.). Кроме того, описаны и другие гены 
устойчивости, такие как: qnrA1, aadB, aadA2, sukK и sat. 
Сообщается, что E. hormaechei является наиболее виру-
лентным видом данного рода за счет наличия островков 
высокой патогенности, которые часто обнаруживаются 
на его хромосоме [5, 18].

Быстрые темпы роста антибиотикорезистентно-
сти штаммов вызывают особый интерес к поиску новых 
активных лекарственных препаратов в отношении рода 
Enterobacter, в том числе бактериофагов. Накопленная 
доказательная база сведений о свойствах бактериофа-
гов указывает на перспективность их использования в 
лечебно-профилактической деятельности: высокий уро-
вень специфичности вирионов в отношении своего круга 
хозяев; бактерицидное и бактериостатическое действие 
литических бактериофагов; активное размножение в 
присутствии бактериального хозяина; воздействие на 
антибиотикорезистентные штаммы бактерий; мутации 
бактерий, приводящие к их устойчивости к тому или 
иному фагу, происходят реже, чем к антибиотикам; 
биораспределение фага в различных органах организма 
человека и приемлемая себестоимость [2, 12, 14, 19, 28]. 
Известно о способности фагов лизировать и проникать в 
некоторые биопленки, о возможности вирионов адапти-
роваться и эволюционно изменять литические свойства 
в отношении фагоустойчивых штаммов [10]. Кроме 
того, фаги используют для доставки малых регулятор-
ных РНК и переноса генов, участвующих в подавлении 
детерминант устойчивости бактерий к антимикробным 
препаратам [7].

С внедрением новых технологий расширяются го-
ризонты знаний о механизмах взаимодействия бактерий 
и бактериофагов. Первый контакт между бактерией и 
бактериофагом происходит по средствам диффузии и 
броуновского движения, после чего устанавливается об-
ратимое, неспецифическое связывание микроорганизмов 
посредством электростатических сил, за которым следует 
необходимое связывание между капсидным белком ча-
стиц фага и специфическими рецепторами на бактериаль-
ной поверхности. После связывания фага с бактериаль-
ной клеткой происходит проникновение вириона и выброс 
генетического материала [13]. Кроме встраивания ДНК/
РНК вируса в геном бактериальной клетки литический 
эффект обеспечивают и фаговые литические ферменты, 
такие как эндолизины, пептидогликангидролазы [23] и 
другие. Известен лизогенный вариант коммуникации 

бактерий и фагов за счет интеграз, транспозаз или сайтов 
геномного прикрепления (att) [24, 27]. 

В литературе представлены данные об чрезвычайно 
узком диапазоне активности Enterobacter бактериофагов 
в пределах своего вида, но также встречаются вирионы, 
способные ингибировать рост различных родов бакте-
рий, таких как Achromobacter xylosoxydans, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Leclercia spp. и 
Aeromonas hydrophila [4, 6, 8, 11, 17, 20]. Существует 
мнение о пластичности литических свойств бактерио-
фагов с изменением диапазона хозяев на протяжении 
времени [15]. Модификация процедур и условий роста 
может способствовать выделению новых фагов с более 
широким кругом хозяев [25].

Всесторонний подход к данным о взаимодействии 
комплекса «бактерия – бактериофаг» приводит к повы-
шению требований выбора матричных бактериофагов, 
использующихся для производства. С целью выделения 
новых бактериофагов необходимо изучать все более ши-
рокий пул вирионов, в том числе изолированных с раз-
личных территорий, для поиска вариантов, отвечающих 
критериям современных реалий.

Цель: изучить литические свойства эксперимен-
тальных серий бактериофагов Enterobacter в отношении 
возбудителей бактериальных инфекций, циркулирующих 
на территориях России и Вьетнама.

Материалы и методы

Для проведения исследований были использованы 
3 экспериментальные серии бактериофагов и 100 штам-
мов бактерий рода Enterobacter spp. из коллекции ФБУН 
«Тюменский научно-исследовательский институт краевой 
инфекционной патологии» Роспотребнадзора. Изучение 
литической активности осуществлялось методом «spot-
test». Бактериофаги считали активными в случае оценки 
их свойств на «+++» и «++++» креста. 

Бактериофаги Enterobacter (3-10, 4-6, 4-9) были 
изолированы из городских сточных вод города Тюмени 
методом обогащения с «подсевом» [1]. Титр бактерио-
фагов составил 107 БОЕ/мл по Грациа. Для выделения 
и накопления вирионов использовались матричные бак-
териальные штаммы, которые были изучены на наличие 
генетических маркеров резистентности к гликопептид-
ным и бета-лактамным антибиотикам с использованием 
набора реагентов БакРезиста GLA (ООО «ДНК-
технология»).

Бактерии рода Enterobacter spp. были получены 
с объектов окружающей среды г. Тюмени (Российская 
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Федерация – РФ) и г. Ханой (Социалистическая Ре-
спублика Вьетнам – СРВ): водопроводная вода, вода 
бассейнов, рыба и рыбная продукция, лечебная грязь, 
смывы с поверхностей предприятий общественного 
питания (таблица 1). Идентификация культур была про-
ведена методом масс-спектрометрии (MALDI-TOF 
Biotyper MicroFlex, Bruker, Германия) по белковым 
спектрам. Изоляты были изучены на резистентность 
к антимикробным препаратам диско-диффузионным 
методом. Использовались диски с ципрофлоксацином, 
амикацином, цефтазидимом, цефепимом, амоксициллин 
клавулановой кислотой, имипенемом и меропенемом. 

Таблица 1
 Количество штаммов, используемых  

для определения литических свойств бактериофагов 
Enterobacter spp.

Видовой состав 
штаммов

Бактерии, выде-
ленные с объектов 

внешней среды
(г. Тюмень)

Бактерии, 
выделенные 
с объектов 

внешней среды 
(г. Ханой)

E. cloacae 26 26
E. ludwigii 12 1
E. asburiae 9 9

E. kobei 3 9
E. hormaechei - 5

Всего 50 50

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с использованием программного 
обеспечения SPSS Statistics v.22. Сравнение данных 
осуществлялось с применением четырехпольных таблиц 
сопряжённости с помощью критерия Хи-квадрат Пир-
сона. Статистически значимыми считали результаты 

р<0,05. Проводился расчет 95% доверительного ин-
тервала (95% ДИ).

Результаты

Дизайн исследования основывался на изучении 
литических свойств бактериофагов Enterobacter spp. в 
отношении гомологичного рода бактерий. Для формиро-
вания выборки подобраны бактерии Enterobacter cloacae 
complex, изолированные с объектов окружающей среды 
различных территорий. Сравнение их антибиотикорези-
стентности, как одного из ведущих факторов патогенно-
сти, показало низкий уровень резистентности штаммов 
ко всем антимикробным препаратам (АМП), за ис-
ключением амоксициллина. Большая доля резистентных 
штаммов к препаратам пенициллиновой группы объясня-
ется данными Российских рекомендаций «Определение 
чувствительности микроорганизмов к антимикробным 
препаратам» об ожидаемой резистентности бактерий 
Enterobacter cloacae complex [3]. При этом достоверных 
различий резистентности в отношении АМП, выделен-
ных из г. Тюмень и г. Ханой, не выявлено (таблица 2).

Кроме того, для выделения и накопления вирио-
нов использовались матричные бактериальные штаммы. 
Проведено изучение их антибиотикочувствительности 
к амикацину, цефтазидиму, цефепиму, амоксициллин 
клавулановой кислоте, имипенему и меропенему диско-
диффузионным методом. Проанализирован генотипиче-
ский профиль бактерий в отношении гликопептидных и 
бета-лактамных антибиотиков: VAN A\B (ванкомицину, 
тейкопланину); MEC A (метициллину, оксациллину); 
TEM, CTX-М-1, SHV (пенициллинам и цефалоспо-
ринам); OXA-40-LIKE, OXA-48-LIKE, ОXA-23-
LIKE, OXA-51-LIKE, IMP, KPC, GES, NDM, VIM 
(карбапенемам). Установлено отсутствие фено- и геноти-
пической резистентности к антимикробным препаратам.

Таблица 2
Доля резистентных к АМП бактерий Enterobacter cloacae complex, изолированных с различных территорий
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Изучение литических свойств бактериофагов, 
выделенных из сточных вод города Тюмени, показало 
их активность в отношении бактериальных культур 
рода Enterobacter, изолированных из окружающей 
среды г. Тюмень, в 36,7% и лишь к 12,0% штаммов, 
полученных с объектов внешней среды г. Ханой. 
Применение фагового коктейля, представленного 
тремя бактериофагами, увеличило антибактериальное 
действие вирионов. Эффективность комплекса бак-
териофагов составила 58,0% к 29 штаммам бактерий 
Enterobacter spp., выделенных в г. Тюмени, и 20,0% 
к 10 штаммам г. Ханой.

Определение литической активности бактерио-
фагов Enterobacter spp. к различным бактериям рода 

Enterobacter представлено в таблицах 3 и 4. Установ-
лена более высокая литическая активность фага 4-9 в 
сравнении с бактериофагом 4-6 (Хи-квадрат Пирсона 
– 4,244, р=0,039), в отношении бактерий, полученных 
в г. Тюмень. Кроме того, под действием данного фага 
зарегистрирован лизис 75% штаммов E. ludwigii, что 
достоверно выше количества лизированных бактерий 
E. cloacae (Хи-квадрат Пирсона – 5,371, р=0,02). Ве-
роятнее всего, полученные результаты можно объяснить 
близким генетическим родством бактерий Enterobacter 
cloacae complex. Провести анализ литических свойств 
фагов в отношении различных видов бактерий, изолиро-
ванных в СРВ, не представляется возможным, в связи с 
их низкой активностью.

Таблица 3
Литическая активность фагов Enterobacter в отношении Enterobacter cloacae complex,  

изолированных из окружающей среды РФ (г. Тюмень)

Enterobacter cloacae complex
Количество чувствительных бактерий / общее число изученных штаммов 

(доля чувствительных бактерий к бактериофагам, %)
Фаг 3-10 Фаг 4-6 Фаг 4-9 Фаговый коктейль

E. cloacae 9/26 (34,6) 7/26 (26,9) 9/26 (34,6) 12/26 (46,2)

E. ludwigii 6/12 (50,0) 6/12 (50,0) 9/12 (75,0) 9/12 (75,0)

E. asburiae 1/9 (11,1) 0/9 4/9 (44,4) 5/9 (55,6)

E. kobei 1/3 (33,3) 1/3 (33,3) 2/3 (66,7) 3/3 (100)

E. hormaechei - - - -

Всего 17/50 (34,0) 14/50 (28,0) 24/50 (48,0) 29/50 (58,0)

Таблица 4
Литическая активность фагов Enterobacter spp. в отношении Enterobacter cloacae complex,  

изолированных из окружающей среды СРВ (г. Ханой)

Enterobacter cloacae complex
Количество чувствительных бактерий / общее число изученных штаммов 

(доля чувствительных бактерий к бактериофагам, %)

Фаг 3-10 Фаг 4-6 Фаг 4-9 Фаговый коктейль

E. cloacae 2/26 (7,7) 3/26 (11,5) 0/26 3/26 (11,5)

E. ludwigii 0/ 1 0/1 0/1 0/1

E. asburiae 2/9 (22,2) 2/9 (22,2) 2/9 (22,2) 3/9 (33,3)

E. kobei 2/9 (22,2) 2/9 (22,2) 2/9 (22,2) 4/9 (44,4)

E. hormaechei 0/5 1/5 (20,0) 0/5 0/5

Всего 6/50 (12,0) 8/50 (16,0) 4/50 (8,0) 10/50 (20,0)

Сравнение номинальных данных по литической 
активности фагов выявило достоверную разницу в 
эффективности антибактериального действия бактерио-
фагов. Установлен более высокий литический потенциал 
бактериофагов к штаммам, циркулирующим на одно-

именной территории с вирионами (Хи-квадрат Пирсона 
– 24,784, р=0,001). При оценке комплексного действия 
фагового коктейля данный показатель составил 15,174 
(р=0,001). Установленная закономерность обусловлена 
активностью бактериофагов 3-10 и 4-9 (таблица 5).
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Таблица 5
Анализ активности бактериофагов в отношении бактерий Enterobacter cloacae complex  

с различных территорий

Enterobacter cloacae complex
Количество / доля чувствительных бактерий к бактериофагам, %

Фаг 3-10 Фаг 4-6 Фаг 4-9 Фаговый коктейль
РФ (г. Тюмень) 17/34,0 14/28,0 24/48,0 29/58,0
СРВ (г. Ханой) 6/12,0 8/16,0 4/8,0 10/20,0

Хи-квадрат Пирсона 6,832 3,667 19,841 15,174
р 0,009* 0,056 0,001* 0,001*

Примечание: * – статистически достоверная разница

Для выделения бактериофагов были исполь
зованы выделенные из сточных вод штаммы Enterobacter 
cloacae, идентифицированные методом масс-спектро
метрии. Вместе с тем установлено, что активность 
бактериофагов в отношении бактериальных культур  
Enterobacter cloacae, выделенных в г. Тюмень, составила 
от 26,9 до 34,6% случаев, для штаммов г. Ханой –  

0–11,5%. Анализ данных с использованием таблиц 
сопряжённости определил более высокую активность 
бактериофагов к штаммам, выделенным в г. Тюмень 
(Хи-квадрат – 16,5, р=0,001). Различия также были 
обусловлены фагами 3-10 и 4-9. Данная закономерность 
прослеживается и при изучении активности фагового 
коктейля (таблица 6).

Таблица 6
Сравнительная характеристика литической активности фагов Enterobacter cloacae  

в отношении бактерий Enterobacter cloacae, выделенных на различных территориях

Enterobacter cloacae
Количество и доля чувствительных бактерий к бактериофагам, %

Фаг 3-10 Фаг 4-6 Фаг 4-9 Фаговый коктейль
РФ (г. Тюмень) 9/34,6 7/26,9 9/34,6 12/46,2
СРВ (г. Ханой) 2/7,7 3/11,5 0/0 3/11,5

Точный критерий Фишера 0,038* 0,291 0,002* 0,013*

Примечание: * – статистически достоверная разница

Заключение

Экспериментальная серия бактериофагов 
Enterobacter проявляла литическую активность в отно-
шении различных видов бактерий Enterobacter cloacae 
complex, что объясняется генетическим родством из-
ученных культур. Фаговый коктейль на их основе лизи-
ровал порядка 60% бактерий. На основании полученных 
результатов можно сделать вывод о целесообразности 
дальнейшего изучения вирионов для использования в диа-
гностических и лечебных целях в Российской Федерации. 

Сравнительный анализ элиминирования вири-
онами штаммов рода Enterobacter, изолированных с 
различных территорий, выявил более высокую актив-
ность бактериофагов к Enterobacter cloacae complex, так 
и к бактериям Enterobacter cloacae, циркулирующим на 
идентичной территории (г. Тюмень). Следовательно, 
оптимальным вариантом для выделения и идентификации 
бактериофагов является окружающая среда, где цирку-
лируют данные патогены.
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The threat of global spread of strains with multiple resistance to antimicrobial drugs is particularly acute today. Bacteriophages and drugs 
based on them are an alternative solution to the problem. The selection of industrial bacteriophages with a broad spectrum of action is one of the 
important stages in the creation of drugs. The aim of the study was to investigate the lytic properties of experimental series of Enterobacter spp. 
bacteriophages against pathogens of bacterial infections circulating in the territories of Russia and Vietnam. The study of the lytic properties 
of Enterobacter spp. bacteriophages was carried out using the spot-test method. Higher activity of bacteriophages against bacteria isolated 
from territories corresponding to the place of bacteriophage isolation was established. Strains of bacteriophages promising for further use in the 
Russian Federation as diagnostic, prophylactic and therapeutic drugs were identified. The effectiveness of the presented phage cocktail was 58%.
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В последние годы большинство отраслей промышленности придерживаются наиболее устойчивого и экологически 
чистого подхода, используя различные биологически активные вещества, которые являются более безопасными по сравнению 
с синтетическими. Приоритет к использованию экологически чистых биоактивных соединений, в первую очередь, отводится 
пищевой промышленности. В настоящей работе проведено исследование стабилизирующих свойств некоторых грибных и 
бактериальных полисахаридов в сравнении с коммерческими эмульгаторами. Показано, что изученные биополимеры обладают 
эмульгирующей активностью и имеют сопоставимый с коммерческими эмульгаторами высокий эмульсионный потенциал. Наи-
большей эмульгирующей активностью в присутствии подсолнечного масла обладают экзополисахариды (ЭПС) Streptococcus 
termophilus и полисахариды (ПС) Agaricus bisporus 533, Pleurotus ostreatus Р-88; в отношении гексана – ЭПС Xanthobacter 
xylophillus Z-0055, Lactococcus lactis В-1662, S. termophilus, Xanthomonas campestris В-610/1 и ПС A. bisporus 508; в от-
ношении керосина – ПС P. ostreatus Р-88, P. ostreatus НК-35, A. bisporus 508, A. bisporus 533 и ЭПС X. xylophillus Z-0055, 
L. lactis В-1662. Применение эмульгаторов, изготовленных на основе ПС грибного и бактериального происхождения с при-
сущей им биоактивностью, может стать достойной альтернативой синтетическим эмульгаторам.

Ключевые слова: грибы; базидиомицеты; бактерии; полисахариды; экзополисахариды; ксантан; лецитин; эмульгиру-
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Введение

Широкое применение эмульсионных систем в 
различных областях промышленности, в том числе 
пищевой, химической, технической, нефтеперерабаты-
вающей, в сельском хозяйстве, и наблюдаемая миро-
вая тенденция отказа от синтетических эмульгаторов 
привели к росту потребности в высокоэффективных 
природных биологически активных веществах (БАВ) 
[3, 7, 8, 12, 22]. Замена синтетических поверхностно-
активных веществ (ПАВ) на биосовместимые соеди-
нения является ключевым моментом в расширении сфер 
применения эмульсий при создании функциональных 
продуктов питания. Имеются сведения, что применение 
синтетических ПАВ для стабилизации эмульсий всё 

чаще оказывает негативное влияние на организм по-
требителей, а возможное связывание анионных ПАВ 
с белками способно привести к изменению их структу-
ры, что зачастую приводит к потере их биологических 
функций, в частности, ферментативной активности и, 
как следствие, серьезным нарушениям метаболизма 
[11, 31, 37].

В последнее время в качестве биополимеров для 
стабилизации эмульсий, наряду с белками, фосфоли-
пидами, сапонинами [2, 4, 6, 23], используют поли-
сахариды (ПС), такие как пектин, различные камеди, 
галактоманнаны, крахмал, целлюлоза, нанокристаллы 
хитина и др. [30, 36]. Выбор ПС обусловлен тем, 
что, по сравнению с белком – стабилизатором боль-
шинства эмульсий природного происхождения, ПС 
формируют более объемный гидратный слой, который 
способствует повышению стабильности эмульсий за 
счет структурного фактора [35], а низкая усвояемость 
ПС в желудочно-кишечном тракте способствует за-
медлению скорости высвобождения БАВ [27].

Среди растительных ПС в настоящее время осо-
бое место отводится модифицированным крахмалам как 
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высокоэффективным компонентам для стабилизации 
эмульсий [18, 32].

Одним из наиболее известных и хорошо изученных 
биоэмульгаторов является эмульсан, продуцируемый 
штаммом бактерий Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, 
который представляет собой комплекс анионного гете-
рополисахарида и белка [39, 43]. Другой биоэмульгатор, 
аласан, состоящий из аланина, ПС и белков, произво-
дится штаммом бактерий Acinetobacter radioresistens 
KA53 [40–42]. Имеются сведения об эмульгирующих 
свойствах таких ПС как полимиксан, продуцентами кото-
рого являются бактерии Paenibacillus polymyxa 88A [16] 
и декстран, производимый бактериями видов Leuconostoc 
mesenteroides и Streptococcus mutans [34]. Известно, что 
консорциум пробиотических микроорганизмов на основе 
S. thermophilus, Bifidobacterium bifidum, B. longum, 
B. adolescentis, продуцирующий ПС, способен эмульги-
ровать масло семян льна [17], что потенциально может 
применяться в пищевой промышленности.

Грибные ПС, в частности хитин-глюкановый ком-
плекс, входящий в состав базидиомицетов, используются 
в промышленности в качестве эмульгатора, загустителя и 
стабилизатора для пищевых продуктов [9, 10]. Хитозан, 
получаемый из мицелия гриба Aspergillus niger [14], яв-
ляется эффективным эмульгатором для стабилизации ге-
терогенных систем, позволяющим увеличивать вязкость 
дисперсионной фазы, затруднять диффузию дисперсных 
частиц и снижать скорость агрегации капель [21, 28, 33, 
38]. В пищевой промышленности этот ПС используют 
в качестве эмульгатора, загустителя и структурообра-
зователя для продуктов диетического питания, способ-
ствующих выведению радионуклидов из организма [26]. 
Из грибов вида Aureobasidium pullulans получают ПС 
аубазидан, применяемый как стабилизатор суспензий 
и эмульсий при приготовлении лекарственных форм в 
фармакологии, пищевой промышленности и при нефте-
добыче [1]. Также к нефтедеструкторам – продуцентам 
ПС (гексозанов) относят штаммы Aspergillus spp., об-
ладающие значительной эмульгирующей активностью 
в отношении нефти, керосина и моторного масла [13].

Таким образом, имеющиеся сведения о применении 
природных биополимеров, в частности, грибных и бакте-
риальных ПС в качестве эмульгаторов, свидетельствуют 
об актуальности этой проблемы и необходимости изыска-
ния новых потенциальных продуцентов для их получения, 
что является приоритетной задачей в современном мире.

В связи с этим целью данной работы явилось ис-
следование эмульгирующих свойств некоторых (новых) 
ПС грибной и бактериальной природы.

Материалы и методы

Объектами исследования явились: ПС, получен-
ные из различных штаммов базидиомицетов: Pleurotus 
ostreatus Р-88, Pleurotus ostreatus НК-35, Agaricus 
bisporus 508, Agaricus bisporus 533 [15]; бактериальные 
экзополисахариды (ЭПС) штаммов молочнокислых 
бактерий Streptococcus termophilus [24], Lactococcus 
lactis В-1662 [25], а также ксантомонан, полученный из 
Xanthomonas campestris В-610/1 [19], клебсилан, полу-
ченный из Klebsiella pneumoniae K2 [20], ксилофилан, 
полученный из Xanthobacter xylophillus Z-0055 [5]. 
Кроме того, в работе были использованы коммерческие 
эмульгаторы: ксантановая камедь (Novenzyme Products 
Limited, China) и лецитин соевый (Orison Chemicals 
Limited, China).

В качестве субстратов для определения эмульги-
рующей активности использовали подсолнечное масло 
(ООО «Товарное хозяйство»), гексан (ЗАО «Купав-
нареактив») и керосин (ООО «ЛД-Трейд»).

Определение индекса эмульгирования растворов 
ПС проводили по методу Д.Г. Купера и Б.Г. Голденберга 
[29]. Для этого получали 2% водный раствор ПС, после 
чего сверху наслаивали гидрофобный субстрат (под-
солнечное масло, гексан, или керосин). Полученную 
смесь интенсивно встряхивали на вортексе в течение 5 
минут. Через 1, 2, 3, 7, 14 и 21 сутки измеряли высоту 
стабильного слоя эмульсии. Индекс эмульгирования (E) 
рассчитывали, как отношение высоты слоя эмульсии к 
общей высоте жидкости:

E = высота слоя эмульсии × 100%
общая высота жидкости

Каждый эксперимент повторяли не менее трёх 
раз. Статистическую обработку полученных результатов 
проводили с помощью Microsoft Excel 2019 и Origin 7.

Результаты и обсуждение

При изучении эмульгирующих свойств ПС 
базидиомицетов было показано, что и ПС вешенки, 
и ПС шампиньонов в разной степени проявляли 
эмульгирующую активность (ЭА) по отношению к 
подсолнечному маслу, гексану и керосину. Наиболь-
шая активность в отношении подсолнечного масла 
была у ПС грибов P. ostreatus Р-88, A. bisporus 533 
и P. ostreatus НК-35. У ПС штамма P. ostreatus Р-88, 
как видно из таблицы 1, ЭА через 21 сутки незна-
чительно отличалась от первоначальной, в то время 
как у ПС A. bisporus 533 и P. ostreatus НК-35 ЭА 
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по сравнению с первыми сутками уменьшалась почти 
в 23 и 5 раза, соответственно. В ходе эксперимента 
было замечено, что ПС A. bisporus 508 образовывали 
менее устойчивые эмульсии в отношении подсолнеч-

ного масла.В присутствии гексана ЭА была отмечена 
только у ПС P. ostreatus НК-35 и A. bisporus 508, 
однако к 21 суткам снижалась в 4 и 6 раза, соответ-
ственно (таблица 2).

Таблица 1
Определение индекса эмульгирования в присутствии подсолнечного масла (%)

Образец

Гидрофобный субстрат
Подсолнечное масло

Сутки
1 2 3 7 14 21

ПС P. ostreatus Р-88 40±0,2 32±0,4 32±0,4 30±0,5 30±0,2 30±0,2
ПС P. ostreatus НК-35 31±0,3 22±0,7 20±0,2 11±0,9 8±0,6 6±0,5
ПС A. bisporus 508 4±0,3 2±0,2 2±0,2 2±0,2 2±0,2 2±0,2
ПС A. bisporus 533 46,8±0,6 38±0,2 38±0,3 4±0,5 2±0,2 2±0,1
ЭПС S. termophilus 50±0,5 50±0,5 47,9±0,4 25±1,1 25±1,0 25±0,7
ЭПС L. lactis В-1662 30±0,4 28,3±0,8 26,4±0,7 22,6±0,5 22±0,4 5,6±0,7
ЭПС X. campestris В-610/1 (ксантомонан) 22,7±0,2 22,5±0,3 22,3±0,2 22±0,6 20,4±0,4 20±0,5
ЭПС X. xylophillus Z-0055 (ксилофилан) 44±0,1 44±0,1 44±0,1 44±0,1 44±0,1 44±0,2
ЭПС K. pneumoniaе K2 (клебсилан) отсутствует
Ксантановая камедь отсутствует
Лецитин соевый 55,3±0,7 48,2±0,9 44,6±0,2 отсутствует

Таблица 2
 Определение индекса эмульгирования в присутствии гексана (%)

Образец

Гидрофобный субстрат
Гексан
Сутки

1 2 3 7 14 21
ПС P. ostreatus Р-88 отсутствует
ПС P. ostreatus НК-35 37±0,5 34±0,4 24±0,7 17±0,6 9±0,2 9±0,2
ПС A. bisporus 508 57±0,7 49±0,4 43±0,2 22±0,5 14±0,9 10±0,6
ПС A. bisporus 533 отсутствует
ЭПС S. termophilus 61,3±0,5 45,4±0,3 34±0,8 отсутствует
ЭПС L. lactis В-1662 64,7±0,8 52,9±0,4 41,1±0,2 8,8±0,5 отсутствует
ЭПС X. campestris В-610/1 (ксантомонан) 53,5±0,7 46,5±0,2 46±0,5 44,1±0,3 44±0,2 39,5±0,6
ЭПС X. xylophillus Z-0055 (ксилофилан) 65,2±0,2 60,8±0,3 58,6±0,2 21,7±0,4 отсутствует
ЭПС K. pneumoniaе K2 (клебсилан) отсутствует
Ксантановая камедь отсутствует
Лецитин соевый 26,6±0,3 22,2±0,7 11,1±0,4 11±0,6 8,8±0,4 6,6±0,3

В отношении керосина ПС грибов проявляли 
наибольшую степень активности. Так, у ПС P. ostreatus 
Р-88, A. bisporus 533 и A. bisporus 508 ЭА составила 
на первые сутки 72,7, 64 и 60%, соответственно, а к 21 
суткам снижение стабильности эмульсии происходило 

всего в 1,5, 1,4 и 1,4 раза, соответственно (таблица 3). 
Менее высокий процент эмульсии, по сравнению другими 
ПС грибов в отношении керосина был замечен у ПС 
P. ostreatus НК-35, который составил на 1 сутки 52%, 
а к 21 суткам был ниже в 3 раза.

О.О. Бабичева и др., с. 43–51
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Таблица 3
 Определение индекса эмульгирования в присутствии керосина (%)

Образец

Гидрофобный субстрат
Керосин
Сутки

1 2 3 7 14 21
ПС P. ostreatus Р-88 72,7±0,5 63±0,3 62,8±0,2 56,3±0,4 50,9±0,3 48,1±0,8
ПС P. ostreatus НК-35 52±0,6 44±0,8 38±0,5 16±0,3 16±0,3 16±0,3
ПС A. bisporus 508 64±0,4 50±0,7 49±0,3 49±0,3 47±0,2 46±0,5
ПС A. bisporus 533 60±0,3 46±0,4 46±0,4 46±0,3 46±0,4 44±0,6
ЭПС S. termophilus 47,7±0,6 45,4±0,7 45±0,7 25±0,3 20,4±0,9 20±0,7
ЭПС L. lactis В-1662 58,6±1,1 58±0,7 56,5±0,6 50±0,3 41,3±0,4 39,1±0,2
ЭПС X. campestris В-610/1 (ксантомонан) 31,7±0,9 24,3±0,3 24,1±0,7 24±0,3 24±0,2 21,9±0,4
ЭПС X. xylophillus Z-0055 (ксилофилан) 67,4±0,2 62,7±0,5 62±0,3 55,8±0,3 46,5±0,4 41,8±0,6
ЭПС K. pneumoniaе K2 (клебсилан) 34,6±0,7 34,2±0,2 34±0,3 30,6±0,9 10,2±0,8 10±0,5
Ксантановая камедь 45±05 40±0,3 40±0,4 37,5±0,2 25±0,4 25±0,4
Лецитин соевый 37±0,6 33,3±0,9 33±0,7 33±0,4 27,7±0,3 27±0,2

Эмульгирующие свойства бактериальных ЭПС 
также проявлялись в разной степени в зависимости от 
используемого субстрата. В присутствии подсолнечного 
масла наибольшая активность была отмечена у ЭПС 
S. termophilus и X. xylophillus Z-0055, однако к 21 суткам 
у первого образца ЭПС эмульсия снижалась в 2 раза, а у 
второго – не изменялась на протяжении всего исследова-
ния (таблица 1). На первые сутки ЭПС L. lactis B-1662 
образовывал эмульсию в пределах 30%, но к 21 суткам 
активность снижалась в 5 раз. Не высокой, но достаточно 
устойчивой ЭА на протяжении 21 суток в присутствии 
подсолнечного масла обладал ЭПС X. campestris В-610/1. 
Полное отсутствие ЭА в отношении подсолнечного масла 
было отмечено у ЭПС K. pneumoniaе K2.

В присутствии гексана высокий процент эмульсии 
на первые сутки был отмечен у ЭПС X. xylophillus Z-0055 
(65,2%), L. lactis В-1662 (64,7%), S.  termophilus 
(61,3%) и X. campestris В-610/1 (53,5%), однако к 
7–14 суткам у первых трёх образцов было отмечено 
полное отсутствие ЭА, а у четвёртого была отмечена 
устойчивость эмульсии, которая к 21 суткам снижалась 
всего в 1,4 раза (таблица 2). Отсутствие ЭА в отношении 
гексана было отмечено у ЭПС K. pneumoniaе K2.

В отношении керосина у всех бактериальных ЭПС 
была отмечена ЭА (таблица 3). Наиболее высокие по-
казатели на первые сутки были отмечены у X. xylophillus 
Z-0055 (67,4%) и L. lactis В-1662 (58,6%), через 21 
сутки снижение стабильности эмульсии происходило в 1,6 
и 1,5 раза, соответственно. Менее высоким процентом 

эмульсии обладали ЭПС S. termophilus, X. campestris 
В-610/1 и K. pneumoniaе K2, по сравнению с другими 
бактериальными ЭПС, однако к 21 суткам ЭА иссле-
дуемых образцов снижалась всего в 2,3, 3,4 и 1,4 раза.

При изучении коммерческих эмульгаторов было по-
казано, что в отношении подсолнечного масла ЭА обладал 
только лецитин соевый: на первые сутки стабильность 
эмульсии составляла 55,3%, но к 7 суткам уже полностью 
отсутствовала (таблица 1). В присутствии гексана ЭА об-
ладал только лецитин соевый, на первые сутки эмульсия со-
ставляла 26,6%, а к 21 суткам снижалась в 4 раза (таблица 
2). В отношении керосина все исследованные коммерческие 
эмульгаторы проявляли эмульгирующую способность (та-
блица 3). На первые сутки у ксантановой камеди активность 
составляла 45%, у лецитина соевого 37%, а к 21 суткам ЭА 
снижалась в 1,8 и 1,3 раза, соответственно.

Так, в присутствии гидрофобного субстрата – под-
солнечного масла наибольшая ЭА отмечена у лецитина 
соевого (55,3%), ЭПС S. termophilus (50%) и ПС 
A. bisporus 533 (46,8%). Устойчивость эмульсии в от-
ношении подсолнечного масла (на протяжении 21 суток) 
была отмечена у ЭПС X. xylophillus Z-0055 (44%), 
X. campestris В-610/1 (22,7–20%) и ПС P. ostreatus 
Р-88 (40–30%).

В отношении гексана наибольшая ЭА отмечена у 
ЭПС X. xylophillus Z-0055 (65,2%), L. lactis В-1662 
(64,7%), S. termophilus (61,3%) и ПС A. bisporus 508 
(57%). Наиболее устойчивые эмульсии в отношении гексана 
образовывали ЭПС X. campestris В-610/1 (53,5–39,5%).
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В отношении керосина у всех образцов была от-
мечена ЭА и устойчивость эмульсии. Наибольшую ЭА 
в отношении керосина проявляли ПС P. ostreatus Р-88 
(72,7%), A. bisporus 508 (64%), A. bisporus 533 (60%), 
P. ostreatus НК-35 (52%) и ЭПС X. xylophillus Z-0055 
(67,4%), L. lactis В-1662 (58,6%). Повышенной устой-
чивостью обладали ПС P. ostreatus Р-88 (72,7–48,1%), 
A. bisporus 508 (64–46%), A. bisporus 533 (60–44%) 
и ЭПС X. xylophillus Z-0055 (67,4–41,8%), и L. lactis 
В-1662 (58,6–39,1%).

Заключение

Таким образом, как показывают результаты насто-
ящего исследования, ПС некоторых грибов и бактерий 
обладают эмульгирующей активностью. Способность 
ПС грибов и ЭПС бактерий формировать стабильные 
эмульсии может служить основанием их успешного в 
перспективе применения в пищевой промышленности и 
других отраслях народного хозяйства.
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EMULSIFYING ABILITY OF POLYSACCHARIDES  
OF SOME FUNGI AND BACTERIA
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In recent years, most industries have adopted the most sustainable and environmentally friendly approach, using various 
biologically active substances that are safer than synthetic ones. The priority for the use of environmentally friendly bioactive compounds 
is primarily given to the food industry. In this work, the stabilizing properties of some fungal and bacterial polysaccharides were studied 
in comparison with commercial emulsifiers. It is shown that the studied biopolymers have emulsifying activity and have a high emulsion 
potential comparable to commercial emulsifiers. The exopolysaccharides (EPS) of Streptococcus termophilus and polysaccharides 
(PS) of Agaricus bisporus 533, Pleurotus ostreatus P-88 have the greatest emulsifying activity in the presence of sunflower oil; with 
respect to hexane, EPS Xanthobacter xylophillus Z-0055, Lactococcus lactis B-1662, S. termophilus, Xanthomonas campestris 
B-610/1 and PS A. bisporus 508; with respect to kerosene – P. ostreatus P-88, P. ostreatus NK-35, A. bisporus 508, and A. 
bisporus 533 and EPS X. xylophillus Z-0055, L. lactis B-1662. The use of emulsifiers based on PS of fungal and bacterial origin 
with their inherent bioactivity can become a worthy alternative to synthetic emulsifiers.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.66

ИНТЕНСИФИКАЦИЯ ПРОИЗВОДСТВА ДИАГНОСТИЧЕСКИХ  
ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

А.В. КОМИССАРОВ*, М.В. ОВЧИННИКОВА, О.А. ЛОБОВИКОВА, С.А. БАДАРИН,  
Д.Н. БИБИКОВ, Н.В. СИНИЦЫНА, Е.А. ГЛАЗКОВА, Г.Н. ГИНЕНКО, А.К. НИКИФОРОВ

ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, г. Саратов

Разработаны методические подходы проведения процедуры герметизации лиофилизатов диагностических препаратов 
в ампулах в среде инертного газа (азота). Исследована сочетанность влияния следующих параметров машинного проведения 
процесса герметизации: давление азота, подаваемого внутрь ампул с лиофилизированным препаратом, высота опускания со-
пел для подачи азота, скорость перемещения транспортера с ампулами. Найдены оптимальные значения этих характеристик. 
Предложен алгоритм определения герметичности первичной упаковки препаратов, при этом обоснована требуемая величина 
остаточного кислорода в ампулах. Исследована стабильность свойств препаратов, полученных по экспериментально обо-
снованным методическим приемам, в процессе хранения при нормируемом сроке годности. Доказана неизменность качества 
продуктов. Показана эффективность предложенных приемов проведения процесса. Выявлено повышение производительности 
производства более чем в 6 раз за один технологический цикл.

Ключевые слова: лиофилизаты диагностических препаратов; герметизация ампул запайкой в среде инертного газа; 
проверка герметичности ампул.
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Введение

Технология приготовления лиофилизатов диагности-
ческих препаратов в ФКУН Российский противочумный 
институт «Микроб» Роспотребнадзора имела ряд огра-
ничений по мощности их выпуска, обусловленных низкой 
производительностью лиофилизационного оборудования, а 
также практически 100%-ной физической изношенностью 
машин, применяемых для герметизации (запайки) ампул 
(применялись ампулозапаечные аппараты 60-ых годов вы-
пуска прошлого века). 

Проведенная в начале 20 годов текущего столетия 
глубокая реконструкция производственных мощностей 
приготовления диагностических препаратов, в том числе 
приобретенного и введенного в эксплуатацию лиофилиза-
ционного и запаечного оборудования, позволило кратно 
увеличить производительность одного технологического 
цикла приготовления. Это, в первую очередь, относится 

к препаратам, герметизация которых предусматривает 
запайку ампул в среде окружающего воздуха.

Существующая технология выпуска ряда диагно-
стических препаратов (иммуноглобулины диагностиче-
ские флуоресцирующие чумные и псевдотуберкулезные, 
иммуноглобулины флуоресцирующие для идентификации 
V. cholerae О1 группы, иммуноглобулины флуоресциру-
ющие для идентификации V. cholerae О139 серогруппы) 
предусматривает герметизацию ампул запайкой под 
вакуумом. Используемые приемы выполнения данной 
процедуры позволяют получать ограниченное количество 
первичных упаковок за один технологический цикл из-за 
использования низкопроизводительного ручного труда, 
характеризующегося повышенной вероятностью травма-
тизма (рисунок 1). Альтернативой ручной герметизации 
ампул под вакуумом может служить машинная запайка 
ампул в среде инертного газа. Так, из 25 наименований 
живых вакцин для медицинского применения в форме 
лиофилизата, производимых в России, 7 герметизируются 
под вакуумом, 17 – в среде инертного газа, как правило, 
азота. Исключением является сибиреязвенная живая вак-
цина, производимая как с герметизацией под вакуумом, так 
и без него. Необходимо подчеркнуть, что срок годности 
вакцины без вакуума уменьшен с 4 до 3 лет [2, 5]. 

Введенное в эксплуатацию ампулозапаечное обо-
рудование позволяет осуществлять процесс герметизации 
ампул в среде инертного газа.
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В связи с этим проведение теоретических и экспери-
ментальных исследований, направленных на повышение про-
изводительности производства диагностических препаратов 
и снижения его травмоопасности, являются актуальными.

Основными задачами, решаемыми в ходе данной 
работы, были:

	- разработка методических подходов проведения 
процедуры герметизации лиофилизатов диагностических 
препаратов в ампулах в среде инертного газа (азота);

	- обоснование алгоритма определения герметичности 
первичной упаковки препаратов;

	- исследование стабильности свойств препаратов, 
полученных по экспериментально обоснованным мето-
дическим приемам.

Материалы и методы

При выполнении исследований по разработке мето-
дических подходов к этапу герметизации диагностических 
препаратов в ампулах в среде инертного газа (азота) и 
алгоритма определения герметичности первичной упа-

ковки использовали иммуноглобулины диагностические 
флуоресцирующие чумные адсорбированные лошадиные 
(ИДФЧ), лиофилизат для диагностических целей, по-
лученные в соответствии с промышленным регламентом 
на их производство. Объем препарата в ампуле ШП-5 
(«Курский завод медстекла», Россия) составил 1 мл. 
Герметизацию диагностических препаратов в ампулах под 
вакуумом осуществляли ручным способом при величине 
остаточного давления не менее 100 Па, при запайке ампул в 
среде инертного газа (азота) применяли моноблок розлива 
и запайки ампул «Мастер» МЗ-400ЕД («Аврора пак 
инжиниринг», Россия). Наличие вакуума устанавливали 
с использованием прибора д’Арсонваля по наличию свече-
ния внутри ампул в соответствии с МУК 4.1/4.2.588-96 
[4], измерение остаточного кислорода – газоанализатором 
OXYBABY® M+ (WITT-Gasetechnik, Германия).

Для исследования свойств лиофилизатов препа-
рата применяли методы, изложенные в ТУ 8961-016-
01898109-2007 «Иммуноглобулины диагностические 
флуоресцирующие чумные, адсорбированные лошади-
ные, лиофилизат для диагностических целей» с изм.

   
Рис. 1. Проведение технологического процесса запайки ампул под вакуумом

Результаты и обсуждение

Разработка методических подходов проведения 
процедуры герметизации лиофилизатов диагностиче-
ских препаратов в ампулах в среде инертного газа (азота)

В технологическом процессе изготовления диагно-
стических препаратов в форме лиофилизатов для розлива 
и запайки ампул в среде окружающего воздуха успешно 
с 2020 г. применяется моноблок розлива и запайки ам-
пул «Мастер» МЗ-400ЕД производства «Аврора пак 
инжиниринг» (Россия). 

Принцип работы моноблока заключается в 
следующем. Ампулы устанавливают в бункер за-

бора ампул, откуда они с помощью привода подачи 
попадают по транспортеру в зону розлива, где через 
опускающиеся дозирующие сопла сначала в ампулы 
подают инертный газ от внешнего источника, а на 
следующем этапе продукт. После наполнения ам-
пулы перемещаются в зону запайки. После нагрева 
горловины ампулы специальными захватами удаляют 
остатки стекла, после чего формируется верхушка 
ампулы правильной округлой формы. При необходи-
мости операции подачи инертного газа и продукта в 
ампулы может быть отключены как вместе, так и в 
раздельности.

Общий вид моноблока представлен на рисунке 2.
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Рис. 2. Общий вид моноблока фасовки и запайки ампул «МАСТЕР» М3-400ЕД. 
Основные элементы моноблока: 1 – корпус. Система подачи ампул: 2 – бункер забора ампул; 3 – устройство по-
дачи ампул. Cистема розлива: 4 – перистальтический насос-дозатор (2 шт.), установленный в корпусе 5; 6 – трубки; 
7 – опускающиеся сопла для подачи азота; 8 – опускающиеся сопла для подачи продукта; 9 – датчики наличия ампул. 
Система запайки: 10, 11 – горелки для окончательной запайки ампул; 12, 13 – горелки для предварительного нагрева 
ампул; 14 – держатели ампул; 15 – захваты для деликатного удаления остатков стекла; 16 – бункер для удаления 
остатков стекла. Элементы управления: 17 – ручной привод; 18 – узел блокировки работы моноблока (останавливает 
подачу ампул, позволяя закончить цикл работы оборудования); 19 – сенсорная панель управления (на панели управления 
расположено устройство аварийной остановки); 20 – регулировка подачи азота; 21 – регулировка подачи кислорода 
на горелки 12, 13; 22 – регулировка подачи горючего газа на горелки 12, 13; 23 – регулировка подачи кислорода на 
горелки 10, 11; 24 – регулировка подачи горючего газа на горелки 10, 11. Система передвижения ампул между тех-
нологическими зонами: 25 – транспортер. Система выдачи ампул: 26 – устройство выдачи ампул; 27 – пластина 
для защиты ампул от падения; 28 – бункер выгрузки

При разработке методических подходов к этапу 
герметизации диагностических препаратов в ампулах в 
среде инертного газа (азота) предстояло решить следу-
ющие задачи:

	- определить величину давления азота, подаваемого 
внутрь ампул с лиофилизированным препаратом (Х, 
МПа). Величина данного технологического параметра 
должна быть максимальной, но обеспечивать неразру-
шение структуры препарата;

	- выявить высоту опускания сопел для подачи азо-
та (Y, мм). Также величина данного технологического 
параметра должна быть максимальной, но обеспечивать 
неразрушение структуры препарата. В планируемых экс-
периментах это определялось как расстояние от верхней 
кромки лиофилизата препарата до нижней кромки сопла;

	- опытным путем найти оптимальную скорость 
перемещения транспортера с ампулами (Z, %), которая 

должна обеспечивать, с одной стороны, достаточное 
время нахождения сопел для максимальной подачи азота 
внутрь ампулы, а с другой стороны, быть достаточно 
высокой для того, чтобы азот не вышел из ампулы. На 
панели управления моноблока данная характеристика 
отображается в %. Следует сказать, что скорость опре-
деляется временем и расстоянием, которое прошла ампула 
с момента попадания на транспортер до прохождения 
зоны запайки.

При 100% в абсолютных единицах значение дан-
ной величины составляет 14 мм/с.

Для реализации экспериментов исследовали со-
четанное влияние вышеназванных характеристик при 
следующих их значениях:

Х1 Х2 Х2 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 Z6

0,15 0,1 0,05 10 20 30 100 90 80 70 60 50
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Таблица 1
Результаты экспериментов по нахождению оптимальных характеристик проведения процесса  

запайки ампул с диагностическими препаратами в среде инертного газа
Характеристики 

проведения процес-
са запайки ампул

Содержание оста-
точного кислорода, 

%

Характеристики 
проведения процес-

са запайки ампул

Содержание оста-
точного кислорода, 

%

Характеристики 
проведения процес-

са запайки ампул

Содержание оста-
точного кислорода, 

%
Х1Y1Z1 Р Х2Y1Z1 2,72 Х3Y1Z1 3,71
Х1Y2Z1 2,12 Х2Y2Z1 2,9 Х3Y2Z1 4,13
Х1Y3Z1 2,93 Х2Y3Z1 3,23 Х3Y3Z1 4,45
Х1Y1Z2 Р Х2Y1Z2 1,84 Х3Y1Z2 4,33
Х1Y1Z3 Р Х2Y1Z3 1,67 Х3Y1Z3 4,12
Х1Y1Z4 Р Х2Y1Z4 1,51 Х3Y1Z4 2,98
Х1Y1Z5 Р Х2Y1Z5 1,91 Х3Y1Z5 3,12
Х1Y1Z6 Р Х2Y1Z6 2,17 Х3Y1Z6 3,31
Х1Y2Z2 2,35 Х2Y2Z2 2,71 Х3Y2Z2 3,65
Х1Y2Z3 2,24 Х2Y2Z3 2,62 Х3Y2Z3 3,49
Х1Y2Z4 1,96 Х2Y2Z4 2,23 Х3Y2Z4 3,02
Х1Y2Z5 2,11 Х2Y2Z5 2,41 Х3Y2Z5 3,35
Х1Y2Z6 2,4 Х2Y2Z6 2,76 Х3Y2Z6 3,8
Х1Y3Z2 2,62 Х2Y3Z2 2,94 Х3Y3Z2 4,12
Х1Y3Z3 2,73 Х2Y3Z3 3,11 Х3Y3Z3 4,31
Х1Y3Z4 2,57 Х2Y3Z4 3,07 Х3Y3Z4 4,22
Х1Y3Z5 2,82 Х2Y3Z5 3,34 Х3Y3Z5 4,37
Х1Y3Z6 3,03 Х2Y3Z6 3,52 Х3Y3Z6 4,52

Примечание: Р – разрушение структуры препарата

При условии разрушения структуры препарата или 
повышения значения величины остаточного кислорода 
больше 2% (обоснование данного значения приведено 
ниже), сочетание исследуемых характеристик считали 
неприменимым.

Результаты экспериментов по нахождению опти-
мальных вышеназванных характеристик представлены 
в таблице 1. 

В результате определения исследований опти-
мальные величины вышеназванных технологических 
параметров составили:

	- давление азота, подаваемого внутрь ампул с лио-
филизированным препаратом – 0,1 МПа; 

	- высота опускания сопел для подачи азота – 10 мм 
от верхней кромки лиофилизата препарата;

	- скорость перемещения транспортера с ампулами – 
70%. 

Уменьшение скорости перемещения транспортера 
с ампулами привело к снижению производительности 
моноблока розлива и запайки ампул «Мастер» МЗ-
400ЕД с 2000 до 1400 ампул в час, но обеспечило 
требуемое значение остаточного кислорода в первичной 
упаковке диагностических препаратов – не более 2%.

Проведенные исследования позволили увеличить 
производительность одного технологического цикла 
герметизации более чем в 6 раз.

Обоснование алгоритма определения герметич-
ности первичной упаковки препаратов

С целью обоснования методических приемов 
определения непроницаемости первичной упаковки 
диагностических препаратов, загерметизированных 
в среде инертного газа, был проведен анализ норма-
тивной и научно-технической информации по данному 
вопросу.

Для фармацевтических субстанций и лекар-
ственных препаратов для медицинского применения 
актуальной являются общие фармакопейные статьи 
ОФС.1.4.2.0025 «Определение герметичности упа-
ковки» и ОФС.1.7.1.0018.18 «Иммунобиологические 
лекарственные препараты» [6, 7]. Анализ данных до-
кументов выявил отсутствие описания методических при-
емов определения непроницаемости первичной упаковки 
препаратов, загерметизированных в среде инертного газа. 
Мы считаем это необоснованным в силу того, что значи-
тельная часть лекарственных препаратов герметизируется 
данным способом.

А.В. Комиссаров и др., с. 52–60
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Представлялось целесообразным подвергнуть 
анализу ГОСТ 27785-2012 «Средства лекарственные 
биологические лиофилизированные для ветеринар-
ного применения. Метод определения кислорода во 
флаконах» [1]. Данный документ распространяется 
на лиофилизированные биологические лекарственные 
средства для ветеринарного применения и устанавли-
вает хроматографический метод определения объемной 
доли кислорода во флаконах с препаратом, заполненных 
азотом и герметично закрытых, в диапазоне измерений 
от 0,10% до 1,00%. К недостаткам данной методики 
следует отнести ее невозможность применения к сте-
клянным ампулам, довольно низкая точность (±10%) 
и многостадийность выполнения операций (всего 14 
операций по подготовке, проведению анализа и вычис-
ления результатов). Кроме того, в изучаемом документе 
описан только хроматографический метод. Необходимо 
сказать о том, что описания других методов и методик 
определения непроницаемости первичной упаковки ве-
теринарных препаратов, загерметизированных в среде 
инертного газа, мы не обнаружили.

Анализ двух международных документов: «Прин-
ципы приготовления и утверждения международных 
и других стандартов и эталонных реагентов биологи-
ческих препаратов, 1990» [3] и «Recommendations for 
the preparation and establishment of international and other 
biological reference standards, 2004» [10] выявил от-
сутствие описания методических приемов определения 
остаточного кислорода в первичных упаковках препара-
тов. Однако присутствуют рекомендации по численному 
значению этой величины – не более 2%. Не все произ-
водители биологических препаратов, в том числе россий-
ские, придерживаются данной величины. Так, для живой 
коревой вакцины и вакцины против краснухи значение 
этого показателя не должно превышать 1% [8, 9].

Необходимость определения непроницаемо-
сти первичной упаковки препаратов, загерметизи-
рованных в среде инертного газа, регламентирована  
МУК 4.1/4.2.588-96 «Методы контроля медицинских 
иммунобиологических препаратов, вводимых людям [4]. 
Там же дается рекомендация по максимальному содержа-
нию остаточного кислорода в первичной упаковке – не 
более 2%. Необходимо отметить, что статус данного 
документа, несмотря на его издание в 1996 г., является 
действующим. Анализ данного документа позволил 
предложить следующий алгоритм определения герметич-
ности первичной упаковки диагностических препаратов, 
заключающийся в последовательном выполнении трех 
основных операций, представленных ниже. 

1. 100% контроль ампул серии на герметичность. 
Для проведения испытаний ампулы и флаконы помещают 
в кассеты, которые погружают в емкость, заполненную 
водой, подкрашенной любым водно-растворимым краси-
телем (например, метиленовая синь). Кассеты погружа-
ют таким образом, чтобы ампулы и флаконы полностью 
находились в воде. Емкость герметически закрывают и 
создают в ней избыточное, по сравнению с атмосферным, 
давление (100±20) кПа. Это давление выдерживают в 
течение 20–25 мин, после чего устанавливают в емкости 
давление, равное атмосферному. Емкость открывают, 
кассеты с ампулами и флаконами вынимают и просма-
тривают на наличие в них подкрашенной воды. Ампулы 
и флаконы, содержащие подкрашенную воду, бракуют.

2. Определение выборки ампул, подлежащих 
инструментальному контролю на наличие остаточного 
кислорода. Количество ампул каждой серии препарата 
для контроля определяют по формуле 1:

KN N0,2= (1)

где NК – количество ампул, подлежащих контро-
лю, шт.;

N – общее количество ампул в серии препарата, 
шт.

При этом при машинном способе герметизации 
следует отбирать образцы из числа последних в каждой 
кассете. 

3. Проведение контроля величины остаточного 
кислорода. При этом, при обнаружении в выборке хотя 
бы одной негерметичной ампулы (содержание остаточ-
ного кислорода превышает 2%), проводят контроль на 
удвоенном количестве первичных упаковок серии. При 
повторном обнаружении хотя бы одной негерметичной 
ампулы препарата серию бракуют.

Значимым этапом исследований было определение 
конкретного вида оборудования для проведения инстру-
ментального контроля ампул на наличие в них остаточного 
кислорода. Анализ МУК 4.1/4.2.588-96 [4] позволил 
их сформулировать следующим образом:

	- используемые измерительные устройства долж-
ны определять кислород в диапазоне концентраций 
0,05–25%; 

	- точность прибора должна составлять не менее 
10,0% от измеряемой величины;

	- минимальный объем пробы газа, предназначенный 
для анализа, должен быть не более 1 см3;

	- используемые газоанализаторы должны находить-
ся в Государственном реестре средств измерений и быть 
поверены.
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В качестве средств измерений рекомендовано 
применять различные газоанализаторы, отвечающие 
вышеперечисленным требованиям, например, газовый 
хроматограф, масспектрометры, полярографы. Кроме 
перечисленных требований немаловажное значение имела 
цена средства измерения, которая должна быть минималь-
ной. Проведенный мониторинг производителей средств 
измерений, позволяющих проводить контроль остаточного 
кислорода в первичной упаковке препаратов, позволил 
нам остановиться на газоанализаторе OXYBABY® M+, 
внешний вид и характеристики которого представлены на 
рисунке 3 и в таблице 2 соответственно. Следует отметить, 
что цена данного изделия в 2021 г. составила 120000 руб. 
Для сравнения, цена портативного газового хроматографа 
начинается от 1000000 руб.

Рисунок 3. Внешний вид газоанализатора 
OXYBABY® M+

С  и с п о л ь з о в а н и е м  г а з о а н а л и з а т о р а 
OXYBABY®  M+ было проверено более 2000 пер-
вичных упаковок диагностических препаратов, загерме-
тизированных с использованием методических приемов, 
представленных выше. Проведенный контроль не выявил 

ни одной ампулы, подлежащей отбраковке. Содержание 
остаточного кислорода колебалось от 0,5 до 1,8%.

Представляло определенный научно-практический 
интерес определение остаточного кислорода в ампулах, 
запаянных под вакуумом. Исследованиям подвергались 
арбитражные образцы 5 серий диагностических препара-
тов после окончания нормируемого срока годности. Нами 
выявлено, что значение исследуемой характеристики со-
ставляет от 3,1 до 4,2%. Между тем проверка контролиру-
емых первичных упаковок по методике, изложенной главе 
12 МУК 4.1/4.2.588-96 [4], показала их соответствие 
предъявляемым требованиям. Визуальное определение 
цвета свечения газовой среды ампул с препаратом при 
возбуждении ее высокочастотным электрическим полем 
с помощью аппарата типа д›Арсонваль выявило бледно-
голубой цвет свечения, что соответствует величине вакуума 
от 10 до 100 Па и является приемлемым результатом. 
Полученные данные свидетельствуют о предпочтитель-
ности запайки ампул в среде инертного газа в сравнении 
с герметизацией под вакуумом.

Исследование стабильности свойств препара-
тов, полученных по экспериментально обоснованным 
методическим приемам

В соответствии с предложенными методическими 
приемами герметизации и контроля качества была про-
изведена промышленная серия ИДФЧ, и определены ее 
характеристики на момент выпуска препарата и по ис-
течении нормируемого срока хранения (2 года). Анализ 
результатов исследований (таблица 3) позволяет кон-
статировать неизменность свойств. Это дает основание 
говорить о том, что содержание кислорода на уровне, не 
превышающем 2% в газовой среде ампулы, не оказывает 
отрицательного воздействия на характеристики продукта.

Таблица 2
Характеристики газоанализатора OXYBABY® M+

Наименование характеристики Значение характеристики
Принцип измерения О2 электрохимический сенсор

Диапазон измерений 0–25% с шагом 0,1%
Объем газовой пробы меньше 10 мл
Скорость измерения не более 10 с

Язык меню наличие русского языка
Температура газа и окружающей среды от 5 до 40 °С

Вес не более 600 г
Размеры 187×106×91 мм

Электропитание 3 встроенных аккумулятора
Зарядное устройство 110–240 В

Пределы допускаемой абсолютной погрешности измерений объемной доли, %:  
О2, в диапазоне от 0 до 10% ±0,2

Номер в Государственном реестре средств измерений 81804-21

А.В. Комиссаров и др., с. 52–60
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Таблица 3
Результаты исследования свойств лиофилизатов ИДФЧ

Показатели Норма по ТУ 8961-016-01898109-2007
Результаты испытаний

На момент выпуска
препарата

Препарат
после 2 лет хранения

Описание Аморфная масса оранжевого цвета соответствует соответствует

Растворимость

Содержимое ампулы должно полностью растворяться 
в 1 мл дистиллированной воды в течение 3 мин при 

встряхивании. После растворения – опалесцирующая 
жидкость желто-зеленого цвета, без осадка

20 секунд 20 секунд

рН От 8,0 до 9,5 8,2 8,2
ПМВ не более 3% 1,5 1,5

Герметизация
Ампулы с препаратом должны быть герметичны

Содержание остаточного кислорода не должно превышать 
2%

герметичны

1,51–1,77*

герметичны

1,47–1,75*

Белок От 1 до 2% 1 1
Молярное

соотношение ФИТЦ/белок От 5,0 до 14,0 5,5 5,5

Степень очистки препарата от 
примеси свободного ФИТЦ Не должно быть свободного флуорохрома соответствует соответствует

Рабочее
разведение Не менее 1:8 1:8 1:8

Специфическая
активность

Препарат в рабочем разведении должен вызывать 
специфическое свечение Y. pestis в концентрации 5×108 

м.к./мл интенсивностью на 3–4 креста.
соответствует соответствует

Специфичность
Препарат в рабочем разведении не должен вызывать 
иммунофлуоресценцию Y. pseudotuberculosis I–VI 

сероваров и S. sonnei в концентрации 5×108 м.к./мл.
соответствует соответствует

Примечание: * – приведен интервал значений от минимального до максимального; м.к. – микробные клетки; ПМВ – по-
теря в массе при высушивании; ФИТЦ – флуоресцеин-5-изотиоцианат

Заключение

В результате разработки методических подходов 
к этапу герметизации диагностических препаратов в 
ампулах в среде инертного газа (азота) и алгоритма 
определения остаточного кислорода в первичной упа-
ковке обоснована технология, позволяющая увеличить 
производительность одного технологического цикла 
герметизации более чем в 6 раз. 

В ходе исследований долгосрочной стабильности 
свойств препаратов установлено, что в течение установлен-
ного срока годности показатели качества продуктов остают-
ся неизменными, что позволило внедрить в производство 
диагностических препаратов новые методические приемы.
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INTENSIFICATION OF PRODUCTION OF DIAGNOSTIC  
IMMUNOBIO-LOGICAL PREPARATIONS

A.V. KOMISAROV, M.V. OVCHINNIKOVA, O.A. LOBOVIKOVA, S.A. BADARIN, D.N. BIBIKOV, 
N.V. SINITSYNA, E.A. GLAZKOVA, G.N. GINENKO, A.K. NIKIFOROV

Russian Anti-Plague Institute «Microbe» of the Rospotrebnadzor, Saratov

We have developed methodological approaches to sealing of lyophilizates of diagnostic drugs in ampoules in an inert gas (nitrogen) 
environment. Combined effect of the following parameters of automated sealing process was studied: the pressure of nitrogen supplied 
inside the ampoules with a lyophilized drug; the height of lowering the nozzles for supplying nitrogen; the speed of movement of the 
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conveyor with ampoules. The optimal values of these characteristics have been found. An algorithm for determining the tightness of the 
primary packaging of drugs is proposed; thereat, required amount of residual oxygen in the ampoules is established. The stability of the 
properties of drugs, obtained using the experimentally substantiated methodological techniques, was investigated during storage over 
a standardized shelf life. The consistency of product quality has been proven. The effectiveness of the proposed methods for carrying 
out the sealing has been demonstrated. An increase in production capacity by more than 6 times in one technological cycle is observed.

Keywords: lyophilizates of diagnostic drugs; sealing of ampoules by soldering in an inert gas environment; checking the tightness 
of ampoules.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК: 579.843:579:577.21:615.33

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ И МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТИ ШТАММОВ  

VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS

М.М. САГАКЯНЦ*, О.А. ПОДОЙНИЦЫНА, В.В. АГАФОНОВА, О.А. ЦЫРУЛИНА,  
М.В. ПОЛЕЕВА, В.А. ЛЫЧМАН, А.Ю. КАРНАУХОВ

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

Vibrio parahaemolyticus является одной из основных причин острого кишечного заболевания, протекающего по типу 
пищевой токсикоинфекции, связанной с употреблением в пищу сырых или недостаточно термически обработанных морепро-
дуктов. В настоящее время в мире регистрируются V. parahaemolyticus, выделенные от человека и изолированные из объектов 
окружающей среды, для которых фиксируется нарастание антибиотикорезистентности и формирование множественной устой-
чивости. Цель данного исследования – оценка спектра антибиотикоустойчивости/чувствительности и поиск маркеров (генов) 
антибиотикорезистентности штаммов V. parahaemolyticus. Были изучены 108 коллекционных штаммов V. parahaemolyticus. 
Чувствительность к антибактериальным препаратам определяли диско-диффузионным методом. Проводили полногеномное 
секвенирование на основе технологии next generation sequencing, поиск генов антибиотикорезистентности осуществляли 
с помощью программы Аbricate 1.0.1, в качестве базы данных использовался Resfinder. Для всех исследуемых штаммов 
V. parahaemolyticus установлено наличие устойчивости к одному антибактериальному препарату – 85,7% клинических штаммов 
и 62,7% штаммов из объектов окружающей среды (ООС); 14,3% клинических штаммов и 33,9% из ООС были резистентны 
к двум антибактериальным препаратам. Несколько штаммов V. parahaemolyticus из ООС (3,4%) проявили устойчивость 
одновременно к трём антибактериальным препаратам. Устойчивости более чем к трем антибактериальным препаратам не 
выявлено. Показано, что штаммы из ООС демонстрируют фенотипическую устойчивость к двум/трем антибактериальным 
препаратам почти в три раза чаще, чем V. parahaemolyticus, имеющие клиническое происхождение. Гены -лактамаз класса 
А выявлены у 100% штаммов, что коррелирует с их устойчивостью к ампициллину. У всех штаммов установлено наличие 
генов tet34 и tet35, обуславливающих устойчивость к тетрациклину, но при этом установлена чувствительность к данному 
антибактериальному препарату. Можно предположить, что гены tet34 и tet35 в данном случае выполняют другую функцию, 
вероятно связанную с метаболической активностью парагемолитических вибрионов.

Ключевые слова: Vibrio parahaemolyticus; антибактериальный препарат; резистентность к антибиотикам; полногеномное 
секвенирование.
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Введение

Vibrio parahaemolyticus – это грамотрицательные 
галофильные бактерии, обитающие в прибрежных мор-
ских и эстуарных водах в свободноживущей форме или в 
органах и тканях рыб и других гидробионтов (моллюсков, 
ракообразных, губок, кораллов и др.). Употребление 
человеком в пищу сырых или недостаточно термически 
обработанных морепродуктов, контаминированных эти-

ми галофильными вибрионами, ведет к возникновению 
спорадических случаев или эпидемических вспышек 
острого кишечного заболевания, протекающего по типу 
пищевой токсикоинфекции.

В последние годы продолжается регистрация 
V. parahaemolyticus, выделенных от человека и изо-
лированных из объектов окружающей среды (ООС) в 
разных странах мира – Канаде, США, Мексике, Рос-
сии, странах Западной Европы, Юго-Восточной Азии, 
Африки, Австралии, Новой Зеландии [3, 7, 8, 14, 17, 
18, 20, 21, 23, 29].

Практически все парагемолитические вибрио-
ны чувствительны к антибактериальным препаратам 
(АБП), традиционно рекомендуемым для лечения и 
профилактики заболеваний, вызванных Vibrio spp. Од-
нако в последнее время встречается достаточно много 
сообщений о нарастании антибиотикорезистентности 
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и формировании множественной устойчивости у V. 
parahaemolyticus, возникающей в результате чрезмер-
ного воздействия антибиотиков на организм человека, 
неправомерного использования их в сельском хозяйстве и 
в системах аквакультур. При этом в мире регистрируются 
высокие уровни устойчивости вибрионов к лекарствен-
ным препаратам, когда до 70% изолятов показывают 
мультирезистентность к 10 и более препаратам [1, 15]. 
Например, в публикации Parthasarathy S. et al. (2021 г.) 
при изучении V. parahaemolyticus (n=71), выделенных из 
устриц, были обнаружены штаммы, устойчивые к 6 АБП 
из 14 тестированных препаратов [24]. Анализ спектра 
антибиотикоустойчивости/чувствительности штаммов 
V. parahaemolyticus, выделенных из морской воды и 
гидробионтов (двустворчатых моллюсков, голотурий, 
морских ежей, морских звёзд, асцидий, водорослей, 
морской травы) в заливе Петра Великого Японского 
моря (n=29) показал наличие резистентности к 8 АБП 
из 15, а в заливе Нячанг Южно-Китайского моря пара-
гемолитические вибрионы (n=23), выделенные также 
из морской воды и гидробионтов (водорослей разных 
видов, устриц, асцидий, усоногих раков и др.), были 
устойчивы к 10 из 15 АБП [1]. Также есть данные, 
которые свидетельствуют о том, что резистентность у 
бактерий возникает из-за субингибирующих концентра-
ций антибиотиков, которые в 200 раз ниже минимальной 
ингибирующей концентрации, и, по распространенному 
мнению, при попадании антибиотиков в окружающую 
среду, быстро разлагаются, не оказывая негативного 
влияния. Тем не менее, они все же могут вызывать селек-
цию антибиотикорезистентности (вызывать SOS-ответ) 
и даже развитие полирезистентных условно-патогенных 
и патогенных микроорганизмов [10, 12, 26].

Проблема антибиотикорезистентности рассматри-
вается в качестве глобальной экологической катастрофы 
рядом общественных организаций, таких как ВОЗ 
и Центры по контролю и профилактике заболеваний 
(Centers for Disease Control and Prevention – CDC), 
что способствует разработке стратегических документов, 
направленных на предупреждение и сдерживание распро-
странения антибиотикорезистентности [2]. Так, Россия 
вступила в программу борьбы с микробной антибиотико-
резистентностью (МАР) в 2017 г., утвердив Стратегию 
предупреждения распространения МАР в Российской 
Федерации (РФ) на период до 2030 г. [5]. Также 30 
декабря 2020 г. был принят закон № 492-ФЗ «О био-
логической безопасности в Российской Федерации», где 
распространение антибиотикорезистентности относится 
к основным угрозам биологической безопасности [9].

В связи с вышеизложенным, актуальным пред-
ставляется мониторинг нарастания устойчивости к АБП 
у штаммов V. parahaemolyticus, выделенных от человека 
и гидробионтов, имеющих промысловое значение.

Цель работы: оценка спектра антибиотикоустойчи-
вости/чувствительности и поиск маркеров (генов) анти-
биотикорезистентности у штаммов V. parahaemolyticus, 
выделенных от людей и из ООС.

Материалы и методы

В работе было исследовано 108 коллекционных 
штаммов V. parahaemolyticus, выделенных в разные 
годы с 1972 г. по 2020 г. из клинического материала 
(49 штаммов) и из ООС – морской воды, речной воды, 
балластной воды, гидробионтов – устрицы, рыбы (59 
штаммов) на территории Российской Федерации (103 
штамма), Японии (два штамма от человека, 1951 г. и 
1971 г.) и Туркмении (три штамма от вибрионосителей 
в 1985 г.).

Антибиотикочувствительность изучали диско-
диффузионным методом, где в качестве носителей АБП 
использовали набор дисков индикаторных картонных с 
противомикробными лекарственными средствами ДИ-
ПЛС-50-01 по ТУ 9398-001-39484474-2000, ООО 
«НИЦФ» (г. Санкт-Петербург, Россия). Исследование 
проводили согласно действующим методическим указа-
ниям МУК 4.2.2495-09 [4] на среде Мюллера-Хин-
тона к препаратам, рекомендованным для экстренной 
профилактики и лечения холеры: бета-лактамам (ампи-
циллин, цефтриаксон, цефотаксим); аминогликозидам 
(стрептомицин, канамицин, гентамицин, тобрамицин, 
нетилмицин, амикацин); ингибиторам ДНК-гиразы – 
хинолонам (налидиксовая кислота) и фторхинолонам 
(норфлоксацин, пефлоксацин, ципрофлоксацин, офлок-
сацин, ломефлоксацин, левофлоксацин); тетрациклинам 
(доксициклин, тетрациклин); сульфаниламидам (три-
метоприм/cульфаметоксазол); нитрофуранам (фура-
золидон); рифамицинам (рифампицин); амфениколам 
(левомицетин).

Интерпретацию результатов определения чувстви-
тельности/устойчивости штаммов V. parahaemolyticus 
проводили в соответствии с пограничными значениями 
диаметров зон подавления роста вибрионов, в результате 
чего были выявлены чувствительные (S), устойчивые 
(R) и промежуточные (умеренно устойчивые) (I) штам-
мы. В качестве контрольных штаммов были использо-
ваны штаммы V. cholerae non O1/non O139 № Р-9741  
и E. coli АТСС 25922.
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Азитромицин не входит в перечень АБП, регла-
ментированных для лечения и профилактики заболева-
ний, вызываемых V. cholerae. Однако в современных 
реалиях широкого распространения новых инфекционных 
заболеваний целесообразным может являться включение 
азитромицина в перечень АБП для изучения антибио-
тикограммы V. parahaemolyticus. В связи с отсутствием в 
нормативных документах РФ критериев интерпретации 
результатов исследования вибрионов значений диаме-
тров зон подавления роста для азитромицина, исполь-
зовали рекомендации EUCAST (European Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing – Европейский 
комитет по определению чувствительности к антими-
кробным препаратам) «Определение чувствительности 
микроорганизмов к антимикробным препаратам. Версия 
2021-01» [6].

Полногеномное секвенирование на основе техно-
логии next generation sequencing (NGS) проводили на 
платформе MiSeq (Illumina, США) с применением на-
бора «Illumina® DNA Prep» (Illumina, США). Сборку 
геномов, представленных в виде ридов, проводили с ис-
пользованием программы Spades [11]. Гены антибиотико-
резистентности выявляли с помощью программы Аbricate 
1.0.1, в качестве базы данных использовался Resfinder 

[27, 33]. Для анализа генов антибиотикорезистентности 
использовали нуклеотидные последовательности рефе-
ренсных штаммов V. parahaemolyticus, представленных 
в базе данных NCBI GenBank.

Результаты и обсуждение

На рисунке 1 представлены результаты опре-
деления чувствительности/устойчивости штаммов 
V. parahaemolyticus, выделенных от человека и из ООС. 
При расшифровке антибиотикограмм клинических штаммов 
V. parahaemolyticus, была выявлена 100% устойчивость к 
ампициллину, в то время как отношение к другим пред-
ставителям класса -лактамов было неоднородным – к 
цефтриаксону наблюдалась 100% чувствительность, а к 
цефотаксиму наблюдалась чувствительность в 84% случаев.

Среди аминогликозидов устойчивость была 
обнаружена лишь к канамицину у 12% штаммов 
V. parahaemolyticus. В отношении других представителей 
данного класса АБП клинические штаммы парагемоли-
тических вибрионов были чувствительны – к стрепто-
мицину (100%) и амикацину (100%), а к гентамицину, 
тобрамицину, нетилмицину соответственно 90%, 94%, 
92%. 

Рис. 1. Профили антибиотикорезистентности клинических штаммов (n=49) и штаммов из окружающей среды 
(n=59) V. parahaemolyticus. S – чувствительные штаммы, I – штаммы с промежуточной резистентностью, R – 

резистентные штаммы

Также была установлена 100% чувствительность 
к налидиксовой кислоте, азитромицину, триметоприм/
сульфаметоксазолу, левомицетину, тетрациклину. Изо-
ляты, полученные от людей, оказались чувствительны к 

представителям класса фторхинолонов - норфлоксацину, 
ломефлоксацину, левофлоксацину, ципрофлоксацину, 
офлоксацину и пефлоксацину (от 90 до 100%). Вы-
сокая доля клинических штаммов V. parahaemolyticus 

М.М. Сагакянц и др., с. 61–70
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имела «промежуточную устойчивость» к фуразолидону 
и рифампицину (55% и 45% соответственно).

Штаммы V. parahaemolyticus, выделенные из ООС, 
обладали большим спектром антибиотикорезистентности. 
Анализ антибиотикограмм показал резистентность к ам-
пициллину (100%), канамицину (31%), к фуразолидону 
(5%), рифампицину (3%), цефтриаксону (2%). При 
этом указанные штаммы V. parahaemolyticus в 100% 
случаев были чувствительны к стрептомицину, амикацину, 
налидиксовой кислоте, норфлоксацину, левофлоксацину, 
азитромицину, тетрациклину, триметоприм/сульфаметок-

сазолу. В отличие от клинических изолятов, среди культур, 
выделенных из ООС, наблюдалось большое число штаммов 
с промежуточной устойчивостью к гентамицину (25%), 
канамицину (47%), офлоксацину (39%), доксициклину 
(20%), фуразолидону (76%), рифампицину (41%).

Таким образом, удалось установить наличие ре-
зистентности к 5 АБП из 23. Устойчивостью к трем 
АБП обладали два штамма, оба были изолированы из 
ООС в 2019 г. и в 2020 г. Штаммов с множественной 
лекарственной устойчивостью (к четырем и более АБП) 
не обнаружено (таблица 1).

Таблица 1
Фенотипические профили антибиотикорезистентности штаммов V. parahaemolyticus

№ п/п Профили
антибиотикорезистентности

Число  
маркеров

Количество штаммов

клинические (n=49) из ООС
(n=59)

1 AMP 1 42 (85,71 %) 37 (62,7 %)
2 AMP, CRO 2 0

14
,2

9 
%

1 (1,7 %)

37
,3

%3 AMP, KAN 2 6 (12,24 %) 16 (27,1 %)
4 AMP, FUR 2 1 (2,04 %) 1 (1,7 %)
5 AMP, RIF 2 0 2 (3,4 %)
6 AMP, KAN, FUR 3 0 2 (3,4 %)

Примечание: AMP – ампициллин, CRO – цефтриаксон, KAN – канамицин, FUR – фуразолидон, RIF – рифампицин

С 1951 г. по 2017 г. из клинического материала 
выделялись штаммы с устойчивостью к одному/двум 
АБП. Устойчивость к двум препаратам демонстрировали 
штаммы, выделенные в 1973–1974 гг., 2012 г. и 2017 г. 
Штаммов, проявляющих резистентность к трем и более 
АБП, выявлено не было.

В период с 1972 г. по 2020 г. из ООС были изо-
лированы штаммы, резистентные к одному (62,7%), двум 
(33,9%) либо трем (3,4%) АБП. Вибрионы, выделенные 

из ООС, демонстрировали устойчивость к нескольким 
АБП чаще, чем выделенные из клинического материала. 
Штаммы, устойчивые к действию двух АБП, выявлялись 
в 1972 г, 1997 г., 2012–2015 гг., 2018–2020 гг. Необхо-
димо отметить, что оба штамма, проявляющие устойчи-
вость к трем АБП, были выделены в 2019 г. и в 2020 г.

Результаты исследования маркеров антибиотико-
резистентности штаммов V. parahaemolyticus с помощью 
NGS представлены в таблице 2.

Таблица 2
Гены устойчивости к АБП, обнаруженные у штаммов V. parahaemolyticus

Наименование 
гена

Номер последовательности  
в базе NCBI

Количество штаммов,
у которых обнаружен ген Функция Ссылка
клинические из ООС

tet(34)_1 AB061440 49 59 Устойчивость к тетрациклину [28]
tet(35)_1 AF353562 49 59 Устойчивость к тетрациклину [22]
txr AF353562.1 0 0 Устойчивость к тетрациклину [25]
aadA15_1 DQ393783 0 1 Устойчивость к стрептомицину [32]

catB4_1 EU935739 0 3 Устойчивость к хлорамфениколу 
(левомицетину) [31]

blaCARB-47_1 NG050564 46 51 Устойчивость к -лактамам [19]
blaCARB-48_1 NG050604 3 8 Устойчивость к -лактамам [19]
blaCARB-17 KJ934265.1 0 0 Устойчивость к -лактамам [13]
qnrS5_1 HQ631377 1 1 Устойчивость к фторхинолонам [16]
qnrC_1 EU917444 1 0 Устойчивость к фторхинолонам [30]
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У всех исследуемых штаммов V. parahaemolyticus 
был обнаружен ген tet35, который, согласно литературным 
данным, совместно с геном txr (AF353562.1) способ-
ствует устойчивости к тетрациклину. Белок Txr может 
потребоваться для взаимодействия с Tet35, чтобы обе-
спечить надлежащее функционирование Tet35 [25, 28]. 
Однако исследуемые нами штаммы парагемолитических 
вибрионов в 100% случаев были фенотипически чувстви-
тельны к тетрациклину и в некоторых случаях проявляли 
промежуточную устойчивость к доксициклину (18% – 
клинические штаммы, 20% – изоляты из ООС).

Нами был осуществлен поиск нуклеотидной последо-
вательности гена txr у штаммов V. parahaemolyticus, и уста-
новлено, что данный ген у всех рассматриваемых в данной 
работе вибрионов отсутствует. Возможно, чувствительность 
парагемолитических вибрионов к тетрациклину связана с 
отсутствием белка Txr. В исследованиях, рассматривающих 
поглощение и выведение тетрациклина бактериальными 
клетками, было показано, что E. coli, содержащие tet35 и txr, 
могут функционировать в качестве энергозависимого насоса 
для выведения тетрациклина, но в то же время считается, что 
гены устойчивости к антимикробным препаратам, возмож-
но, эволюционировали для защиты бактерий от различных 
токсинов окружающей среды или для транспортировки 
физиологических соединений, и что способность выводить 
лекарства является лишь случайным побочным эффектом. 
Был описан многофункциональный антипортер Tet(A)L 
B. subtilis, который катализирует металлотетрациклин/
H+-антипорт, а также Na+/H+ и K+/H+-антипорт. Он 
играет физиологическую роль, обеспечивая транспорт Na+ 
и постоянство рН, а также придает организму устойчивость 
к тетрациклину [28]. Аналогичную роль можно предпо-
ложить и для Tet35: его основной функцией может быть не 
транспортировка тетрациклина. Наличие гена tet35 у всех 
исследуемых штаммов V. parahaemolyticus и одновременно 
с этим отсутствие устойчивости штаммов к тетрациклину 
позволяет предположить, что основная роль Tet35 – физио-
логическая, связанная с Na+/H+ – антипортером.

Помимо гена te t35 у всех исследуемых 
V. parahaemolyticus был обнаружен ген tet34 (AB061440), 
также способный обеспечивать устойчивость к тетраци-
клину. Установлено сходство белковых последователь-
ностей между Tet34 и несколькими бактериальными 
ксантин-гуанинфосфорибозилтрансферазами (XPRTS), 
которые катализируют образование гуанозинмонофосфа-
та из гуанина, что позволяет предположить, участие Tet34 
в обеспечении клетки пуриновыми нуклеотидами [22].

Возможно, наличие одного или обоих генов tet34 и/
или tet35 обеспечивает промежуточную устойчивость к док-

сициклину у 18–20% штаммов, однако основной функцией 
этих генов для V. parahaemolyticus вероятно является участие 
их продуктов в обеспечении жизнедеятельности клеток.

Антибиотиком, к которому все исследуемые 
штаммы V. parahaemolyticus проявили резистентность, 
оказался ампициллин, относящийся к широкому классу 
-лактамов, механизм действия которых заключается в 
блокаде синтеза пептидогликана.

Гены blaCARB (от англ. beta-lactamase, 
carbenicillinase) кодируют -лактамазы, обеспечива-
ющие устойчивость к пенициллинам, но не к карбапе-
немам или поздним цефалоспоринам. Ген blaCARB-17 
(KJ934265.1), придающий штаммам устойчивость к 
пенницилинам, был предложен в качестве видового 
маркера [13, 19]. Среди исследуемых нами штаммов ген 
blaCARB-17 обнаружен не был, но установлено наличие 
последовательностей blaCARB-47 (89,8% штаммов) 
и blaCARB-48 (10,2% штаммов); номера в GenBank: 
NG050564 и NG050604 соответственно. Сходство 
нуклеотидных последовательностей blaCARB-47 и 
blaCARB-48 составило 99%, размер обоих генов – 1052 
п.н. (размер blaCARB-17 - 852 п.н.).

Генов, обеспечивающих резистентность к канамицину, 
фуразолидону и рифампицину обнаружено не было, несмо-
тря на то, что фенотипическая резистентность штаммов V. 
parahaemolyticus к этим препаратам была выявлена.

Заключение

В результате проведенного исследования для всех 
исследуемых штаммов V. parahaemolyticus установлено 
наличие устойчивости к одному антибактериальному пре-
парату (АБП) – 85,7% клинических штаммов и 62,7% 
штаммов из ООС; 14,3% клинических штаммов и 33,9% 
– из ООС были устойчивы к двум АБП. Несколько 
штаммов V. parahaemolyticus из ООС (3,4%) проявили 
устойчивость одновременно к трем АБП. Устойчивости 
более чем к трем АБП не выявлено.

Штаммы из ООС демонстрируют фенотипическую 
устойчивость к двум/трем АБП почти в три раза чаще, 
чем V. parahaemolyticus, имеющие клиническое происхож-
дение. Вероятно, это связано с тем, что гены, придающие 
штаммам резистентность к АБП, обеспечивают также 
выживаемость в условиях окружающей среды.

Гены -лактамаз класса А выявлены у 100% штам-
мов, что коррелирует с их устойчивостью к ампициллину. 
Вместе с тем, у всех штаммов установлено наличие генов 
tet34 и tet35, обуславливающих устойчивость к тетра-
циклину, но при этом для всех исследуемых штаммов 
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установлена чувствительность к данному АБП. Можно 
предположить, что гены tet34 и tet35 в данном случае вы-
полняют другую функцию, возможно связанную с мета-
болической активностью парагемолитических вибрионов.

Таким образом, выявленное наличие устойчивости у 
штаммов V. parahaemolyticus к широкому спектру антибак-
териальных препаратов, которые рекомендованы для лечения 
острых кишечных инфекций, может говорить о затруднениях 
при выборе эффективных средств этиотропной терапии.
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MICROBIOLOGICAL AND MOLECULAR GENETIC ASPECTS  
OF ANTIBIOTIC RESISTANCE OF VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS STRAINS

M.M. SAGAKYANTS, O.A. PODOINITSYNA, V.V. AGAFONOVA, O.A. СYRULINA,  
M.V. POLEEVA, V.V. LYCHMAN, A.YU. KARNAUKHOV

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

Vibrio parahaemolyticus is one of the main causes of acute intestinal disease, which occurs as a type of food poisoning associated 
with eating raw or insufficiently heat-treated seafood. Currently, V. parahaemolyticus is being recorded worldwide, isolated from humans 
and isolated from environmental objects, for which an increase in antibiotic resistance and the formation of multiple resistance are recorded. 
The purpose of this study is to evaluate the spectrum of antibiotic resistance/sensitivity and to search for markers (genes) of antibiotic 
resistance of V. parahaemolyticus strains. 108 collection strains of V. parahaemolyticus were studied. Sensitivity to antibacterial drugs 
was determined by the disco diffusion method. Genome-wide sequencing based on next generation sequencing technology was performed, 
the search for antibiotic resistance genes was carried out using the Abricate 1.0.1 program, Resfinder was used as a database. For all the 
studied V. parahaemolyticus strains, 85.7% of clinical strains and 62.7% of environmental strains were found to be resistant to one 
antibacterial drug; 14.3% of clinical strains and 33.9% of environmental strains were resistant to two antibacterial drugs. Several strains 
of V. parahaemolyticus from environmental objects (3.4%) showed resistance to three antibacterial drugs simultaneously. Resistance 
to more than three antibacterial drugs has not been revealed. It has been shown that strains from environmental objects demonstrate 
phenotypic resistance to two/three antibacterial drugs almost three times more often than V. parahaemolyticus, which have a clinical 
origin. Beta-lactamase class A genes were detected in 100% of the strains, which correlates with their resistance to ampicillin. All strains 
have the tet34 and tet35 genes, which cause resistance to tetracycline, but sensitivity to this antibacterial drug has been established 
for all studied strains. It can be assumed that the tet34 and tet35 genes in this case perform another function, probably related to the 
metabolic activity of V. parahaemolyticus.
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Address:
Sagakyants M.M.
researcher, Pathogenic Microorganism Collection Laboratory, 
Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor
E-mail: margsagak@rambler.ru

М.М. Сагакянц и др., с. 61–70



70

Вестник биотехнологии, 2026, Т. 22, № 1

Для цитирования:
Сагакянц М.М., Подойницына О.А., Агафонова В.В., Цырулина О.А., Полеева М.В., Лычман В.А.,  
Карнаухов А.Ю. Микробиологические и молекулярно-генетические аспекты антибиотикорезистентности штаммов 
Vibrio parahaemolyticus. Вестник биотехнологии и физико-химической биологии им. Ю.А. Овчинникова 2026; 
22(1):61–70.

For citation:
Sagakyants M.M., Podoinitsyna O.A., Agafonova V.V., Сyrulina O.A., Poleeva M.V., Lychman V.V.,  
Karnaukhov A.Yu. Microbiological and molecular genetic aspects  of antibiotic resistance of Vibrio parahaemolyticus 
strains. Bulletin of Biotechnology and Physicochemical Biology named after Yu.A. Ovchinnikov 2026; 22(1):
61–70 (in Russian).



71

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.359

ИММОБИЛИЗАЦИЯ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ В ГИДРОГЕЛЕВЫЕ  
СФЕРОИДЫ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПОДХОДОВ МИКРОФЛЮИДИКИ

А.Л. СПИРИДОНОВА1,2*, Д.С. ВЛАДИМИРОВ1, И.А. ЧЕРЕНКОВ1,2

1 Удмуртский государственный университет, г. Ижевск 
2 ООО «Технологии микрофлюидной инкапсуляции», г. Ижевск

Цель работы – моделирование, изготовление и экспериментальная апробация микрофлюидного генератора гидроге-
левых капель для иммобилизации клеток микроводорослей. Проведено цифровое моделирование микрофлюидного чипа для 
генерации эмульсий типа «вода-в-масле» с использованием уравнений Навье – Стокса и метода фазового поля при оптими-
зированных геометрических параметрах каналов. На основе модели изготовлены 3D-печатные чипы. Установлены параметры 
стабильной генерации: давление раствора альгината 70–100 кПа при давлении масла 50 кПа. Проведена иммобилизация 
клеток Scenedesmus quadricauda с равномерным распределением в объеме гидрогеля.

Ключевые слова: численное моделирование; микрофлюидные чипы; иммобилизация; микроводоросли; альгинат; 
3D-печать.
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Введение

Иммобилизованные микроводоросли находят 
широкое применение в биотехнологии [1, 5, 8, 23]. С 
практической точки зрения использование иммобили-
зованных микроорганизмов имеет ряд преимуществ – 
повышается устойчивость клеток к внешним факторам: 
колебаниям pH и ионной силы среды, влиянию токсинов, 
гидродинамическим воздействиям и т. д. [1, 5, 23, 2, 15, 
18]. Отмечено повышение синтеза пигментов и жир-
ных кислот иммобилизованными микроводорослями по 
сравнению со свободноплавающими [2]. Гидрогелевые 
конструкты с иммобилизованными микроводорослями 
показали высокую эффективность при очистке сточных 
вод и переработке органических отходов, а также в тех-
нологиях получения биотоплива и ценных биоорганиче-
ских соединений [1, 2, 5, 8, 11, 13, 15, 18, 21, 23, 24]. В 
ряде случаев критически важным является постоянство 
размеров частиц с иммобилизованными клетками, высо-
кая суммарная поверхность и оптическая прозрачность 
[24, 16]. Эти задачи решает генерация гидрогелевых 
сфероидов с иммобилизованными микроводорослями с 
применением подходов микрофлюидики [9, 19]. Микро-

флюидные чипы для работы с микроводорослями обычно 
используются для сортировки клеток, их систематической 
идентификации и других исследовательских задач [9,14, 
19]. Широкое внедрение микрофлюидных чипов для 
решения биотехнологических задач сдерживалось их 
высокой стоимостью, трудоемкостью проектирования и 
изготовления. В настоящее время доступны программные 
средства и устройства для изготовления микрофлюидных 
чипов [12], что позволяет разрабатывать и использовать 
простые в изготовлении чипы для генерации гидрогеле-
вых сфероидов, содержащих клетки микроводорослей.

Целью работы стало моделирование и изготовле-
ние микрофлюидного генератора гидрогелевых капель 
для иммобилизации клеток микроводорослей и его экс-
периментальная апробация.

Материалы и методы

Моделирование и изготовление прототипа 
микрофлюидного чипа

Все этапы моделирования микрофлюидного чипа 
осуществлялись при помощи программного пакета 
COMSOL MultiPhysics (академическая лицензия № 
9602304).

Содержательная постановка задачи для постро-
ения модели микрофлюидного чипа включала компью-
терное моделирование образования сфероидов альгината 
(дисперсной фазы) в потоке масла (непрерывной фазы) в 
микрофлюидном чипе с учетом следующих варьируемых 
входных данных: 
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1.	 геометрические параметры каналов микрофлю-
идного чипа;

2.	физические свойства материалов (вязкость, 
плотность);

3.	скорость потока жидкости в зависимости от 
входного материала.

С точки зрения физико-химической постановки 
задачи модель описывает гидродинамику взаимодействия 
двух несмешивающихся жидкостей в микроканалах. По-
строение производилось с помощью функции Geometry 
Sketch. Конфигурация основана на известной схеме чипа 
для генерации эмульсий типа «вода-в-масле» [3, 9, 26], 
при этом канал для масла (непрерывной фазы) выпол-
нен в виде единого контура (рисунок 1) для упрощения 
подключения к контроллеру давления. Для оптимизации 
процесса построения геометрии использована функция 
симметрии (Symmetry). Осью симметрии (Ox) выбрана 
линия, проходящая вдоль направления основного потока 
через центр канала дисперсной фазы (y=0). Полная гео-
метрическая модель чипа формируется путем применения 
операции двумерного зеркального отражения (Mirror 
2D) к исходной половине модели. Все последующие 
расчеты гидродинамики и формирования капель выпол-
няются для полученной полной модели.

Микрофлюидный чип имеет стандартную Т-образ
ную конфигурацию (канал дисперсной фазы входит 
перпендикулярно в основной канал с маслом) [3, 26]. 
Размер канала исследуемой жидкости (дисперсной фазы) 
диаметром 1 мм, масла (непрерывной фазы) диаметром 
0,5 мм. Объединенный выходной канал после зоны фор-
мирования сфероидов имеет длину 35 мм. Общая длина 
чипа составляет 50 мм. Модель геометрии представляет 
собой систему взаимосвязанных микроканалов с учетом 
возможности изготовления методом 3D-печати.

Физико-математическая модель микрофлюидной 
системы базируется на свойствах используемых жидко-
стей, определяющих их гидродинамическое поведение. 
В качестве дисперсной фазы использовался раствор 
альгината натрия (=1050 кг/м³, μ=0,25 Па×с). Непре-
рывная фаза – вазелиновое масло (=890 кг/м³, μ=0,05 
Па×с). Данные параметры использованы в уравнении 
Навье – Стокса для описания двухфазного течения, 
формирования сфероидов в T-образном соединении  
и стабильности эмульсии с учетом капиллярных сил.

Гидродинамическое поведение двухфазной си-
стемы в микрофлюидном чипе описывается уравнени-
ями Навье – Стокса, представляющими собой систему 
частных дифференциальных уравнений, описывающих 
течение несжимаемых жидкостей с постоянной вязко-

стью [17, 22]. Уравнение сохранения импульса связывает 
ключевые физические параметры потока:

u
u u p u F

t
2( ( ) ) ,ρ µ∂

+ ×∇ = −∇ + ∇ +
∂ ,

где u – вектор скорости жидкости (м/с), харак-
теризующий перенос массы; p – давление (Па), созда-
ющее движущую силу потока;  – плотность (кг/м³), 
определяющая инерционные свойства; – динамическая 
вязкость (Па×с), описывающая сопротивление сдвигу; 
F  – массовые силы (например, гравитация g). Фи-
зически левая часть уравнения отражает инерционные 
эффекты, правая – баланс сил давления, вязкого трения 
и внешних воздействий.

Уравнение неразрывности для несжимаемой жид-
кости:

×u=0,
где доминирующими являются эффекты давления 

и вязкости.
Силы поверхностного натяжения действуют вдоль 

поверхности жидкости, стремясь сократить ее площадь. 
Это заставляет систему минимизировать площадь кон-
такта, формируя сферические капли. Коэффициент по-
верхностного натяжения () задан автоматически при 
построении модели в COMSOL и составляет 73 мН/м.

Моделирование двухфазного течения реализовано 
методом фазового поля, который описывает эволюцию 
границы раздела с помощью непрерывного параметра 
порядка . В данной модели  = -1 соответствует дис-
персной фазе,  = 1 соответствует маслу.

Динамика процесса описывается уравнением Ка-
на-Хилларда:

u
t

( ),
ϕ ϕ γ ψ∂
+ ×∇ = ∇× ∇

∂ ,
где  – параметр порядка ([−1,1]),  – хи-

мический потенциал,  – кинетический коэффициент 
(подвижность).

При моделировании использовалась регулярная 
сетка с измельчением элементов вблизи угла.

Модели для изготовления чипов были спроекти-
рованы в программе КОМПАС 3D v23. Все варианты 
моделей были экспортированы в формат STL и напеча-
таны на FDM-принтере Creality Ender-3 V3 KE. Для 
получения высококачественных отпечатков использовали 
следующие настройки печати: плотность заполнения 
100%, высота слоя 0,1 мм, ширина слоя 0,4 мм, с вклю-
ченной функцией сглаживания верхних поверхностей. 
Материал – полиэтилентерефталат-гликоль (PETG) 
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прозрачный. Микрофлюидные устройства, полученные 
при печати, использовали без дополнительной обработки.

Получение альгинатных сфероидов
Изготовленные чипы подключали к микрофлю-

идной установке, включающей компрессор Elveflow 
PVS-P-02-230, трехканальный контроллер микрожид-
костного потока Elveflow OB1-2220 с возможностью 
регулировки давления в каналах, цифровые датчики 
скорости потока для микрофлюидики MFS-D-3. Для 
подключения чипа использовали штекеры Mini Luer 
(KFI-29) и трубки PTFE 1/32» (0,76 мм внешний диа-
метр; 0,3 мм внутренний диаметр). Для сбора сфероидов 
использовали стакан объемом 50 мл с раствором CaCl2 
(1 М) при постоянном перемешивании (рисунок 2).

Для улучшения визуализации сфероидов в раствор 
альгината вводили краситель Blue Dextran (Sigma-
Aldrich).

Иммобилизация клеток микроводорослей
Модельным объектом для иммобилизации были 

водоросли Scenedesmus quadricauda, которые культи-
вировали на среде Прата по методике, приведенной в 
ГОСТ Р 54496-2011 (ИСО 8692:2004) в шейкере-
инкубаторе Environmental Shaker-Incubator ES-20 
(BioSan) при температуре 22 °С и частоте перемешива-
ния 150 об/мин. Клетки в фазе активного роста концен-
трировали центрифугированием (1500 об/мин, 5 мин.), 
используя центрифугу ЦЛн-16.

Рис. 1. Схема получения гидрогелевых сфероидов

Концентрат микроводорослей ресуспендировали 
в растворе альгината натрия (1 масс. %) и использо-
вали для получения сфероидов с иммобилизованными 
клетками.

Контроль распределения размеров сфероидов 
проводился с использованием микроскопа «Микмед», 
оснащенного окулярной камерой ToupCam UA1200CA, 
с последующей обработкой изображений в программе 
ToupLite. Статистический анализ данных выполнялся 
в среде разработки VS Code с использованием языка 

программирования Python 3.13.1 и специализированных 
библиотек: NumPy для работы с массивами данных, 
SciPy для применения статистических методов и матема-
тических функций, а также Matplotlib для визуализации 
результатов.

Результаты и обсуждение

Теоретическая модель генерации сфероидов
Основным задаваемым параметром исследуемой 

модели стала скорость потока дисперсной фазы (вод
ного раствора альгината натрия) u=0,005 м/с, масла  
u=0,01 м/с. Данные значения подбирались экспери-
ментально до достижения стабильного образования 
сфероидов (рисунок 2).

Рис. 2. Конфигурация микрофлюидного чипа для 
генерации эмульсий типа «водный раствор альги-
ната натрия-в-масле», построенная в COMSOL 
Multiphysics. 1 – канал масляного контура (непре-
рывной фазы), 2 – канал подачи водного раствора 
альгината натрия (дисперсной фазы), 3 – выходной 
канал со сфероидами

Моделирование показало формирование капель 
дисперсной фазы (водный раствор с плотностью  = 
1050 кг/м³ и динамической вязкостью μ = 0,001 Па×с) 
в потоке непрерывной фазы (вазелиновое масло с  = 
890 кг/м³ и μ = 0,25 Па×с) в микрофлюидном чипе. 
Анализ распределения объемной доли жидкости при 
скоростях потоков 0,005 м/с для дисперсной фазы  
и 0,01 м/с для непрерывной фазы показал, что в по-
перечном сечении канала (локализация по Oх в диапазоне 
от 14 до 16 мм) наблюдается четкое разделение фаз с 
образованием устойчивых дисперсных капель. Моде-
лирование подтвердило, что подобранные параметры 
потоков и свойства жидкостей гарантируют стабильное 
образование сфероидов, что соответствует требованиям 
для контролируемого синтеза альгинатных микросфер.

А.Л. Спиридонова и др., с. 71–79
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Анализ распределения давления в микрофлюидном 
чипе для создания эмульсий «водный раствор альгината 
натрия-в-масле» показал, что в момент времени 2,545 
секунды фиксируется изменение давления от 0,05×10³ 
до 5,73×10³ Па. Наибольшие значения давления 
(5,73×10³  Па) наблюдались в зоне подачи масляной 
фазы. По мере движения потока вдоль канала по Ox дав-
ление постепенно снижалось до минимальных значений 
(0,05×10³ Па) в выходной области, что указывает на 
стабилизацию двухфазной системы. Заданные условия 
подходят для эффективного дробления водной фазы и 
формирования монодисперсных альгинатных капель. 
Полученные результаты подтверждают, что конструкция 
чипа обеспечивает оптимальные параметры для создания 
стабильных эмульсий из раствора альгината натрия.

Построение и печать чипа для генерации сфе-
роидов

На основе численных экспериментов была постро-
ена 3D-модель микрофлюидного чипа для печати. Было 
подготовлено несколько версий с разным диаметром 
центрального канала (0,25; 0,5; 1 и 2 мм). Каналы для 
масла (контур непрерывной фазы) во всех версиях чипов 
имели диаметры, уменьшенные вдвое относительно соот-
ветствующего центрального канала (дисперсной фазы), 
а именно: 0,125; 0,25; 0,5 и 1 мм соответственно, чтобы 
обеспечить соотношение диаметров масляного и водного 
(альгинатного) каналов как 1:2. 

После печати были получены готовые к исполь-
зованию микрофлюидные устройства. Оптимальным 
вариантом стал чип с каналом дисперсной фазы 1 мм и 
каналом непрерывной фазы 0,5 мм (рисунок 3), даль-
нейшие результаты были получены с использованием 
данной конфигурации. Печатные чипы эквивалентны 
теоретическим, созданным в COMSOL Multiphysics.

Рис. 3. Чертеж микрофлюидного чипа (размеры при-
ведены в миллиметрах) (а), 3D-модель для печати 

(б) и готовый микрофлюидный чип (в)

Для оптимизации сбора сфероидов в микро-
флюидном чипе использовали систему с регулируемым 
канальным удлинением, включающую политетрафторэ-

тиленовую трубку (внутренний диаметр 0,3 мм, внешний 
диаметр 0,76 мм). Трубку размещали таким образом, 
чтобы ее выходной конец находился в контакте с по-
верхностью желирующего агента (раствор CaCl2), но 
не погружался в него полностью. Такая конфигурация 
позволяла несформированным сфероидам поступать на 
слой вазелинового масла, что обеспечивало образование 
структур сферической формы. Использование трубки 
предотвращает накопление и слияние сфероидов в осно-
вании чипа, а также образование дефектов («хвостиков», 
деформации сфероидов и др.). После формирования в 
масляном слое сфероиды опускались в раствор CaCl2 
для полимеризации.

В ходе работы была отмечена зависимость рас-
стояния между сфероидами от давления альгината при 
постоянном давлении масла 50 кПа. Диапазон регулиру-
емого давления альгината составляет от 50 до 130 кПа. 
При давлении альгината в 50 кПа образуются кластеры 
по 6–7 сфероидов, что свидетельствует о недостаточной 
подаче давления. При этом генерация стабильна. При 
давлении в 130 кПа образуются цилиндры, что указывает 
на избыточную подачу давления. Оптимальным оказал-
ся диапазон давления от 60 до 120 кПа. Однако для 
обеспечения стабильного результата и снижения риска 
ошибок при генерации рекомендуется рабочий диапазон 
от 70 до 100 кПа.

Рис. 4. Сфероиды «альгинат натрия-голубой декстран»

На полученных образцах (рисунок 4) проведен 
анализ размерного ряда сфероидов с течением времени. 
Измерения образцов выполнялись с помощью програм-
мы ToupLite на 1-й, 2-й и 3-й день хранения в растворе 
хлорида кальция. Статистическая обработка велась на 
ежедневной выборке из 200 измерений. Для сравне-
ния процентного соотношения размерного ряда были 
построены гистограммы (рисунок 5), которые далее 
были переведены в кривые гауссовского распределения 
для визуализации изменения размерных классов. При 
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группировке значений в выводе использовался принцип 
диапазонов – например, к размеру 185 мкм относились 
сфероиды с размерами от 180 мкм до 190 мкм (исключая 
верхнюю границу).

Рис. 5. Изменение процентного соотношения разме-
ров сфероидов «альгинат натрия-голубой декстран» с 
течением времени

Распределение частиц по размерам показало, что 
в первый день преобладали сфероиды размером 185 мкм 
(33,5%), 195 мкм (33,5%) и 205 мкм (14,4%). На вто-
рой день наблюдалось заметное уменьшение размеров, 
при этом наибольший процент составляли сфероиды 
размером 165 мкм (11,9%), 175 мкм (36,9%) и 185 мкм 
(29,5%). К третьему дню распределение сместилось в 
сторону размеров 165 мкм (16,0%), 175 мкм (35,1%) и 
185 мкм (28,9%). Уменьшение средних размеров под-
тверждается сдвигом пика распределения: 190,4 мкм 
(день 1), 178,3 мкм (день 2) и 176,6 мкм (день 3).

Наблюдаемое уменьшение размеров сфероидов 
объясняется продолжающейся сшивкой и частичной 
дегидратацией сфероидов в солевом растворе. Альгинат 
натрия (1 масс. %) был приготовлен на дистиллиро-
ванной воде, а сшивающий агент представляет собой 
концентрированный раствор CaCl2 (1 М), и возникает 
градиент концентрации между внутренней средой сфе-
роидов и окружающим раствором. Это может приво-
дить к перемещению воды из сфероидов в окружающий 
гипертонический раствор. Одновременно с этим ионы 
кальция продолжают диффундировать вглубь сферои-
дов, усиливая сшивку полимерных цепей альгината, что 
вызывает уплотнение структуры и сокращение объема. 
Явление сжатия сфероидов следует учитывать при полу-
чении гидрогелевых конструктов.

Генерация сфероидов с иммобилизированными 
водорослями

Scenedesmus quadricauda – представитель зеле-
ных водорослей. Типичным для S. quadricauda является 
формирование ценобиев, состоящих из 4 – 16 продолго-
ватых клеток, соединенных боковыми стенками. Клетки 
обладают гладкой поверхностью, иногда с выростами, при 
этом крайние клетки ценобия нередко имеют шиповидные 
образования (рисунок 6а). Это один из модельных од-
ноклеточных организмов, что объясняется повсемест-
ным его распространением и простотой культивирования. 
Благодаря выраженным реакциям на экотоксиканты S. 
quadricauda включен в ГОСТ Р 54496-2011(ИСО 
8692:2004) «Вода. Определение токсичности с ис-
пользованием зеленых пресноводных одноклеточных 
водорослей» как тест-объект [4]. Представители рода 
Scenedesmus используются для очистки сточных вод 
[1, 6, 13, 15, 18, 21, 23, 25], для биотехнологического 
получения пигментов и биотоплива [10, 11, 20, 21]. 
Поэтому совершенствование способов иммобилизации 
Scenedesmus представляет собой актуальную задачу.

    
	 а	 б
Рис. 6. Клетки Scenedesmus quadricauda в культу-
ральной среде (а). Сфероиды с иммобилизованными 
водорослями (б)

В наших экспериментах взвесь водорослей в куль-
туральной среде Прата хорошо смешивалась с раствором 
альгината, не вызывая выраженного гелеобразования. 
При перемешивании легко получить равномерное рас-
пределение клеток в объеме раствора.

Сфероиды с включенными водорослями получали 
при тех же условиях, что и бесклеточные сфероиды. 
Микроскопический анализ показал воспроизводимую 
форму сфероидов и равномерное распределение клеток 
в их объеме (рисунок 6б). Доля клеток Scenedesmus 
quadricauda в сфероидах составляла примерно 4,4% от 
общего объема, что было рассчитано исходя из среднего 
размера сфероидов в первый день эксперимента и коли-
чества иммобилизованных клеток.

Производительность установки при оптимальном 
давлении составила примерно 10 мкл сфероидов в минуту.

А.Л. Спиридонова и др., с. 71–79
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Полученные сфероиды оценивали по распре-
делению размерных классов. Это одна из ключевых 
характеристик установки. Был произведен анализ раз-
мерного ряда сфероидов, содержащих микроводоросли, 
с течением времени; измерения производились на 1-й, 
2-й и 3-й день (рисунок 7). 

Рис. 7. Изменение процентного соотношения размеров 
альгинатных сфероидов с иммобилизованными водо-
рослями с течением времени

Непосредственно после получения отмечено пре-
обладание трех размерных классов частиц: 175 мкм 
(14,8%), 185 мкм (47,0%) и 195 мкм (27,5%). На 
второй день наблюдалось уменьшение средних размеров 
сфероидов с распределением по классам в следующем 
соотношении: 175 мкм (15,2%), 185 мкм (60,0%) и 195 
мкм (15,2%). К третьему дню распределение сместилось 
в сторону размеров 165 мкм (23,8%), 175 мкм (25,6%) 
и 185 мкм (36,6%). Уменьшение средних размеров под-
тверждается сдвигом пика распределения на второй день 
хранения с последующей стабилизацией среднего: 186,3 
мкм (день 1), 183,8 мкм (день 2) и 183,1 мкм (день 3). 
Изменения были менее выраженными, чем в случае бес-
клеточных сфероидов, но общая тенденция к уменьшению 
размеров сохранялась, данный вывод подтверждает 
график гауссовского распределения. 

Менее выраженное уменьшение размеров сфе-
роидов с водорослями (1,7% за 3 дня против 7,2% 
для бесклеточных аналогов) может объясняться двумя 
факторами. Во-первых, Scenedesmus обладают актив-
ными осморегуляторными механизмами, включающими 
транспорт ионов и синтез осмолитов, что позволяет им 
компенсировать градиент концентрации между гидроге-
лем и гипертоническим раствором CaCl2. Это согласуется 

с данными [24], где инкапсулированные водоросли де-
монстрировали устойчивость к осмотическому стрессу в 
альгинатных гидрогелях. Кроме того, клетки водорослей, 
равномерно распределенные в объеме гидрогеля, создают 
дополнительную структурную поддержку, ограничивая 
сжатие полимерной сети при продолжающейся сшивке 
альгината ионами Ca2+. Bennacef и соавторы объясняют 
снижение скорости и степени усадки гидрогелей при 
включении биологических объектов увеличением локаль-
ной жесткости матрицы [7].

Заключение 

В ходе работы смоделирована и изготовлена 
простая и легко воспроизводимая микрофлюидная 
система на основе 3D-печатного чипа (FDM, PETG) 
с оптимальной геометрией каналов (дисперсная фаза: 
1 мм, непрерывная фаза: 0,5 мм, соотношение 1:2), 
обеспечивающая стабильное формирование моноди-
сперсных альгинатных сфероидов типа «вода-в-масле» 
и «альгинат-в-масле».

Оптимальный диапазон подачи давления альги-
ната натрия от 70 до 100 кПа при постоянной подаче 
давления масла в 50 кПа, что обеспечивает стабильное 
получение сфероидов. Использование PTFE-трубки 
предотвращает дефекты и слияние частиц.

Большая часть сфероидов, полученных с помощью 
чипа, находилась в диапазоне от 180-200 мкм. Количе-
ственно оценено уменьшение сфероидов в течение 3-х 
дней: средний размер сфероидов с голубым декстраном с 
190,4 мкм (1-й день) до 176,6 мкм (3-й день) – умень-
шение на 7,2%, а с иммобилизованными водорослями в 
1-й день средний размер составил 186,3 мкм, уменьшился 
до 183,1 мкм в третий день (на 1,7%).

Чип и реализуемая с его помощью технология 
генерации альгинатных сфероидов применимы для иммо-
билизации в альгинатные гели клеток микроводорослей 
Scenedesmus quadricauda с равномерным распределением 
клеток в объеме гидрогеля.

Разработанная микрофлюидная система, обе-
спечивающая воспроизводимость и контроль разме-
ров сфероидов, является инструментом для создания 
стандартизированных биоматериалов. Ее применение с 
использованием доступных технологий (3D-печать) от-
крывает перспективы для создания биореакторов, систем 
доставки клеток и биосенсоров.
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The aim of this work was to model, fabricate, and experimentally test a microfluidic hydrogel droplet generator for the immobilisation 
of microalgae cells. Digital modelling of the microfluidic chip for generating water-in-oil emulsions was performed using the Navier-
Stokes equations and the phase-field method with optimized channel geometry parameters. 3D-printed chips were fabricated based 
on the model. The parameters for stable droplet generation were established: an alginate solution pressure of 70–100 kPa and an oil 
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК: 579.843.1:578.1:616-084

РАЗРАБОТКА ЭТАПОВ ПОЛУЧЕНИЯ ХОЛЕРНЫХ БАКТЕРИОФАГОВ 
ДЛЯ ВКЛЮЧЕНИЯ В СОСТАВ ПРОФИЛАКТИЧЕСКОГО ПРЕПАРАТА

А.В. ТЮРИНА*, Н.Е. ГАЕВСКАЯ, М.П. ПОГОЖОВА, В.В. ЕВДОКИМОВА, 
О.А. ЯКУШЕВА, Ю.В. СИЗОВА, А.О. АНОПРИЕНКО, О.А. БОГДАН

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону, Россия

Холера остается глобальной угрозой здравоохранения, особенно в регионах с неудовлетворительными санитарными 
условиями. Рост антибиотикорезистентности Vibrio cholerae требует разработки альтернативных методов лечения и про-
филактики, среди которых перспективным направлением является применение бактериофагов. Целью работы являлась 
разработка методического подхода для получения экспериментального профилактического препарата на основе холерных 
бактериофагов. В данной работе были исследованы три вирулентных холерных бактериофага (Rostov-M3, Rostov-13 и ФБ1), 
обладающих высокой литической активностью и специфичностью к V. cholerae серогрупп O1 и O139. Показано, что фаги 
сохраняют активность при хранении (4–8 °C, 12 месяцев), устойчивы к хлороформу, но термолабильны (инактивация при 
65 °C). Оптимизированная методика культивирования в физиологическом растворе позволила увеличить титр фаговых частиц  
до 109 БОЕ/мл, а многоступенчатая очистка (фильтрация, хроматография) обеспечила отсутствие токсинов в фаголизатах. 
Контроль отсутствия липополисахарида (ЛПС) подтверждали методом ИФА. Разработанный методический подход позволил 
достичь двух ключевых результатов: увеличить выход фаговых частиц (на порядок) и обеспечить их очистку от бактериальных 
эндотоксинов. Итогом проведённых исследований является создание научно-методической базы для дальнейшего изучения 
безопасности и эффективности на животных моделях перспективных холерных бактериофагов Rostov-M3, Rostov-13 и ФБ1, 
в том числе и в составе экспериментальной смеси. Полученные результаты открывают новые возможности для разработки 
фаговых препаратов не только против холеры, но и других особо опасных инфекций.

Ключевые слова: холерные бактериофаги; литическая активность; очистка фаголизатов; профилактика холеры.
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Введение 

В настоящее время холера остается глобальной 
проблемой здравоохранения, сохраняя свою эпидемио-
логическую значимость для многих стран мира, особенно 
в регионах с неудовлетворительными санитарно-гигие-
ническими условиями [6, 9]. Особую тревогу вызывает 
растущая распространенность антибиотикорезистентных 
штаммов Vibrio cholerae, что существенно осложняет 
традиционные подходы к терапии этого заболевания [13, 
15]. В связи с этим разработка альтернативных методов 
лечения и профилактики холеры приобретает особую 
актуальность. Одним из наиболее перспективных на-

правлений представляется использование бактериофагов 
– вирусов, избирательно поражающих бактериальные 
клетки. Их применение может стать эффективным ин-
струментом как для терапии уже развившейся инфекции, 
так и для профилактики распространения заболевания, 
что требует интенсификации исследований по созданию 
высокоспецифичных и действенных препаратов на основе 
бактериофагов [16].

Несмотря на успешное применение бактериофа-
гов для терапии и профилактики различных кишечных 
инфекций [3, 5], следует констатировать отсутствие 
коммерчески доступных фаговых препаратов против 
холеры [4]. Это особенно тревожно в контексте со-
временной эпидемиологической ситуации. Данные об-
стоятельства делают особенно актуальным разработку 
специализированных фаговых препаратов против холеры 
и создание инновационных методических подходов к их 
производству.

Разработка эффективных бактериофаговых препара-
тов против холеры представляет собой сложную технологи-
ческую задачу, обусловленную особой патогенностью Vibrio 
cholerae. Ключевыми производственными требованиями 
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являются: (1) соблюдение строгих норм биобезопасности; (2) 
определение биологических и генетических характеристик 
маточных бактериофагов; (3) достижение высоких титров 
фаговых частиц за счет тщательного подбора штаммов-
продуцентов и оптимизации условий культивирования; (4) 
обеспечение исключительной степени очистки от бактери-
альных токсинов и компонентов питательной среды; (5) 
многоступенчатый контроль качества и стерильности [5, 11].

Производственный цикл требует одновременного 
обеспечения: максимального накопления биомассы бактерий-
хозяев на этапе предкультивирования, высокой продуктив-
ности фагового лизиса и максимального удаления токсичных 
метаболитов. Каждый этап – от подбора штаммов до фи-
нальной очистки – требует тщательной оптимизации. Только 
комплексный подход позволяет создавать эффективные и 
безопасные препараты, соответствующие как терапевтиче-
ским, так и профилактическим требованиям [10, 14].

Цель работы заключалась в разработке методического 
подхода для получения экспериментального профилакти-
ческого препарата на основе холерных бактериофагов.

Материалы и методы 

В работе использовали холерные бактериофаги 
из коллекции-депозитария лаборатории бактериофагов 
ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 
Роспотребнадзора. При отборе бактериофагов ФБ1, 
Rostov-М3 и Rostov-13 учитывался ряд ключевых по-
казателей: молекулярно-генетические исследования, 
которые показали, что данные бактериофаги относятся 
к ДНК-содержащим хвостатым фагам, являются виру-
лентными (литическими), не содержат генов интегразы, 
антибиотикорезистентности и токсинов, что позволяет 
рассматривать их в качестве компонентов профилакти-
ческих препаратов против холеры [8]. 

Работу с маточными холерными бактериофагами 
проводили по общепринятой методике [1] и нормативным 
документам [7]. Метод агаровых слоев (Грация) был 
выполнен в соответствии с методическими рекомендаци-
ями [14]. Кроме того, учитывались продолжительность 
культивирования фагов и скорость их размножения, что 
напрямую влияет на возможность масштабирования про-
изводства фаговых препаратов. 

Оценка литической активности испытуемых холер-
ных фагов была проведена на 60-ти штаммах V. choleraе 
О1 El Tor, 30-ти штаммах биовара classical, 40 штаммах 
V. cholerae О139.

Немаловажным фактором являлась и оценка 
температурной устойчивости бактериофагов. Фаголи-

заты холерных бактериофагов (концентрация 107–108 
БОЕ/мл) инкубировали в течение 24 часов при +25 °C 
(контроль), -20  °C и +65  °C, после чего титр фагов 
определяли методом агаровых слоев. 

Для оценки устойчивости к 4,5 мл фаголизата 
добавляли 0,5 мл хлороформа (1:10), тщательно пере-
мешивали и инкубировали 24 часа при комнатной тем-
пературе. После центрифугирования (3000 об/мин, 20 
мин) титр фагов определяли в надосадочной жидкости. 
Контролем служил фаголизат, не обработанный хлоро-
формом, но выдержанный в тех же условиях. Для оценки 
стабильности холерные фаголизаты хранили 12 месяцев 
при +5 °C и влажности 60±5%, контролируя качество 
каждые 6 месяцев. Эти критерии позволили провести 
комплексный отбор наиболее перспективных штаммов 
бактериофагов для дальнейших исследований.

Примеси ЛПС в готовых препаратах бактериофа-
гов (Rostov-М3, Rostov-13, ФБ1) определяли методом 
иммуноферментного анализа (ИФА) с помощью прямого 
пероксидазного конъюгата, полученного из лаборатории 
диагностических препаратов ФКУЗ Ростовского-на-
Дону противочумного института Роспотребнадзора [2]. 
За положительный результат принимали среднее значе-
ние оптической плотности (ОПср), которое в 2 и более 
раз превышало значение ОП отрицательного контроля 
(К-). Биологическая безопасность всего исследования 
обеспечена в соответствии с требованиями СанПиН 
3.3686-21 в полном объеме [12].

Результаты и их обсуждение

1. Характеристика биологических свойств хо-
лерных бактериофагов

Анализ литической активности исследуемых хо-
лерных бактериофагов выявил их специфичность к раз-
личным серогруппам возбудителя. Наибольшую эффек-
тивность против биовара El Tor продемонстрировал фаг 
Rostov-13, показавший 97% литической активности. В 
отношении классического биовара V. cholerae максималь-
ная активность (83,3%) отмечена у фага Rostov-М3, 
тогда как против штаммов El Tor его эффективность 
составила 43,3% (26 из 60 тестируемых изолятов). 
Фаг ФБ1 проявил избирательную активность (50%) 
исключительно против серогруппы O139.

Специфичность исследуемых бактериофагов под-
тверждена на штаммах близкородственных бактерий 
(Vibrionaceae, Enterobacteriaceae) (таблица 1). Данный 
эксперимент показал отсутствие лизиса в любых его 
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проявлениях, что говорит о специфичности вышепере-
численных холерных фагов.

При исследовании жизнеспособности выделен-
ных холерных бактериофагов было установлено, что они 
обладают высокой чувствительностью к повышенным 
температурам. Так, нагревание фаголизатов до 65°С 
полностью инактивирует фаги в течение 30 минут, что 

указывает на их термолабильность и необходимость 
соблюдения температурного режима при хранении и 
транспортировке. В то же время, эксперименты пока-
зали, что кратковременное хранение фаголизатов при 
низких температурах (например, при -20°С в течение 
24 часов) не приводит к снижению их литической ак-
тивности (таблица 2).

Таблица 1
Оценка литической активности и специфичности холерных бактериофагов

Вид микроорганизма Кол-во взятых 
штаммов

Кол-во лизируемых штаммов /Доля
Фаг Rostov-13 Фаг Rostov-М3 Фаг ФБ1

V. cholerae O1 El Tor 60 58 / 97% 26 / 43,3% 0
V. cholerae O1 classical 30 0 25 / 83,3% 0

V. cholerae O139 40 0 0 20 / 50%
V. cholerae nonO1/ nonO139 10 0 0 0

V. methchnikovii 5 0 0 0
V. parahaemolyticus 16 0 0 0

V. mimicus 4 0 0 0
V. alginolyticus 10 0 0 0
Sh. disenteriae 2 0 0 0

S. typhi 3 0 0 0
S. paratyphi 5 0 0 0

E. coli 4 0 0 0
S. enteritidis 10 0 0 0

Y. enterocolitica 16 0 0 0
Y. pseudotuberculosis 15 0 0 0

Таблица 2
Воздействие температуры на холерные бактериофаги (по Грациа)

Наименование 
бактериофага Индикаторный штамм

Температурный режим/Титр фага (БОЕ/мл)
+ 25°С -20°С + 65°С

Rostov-13 V. cholerae El Tor 13169 6,1×107 6,3×107 0
Rostov-М3 V. cholerae El Tor 20554 7,2×108 6,8×108 0

ФБ1 V. cholerae О139 18772 5,1×108 4,9×108 0

Установлено, что обработка фаголизатов хлоро-
формом в течение 24 часов не вызывала снижения титра 
ни у одного из исследуемых фагов. Это свидетельствует 
о высокой устойчивости бактериофагов к воздействию 
хлороформа и определяет возможность его использова-

ния для очистки фаголизатов от бактериальных клеток. 
Такая обработка позволяет эффективно отделить ма-
точные фаги от остаточных компонентов бактериальной 
культуры, что является важным этапом в процессе про-
изводства фаговых препаратов (таблица 3).

Таблица 3
Воздействие хлороформа на холерные бактериофаги (по Грациа)

Наименование 
бактериофага Индикаторный штамм

Титр фага (БОЕ/мл)
Хлороформ Бульон (Контроль)

Rostov-13 V. cholerae El Tor: 13169 6×107 6,1×107

Rostov-М3 V. cholerae El Tor 20554 7,4×108 7,2×108

ФБ1 V. cholerae О139 18772 3,8×108 5,1×108
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Данные холерные бактериофаги хранились в форме 
фаголизатов, предварительно обработанных хлорофор-
мом, на протяжении 12 месяцев при температуре 4–8 °С 
(в условиях холодильника). Для оценки их активности 
и стабильности титр фагов регулярно определяли с ис-
пользованием метода Грациа. Результаты показали, что 
длительное хранение маточных фагов в таких условиях 
не приводит к значительному снижению их литической 
активности (таблица 4).

Таблица 4
Устойчивость холерных бактериофагов при хране-

нии (по Грациа)

Название 
бактериофага

Титр  
(БОЕ/мл) 
исходный

Титр  
(БОЕ/мл) 
через 6 мес.

Титр  
(БОЕ/мл) 

через 12 мес.
Rostov-13 6,1×107 6,4×107 3,2×107

Rostov-М3 7,2×108 5,2×108 4,1×108

ФБ1 5,1×108 6,7×108 5,2×108

Это свидетельствует о высокой стабильности 
бактериофагов при хранении в охлажденном состоянии, 
что является важным фактором для их практического 
применения. Также полученные данные подтверждают 
возможность использования хлороформа для обработки 
фаголизатов с целью их очистки и последующего дли-
тельного хранения без потери активности. 

2. Разработка метода получения профилакти-
ческого препарата

Учитывая вышеизложенное, мы сосредоточились 
на оптимизации условий культивирования холерных 
бактериофагов. Основная цель – повышение выхода 
вирусных частиц при одновременном снижении уровня 
эндотоксичности будущего препарата.

Для получения высокотитражных фаголизатов с 
минимальным содержанием ЛПС был разработан по-
этапный методический подход, включающий применение 
питательных сред и индикаторных штаммов (посев в 
бульон Мартена (pH 7,6), культивирование в термостате 
при 37 °С в течение 20 ч; пересев на чашки Петри с 1,5% 
агаром Мартена (pH 7,6) и инкубирование в термостате 
при 37 °С; пересев выросших колоний в 4,5 мл бульона 
Мартена (pH 7,6) с последующим выращиванием в 
термостате в течение 18 ч при 37 °С). После экспозиции 
концентрация вибрионов достигала 108–109 КОЕ/мл. 

1.	 На чашку Петри с 1,5% агаром Мартена 
(pH 7,6) толщиной слоя 10 мм вносили 18-ти часовую 
культуру индикаторного штамма. В растопленный и 

остуженный до 45 °С 0,7% агар Мартена (pH 7,6) вно-
сили 0,5 мл культуры индикаторного штамма, который 
раскатывали по всей поверхности питательной среды, 
создавая монослой (2-й слой агара). Оставляли на 20 
минут при комнатной температуре для застывания агара. 
Далее на полученный газон культуры наносили раскат-
кой (маточный) бактериофаг в титре 107–108 БОЕ/мл. 
Инкубировали в термостате 18 ч при 37 °С.

2.	С чашек Петри в асептических условиях скаль-
пелем снимали верхний слой агара с культурой и фагом и 
вносили в колбу с 500 мл 0,9% физиологического рас-
твора (рН 7,0±0,2), из расчета 1 чашка Петри на 100 
мл. Данная фракция состоит из бактериофага, живых 
клеток штамма-хозяина и обломков бактериальных кле-
ток. Для освобождения фаголизата от нелизированных 
бактерий в пробирки добавляли хлороформ из расчета 
1/10. Экспонировали полученную суспензию 30 минут 
при непрерывном шуттелировании, центрифугировали 30 
минут при 5000–6000 об/мин. Собирали полученный 
супернатант в стерильную емкость. 

3.	Полученные таким образом супернатанты хо-
лерных бактериофагов стерилизовали фильтрацией через 
фильтр с диаметром пор 0,45 нм для удаления обломков 
бактериальных клеток, живых нелизированных клеток 
штамма-хозяина, затем проводили ультраочищение с 
помощью фильтров с диаметром пор 0,22 нм. После 
фильтрации фаголизаты очищали от эндотоксинов на 
хроматографической колонке «Endo Trap HD» (Герма-
ния), согласно инструкции. Фаг элюировали буфером 
(EB), разработанным данной фирмой. 

В результате оптимизации условий культивирова-
ния урожайность холерных бактериофагов при использо-
вании 0,9% раствора NaCl составила: Rostov-13 7,4×108 

БОЕ/мл, Rostov-М3 8,2×109 БОЕ/мл, ФБ1 5,1×109 
БОЕ/мл, что выше на один порядок, чем в бульоне 
Мартена, который использовался при размножении 
маточных фагов (таблица 5).

Традиционные этапы размножения холерных бак-
териофагов (таких как Rostov-M3, Rostov-13 и ФБ1) 
в питательной среде с последующей фильтрацией не 
обеспечивают полного удаления продуктов жизнеде-
ятельности бактерий. В частности, в препарате может 
оставаться ЛПС – эндотоксин, входящий в состав 
мембран холерных вибрионов. Его присутствие способно 
провоцировать кишечные расстройства и аллергические 
реакции, что ограничивает профилактическое применение 
фаговых препаратов.

Кроме того, в отфильтрованных супернатантах 
нами были обнаружены примеси ЛПС методом ИФА, 

А.В. Тюрина и др., с. 80–87
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препараты брали в двух разведениях – 1:2 и 1:4. Моно-
специфические иммуноглобулины, конъюгированные 
с пероксидазой хрена, направлены к эпитопам ЛПС 
V. cholerae О1 и способны выявлять эндотоксин. В каче-
стве положительного контроля использовали инактивиро-
ванные микробные клетки двух штаммов V. cholerae О1 
– № 18963 и № 18512, а в качестве отрицательного кон-
троля – буфер, в котором разводили пробы. Результаты 

показали, что Rostov-М3 в разведении 1:2 содержал в 
своем составе компоненты ЛПС. В препаратах Rostov-13 
и ФБ1 его примеси отсутствовали. Следовательно, фаг 
Rostov-М3 нуждался в дополнительной очистке, которую 
провели на хроматографической колонке EndoTrap® 
HD. Результаты повторного ИФА после очистки ЛПС 
свидетельствовали об отсутствии эндотоксина в данном 
препарате бактериофагов (таблица 5).

Таблица 5
Результаты оптимизации получения препаратов холерных бактериофагов

Фаголизаты холерных бактериофагов
Урожайность фаговых частиц БОЕ/мл Результаты ИФА

бульон Мартена 0,9% NaCl Разведение ОПср

Rostov-М3 6,1×107 7,4×108

Д
о 

оч
ис

тк
и

1:2 0,450±0,02
1:4 0,212±0,01

ФБ1 7,2×108 8,2×109 1:2 0,069±0,01
1:4 0,073±0,03

Rostov-13 5,1×108 5,1×109 1:2 0,109±0,01
1:4 0,069±0,03

Rostov-М3к
1:4

П
ос

ле
 о

чи
ст

ки
0,

11
0±

0,
01

0,
04

3±
0,

02
0,

05
6±

0,
04

1:2 0,225±0,02

ФБ1к
1:4

1:2 0,037±0,02

Rostov-13к
1:4

1:2 0,035±0,03

К+ – бак. масса V. cholerae О1 18963 (ctx+) 1:10 1,081±0,01
К+ – бак. масса V. cholerae О1 18512 (ctx+) 1:10 1,140±0,01

К- – буфер ФСБ – 0,199±0,02

Примечание: оптическая плотность (ОПср) представлена в виде средних значений и их стандартных отклонений, К+ – по-
ложительный контроль, К- – отрицательный контроль.

Заключение

В ходе исследования, направленного на разра-
ботку методики получения экспериментального про-
филактического фагового препарата, были изучены три 
штамма бактериофагов (Rostov-M3, Rostov-13 и ФБ1), 
показавшие перспективные данные для дальнейшего их 
исследования на животных моделях уже в составе сме-
си. Полученные результаты продемонстрировали, что 
данные фаги обладают широким спектром литической 
активности (43–97%) против холерных вибрионов 
серогрупп O1 и O139, сохраняя при этом высокую спец-
ифичность действия, устойчивость к температурным воз-
действиям и хлороформу. Разработанный методический 
подход включал оптимизацию условий культивирования и 
многоступенчатую очистку, что позволило одновременно 
решить две ключевые задачи: увеличить выход фаговых 

частиц на порядок (до 109 БОЕ/мл) и устранить примеси 
бактериальных эндотоксинов (ЛПС). Эти результаты 
имеют принципиальное значение для создания безопас-
ного профилактического средства.

Таким образом, проведённое исследование сфор-
мировало научно-методическую базу для создания 
экспериментального профилактического средства. По-
добранная комбинация бактериофагов с доказанной 
эффективностью in vitro и отработанной схемой полу-
чения фаголизатов представляет собой перспективный 
подход к профилактике холеры, что особенно актуально 
для эндемичных территорий и полностью соответствует 
поставленным исследовательским задачам. Полученные 
данные также создают предпосылки для разработки 
фаговых препаратов против других особо опасных ин-
фекций, расширяя возможности применения данной 
технологии.
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DEVELOPMENT OF STAGES FOR OBTAINING HOLERA BACTERIOPHAGES 
FOR INCLUSION IN THE COMPOSITION OF A PREVENTIVE DRUG

A.V. TYURINA, N.E. GAEVSKAYA, M.P. POGOZHOVA, V.V. EVDOKIMOVA,  
O.A. YAKUSHEVA, YU.V. SIZOVA, A.O. ANOPRIENKO, O.A. BOGDAN

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

Cholera remains a global health threat, especially in regions with poor sanitary conditions. The growth of antibiotic resistance in 
Vibrio cholerae requires the development of alternative methods of treatment and prevention, among which the use of bacteriophages is 
a promising direction. The aim of the work was to develop a methodological approach to obtaining an experimental prophylactic drug 
based on cholera bacteriophages. In this work, three virulent cholera bacteriophages (Rostov-M3, Rostov-13 and FB1) with high 
lytic activity and specificity to V. cholerae serogroups O1 and O139 were investigated. It was shown that the phages retain activity 
during storage (4–8 °C, 12 months), are resistant to chloroform, but are heat-labile (inactivation at 65 °C). An optimized cultivation 
technique in a physiological solution made it possible to increase the titer of phage particles to 109 PFU/ml, and multi-stage purification 
(filtration, chromatography) ensured the absence of toxins in the phage lysates. Control over the absence of lipopolysaccharide (LPS) 
was confirmed by ELISA. The developed methodological approach made it possible to achieve two key results: to increase the yield 
of phage particles (by an order of magnitude) and to ensure their purification from bacterial endotoxins. The result of the conducted 
research is the creation of a scientific and methodological basis for further study of the safety and effectiveness of promising cholera 
bacteriophages Rostov-M3, Rostov-13 and FB1 on animal models, including as part of the experimental mixture. The results obtained 
open up new opportunities for the development of phage preparations not only against cholera, but also other particularly dangerous 
infections.

Keywords: cholera bacteriophages, lytic activity, purification of phagolysates, prevention of cholera
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 663.53

ИССЛЕДОВАНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ  
ДРОЖЖЕЙ «КОДЗИ» ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ СПИРТА ИЗ РИСА

К.Р. АЛИЕВ*, Н.А. КАБАНОВА, Н.А.ТИНИКАШВИЛИ, Н.Ф. БИРАГОВА, Р.К. АЛИЕВ

ФГБОУ ВО «Северо-Кавказский горно-металлургический институт»  
(государственный технологический университет), Владикавказ 

Стандартная технология этилового спирта из зернового крахмалсодержащего сырья предусматривает ферментативный 
гидролиз молекул крахмала в сбраживаемые сахара с использованием глюкоамилолитических ферментных препаратов [1, 2]. 
Исключить полностью перечисленные выше технологические операции возможно только в случае применения возбудителей 
спиртового брожения способных вырабатывать спирт непосредственно из крахмала, условно минуя стадии водно-тепловой 
обработки, охлаждения и осахаривания. В данном отношении вызывают интерес специализированные дрожжи – «Кодзи» 
(Kodji Nomikai NEO). Дрожжи «Кодзи» представляют собой сухую сублимированную смесь спиртовых дрожжей, витаминов, 
питательных солей и специальной заквасочной плесневой культуры, содержащей все необходимое для холодного осахаривания 
и сбраживания любого крахмалосодержащего сырья. В данной работе впервые исследовано влияние дрожжей «Кодзи» на 
выход этилового спирта из крахмалсодержащего сырья – спиртового сусла, получаемого из различных сортов риса.

Ключевые слова: рис; этиловый спирт; спиртовые дрожжи «Кодзи».
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Введение

Этиловый спирт – основное сырье для производ-
ства ликёро-водочных изделий и других спиртосодержа-
щих продуктов, находит широкое применение во многих 
отраслях пищевой и фармацевтической промышленности 
в качестве основного и вспомогательного сырья. Одним 
из ключевых факторов, определяющих количественные 
и качественные показатели этилового спирта, является 
характеристика применяемых возбудителей брожения. 
Традиционно это дрожжи Saccharomyces cerevisiae, 
способные обеспечить высокий выход этилового спирта, 
требуя при этом высокой концентрации сбраживаемых 
сахаров в сусле.

Материалы и методы

Объектом исследования в данной работе являют-
ся дрожжи «Кодзи», используемые для сбраживания 
различных образцов спиртового сусла. В качестве кон-

трольного образца применялись дрожжи Saccharomyces 
cerevisiae, штамм DY 7221, торговая марка «Фермиол». 
Для получения различных образцов сусла использовали 
зерна риса сортов: «Бурый», «Жасмин» и «Круглозёр-
ный» основные характеристики которых представлены 
в таблице 1.

Таблица 1
Физико-химические показатели риса

Наименование иссле-
дуемых сортов риса Влажность, % Условная крах-

малистость,%
Бурый 9,76 70,0

Жасмин 11,8 83,6
Круглозёрный 11,98 68,7

Все исходные, промежуточные и конечные пока-
затели продукта определяли методами технохимического 
контроля, принятыми в спиртовом производстве.

На стадии разваривания и осахаривания ис-
пользовались ферментные препараты: Grainzyme FL и 
Biozyme 800L. Для получения контрольных образцов 
сусла использовалась технологическая схема, принятая 
в современном спиртовом производстве. При получении 
исследуемых образцов из технологической схемы был 
исключён отдельный процесс осахаривания. Сбражи-
вание всех образцов сусла проводилось периодическим 
способом в течение 72 часов. 
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В процессе сбраживания сусла во всех исследуемых 
и контрольных образцах анализировали изменение со-
держания сухих веществ, изменение содержания этанола 
и изменение концентрации активных дрожжевых клеток. 

Изменение содержания сухих веществ в иссле-
дуемых и контрольных образцах определяли рефракто-
метрическим методом, на рефрактометре ИРФ-3 [4].

Объемную долю этилового спирта определяли 
согласно ГОСТ 3639-79 «Спиртовые растворы» арео-
метром для спирта АСП [3].

Изменение концентрации дрожжевых клеток в 
бражке определяли микроскопическим методом с ис-
пользованием счётной камеры Горяева, предварительно 
проведя окрашивание навески раствором йода [3, 4] с 
целью определения содержания гликогена в дрожжевых 
клетках. Очень важно чтобы, гликоген в дрожжевых 
клетках был распределён равномерно.

Результаты

Результаты исследования изменения содержания 
сухих веществ в сусле показал, что у всех образцов в 
процессе сбраживания происходит снижение содержания 
сухих веществ, а в образцах, сбраживаемых при помощи 
дрожжей «Кодзи», это протекает более выражено. 

Исследование динамики содержания этанола во 
всех образцах показывает неизменное нарастание его 
концентрации, и лишь в контрольных образцах оно про-
текает менее интенсивно, чем в образцах сбраживаемых 
дрожжами «Кодзи».

Динамика прироста дрожжевой биомассы в те-
чение 48–50 часов демонстрирует стремительный рост 
относительно всех исследуемых и контрольных образцов 
сусла. Но в случае с исследуемыми образцами количе-
ственные значения концентрации клеток дрожжей более 
значительны, по сравнению с контрольными образцами.

Результаты исследований представлены в виде 
таблиц и диаграмм, характеризующих: 

	- изменение содержания сухих веществ в сусле с 
использованием дрожжей «Кодзи» (рисунок 1);

	- изменение содержания сухих веществ в сусле с 
использованием дрожжей «Фермиол» (рисунок 2);

	- изменение содержания этанола в сусле с исполь-
зованием дрожжей «Кодзи» (рисунок 3);

	- изменение содержания этанола в сусле с исполь-
зованием дрожжей «Фермиол» (рисунок 4);

	- изменение концентрации дрожжевых клеток при 
использовании дрожжей «Кодзи» (рисунок 5);

	- изменение концентрации дрожжевых клеток при 
использовании дрожжей «Фермиол» (рисунок 6).

Таблица 2
Изменение содержания сухих веществ в сусле

Продолжительность 
брожения, час

Сорта риса
1 12 24 36 48 60 72

с использованием дрожжей «Кодзи»
Бурый 16,7 14,0 9,7 7,7 4,4 1,6 1,0

Жасмин 17,4 13,7 10,8 7,5 4,5 1,9 1,2
Круглозёрный 16,8 13,9 9,4 7,1 4,2 1,7 0,5

с использованием дрожжей «Фермиол»
Бурый 16,7 14,3 10,7 8,6 4,6 2,3 1,4

Жасмин 17,4 14,9 11,2 8,8 4,7 2,5 1,7
Круглозёрный 16,8 14,2 10,6 8,2 4,4 2,0 0,8

Рис. 1. Изменение содержания сухих веществ в сусле 
с использованием дрожжей «Кодзи»

  
Рис. 2. Изменение содержания сухих веществ в сусле 

с использованием дрожжей «Фермиол»
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Обе диаграммы (см. рисунок 1 и рисунок 2) от-
ражают вполне закономерную тенденцию снижения 
содержания сбраживаемых сухих веществ в сусле с воз-
растанием продолжительности брожения. 

Из рисунка 1 видно, что изменение содержания су-
хих веществ в сусле с использованием дрожжей «Кодзи» 
в течение ближайших 2–2,5 суток происходит гораздо 
интенсивнее. К моменту завершения процесса брожения 
интенсивность сбраживания снижалась, и через трое 
суток брожение окончательно прекращалось. 

Из представленных образцов риса, к моменту 
завершения процесса брожения, худший результат пока-
зывает зёрна риса сорта «Жасмин», показавший слабый 
результат уже в начале брожения. Лучший результат был 
получен в опытах с рисом сорта «Круглозёрный», сусло 
из которого оказалось более благоприятным для раз-
вития дрожжей «Кодзи». Рис сорта «Бурый» в данном 
эксперименте показал промежуточные результаты по 
эффективности усвоения дрожжами углеводов.

На рисунке 2 показана динамика снижения содер-
жания сухих веществ в сбраживаемом дрожжами «Ферми-
ол» сусле. Из диаграммы следует, что лучшие результаты 
по усвоению сухих сбраживаемых веществ демонстрируют 
дрожжи «Фермиол» на сусле, приготовленном из зёрен 
сорта «Круглозёрный», в сравнении с другими сортами 
риса, достигая минимального значения содержания сухих 
веществ – 0,8% по окончании брожения.

Одним из значимых критериев эффективности 
процесса спиртового брожения является накопление 
этанола в зрелой бражке. Полученные результаты ис-
следований были структурированы в форме таблицы 3, 
а закономерности протекания данного процесса наглядно 
продемонстрированы на диаграммах (см. рисунок 1 и 
рисунок 2), результаты в которых следует интерпре-
тировать таким образом что, чем больше полученное 
значение содержания этанола в конце брожения, тем 
полнее происходит усвоение сбраживаемых веществ 
спиртовыми дрожжами.

Таблица 3
Изменение содержания этанола в рисовой бражке, % мас

Продолжительность
брожения, час

Сорта риса
1 12 24 36 48 60 72

с использованием дрожжей «Кодзи»
Бурый 0 2,2 3,5 5,7 8,3 8,4 8,4

Жасмин 0 2,5 4,2 6,5 8,4 8,5 8,5
Круглозёрный 0 2,2 3,4 5,5 7,8 8,1 8,1

с использованием дрожжей «Фермиол»
Бурый 0 0,4 3,5 5,6 6,4 7,1 7,6

Жасмин 0 0,5 4,2 6,2 7,1 8,0 8,2
Круглозёрный 0 0,4 3,8 6,0 6,6 7,4 7,7

На рисунке 3 видно, что накопление этанола во всех 
троих образцах сусла происходит активно уже в течение 
первых 12 часов брожения. Наилучшую эффективность 
накопления этанола в зрелой бражке демонстрирует об-

разец, выработанный из сорта «Жасмин» – 8,5% мас. 
Меньшую эффективность демонстрируют образцы, вы-
рабатываемые из сортов риса «Круглозёрный» – 8,4% 
мас и «Бурый» – 8,1% мас соответственно.

Рис. 3. Изменение содержания этанола в сусле  
с использованием дрожжей «Кодзи»

Рис. 4. Изменение содержания этанола в сусле  
с использованием дрожжей «Фермиол»
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Из рисунка 4 следует, что при сбраживании 
практически всех образцов спиртового сусла за первые 
12 часов брожения, накопление этанола в сусле проис-
ходит в незначительных количествах, протекая стадию 
адаптации (лаг-фазу), после чего брожение протекает 
более интенсивно.

Лучший результат по показателю накопление 
этилового спирта дрожжами «Фермиол», был проде-
монстрирован в образце из сорта «Жасмин» – 8,2% 
мас. Сорт риса «Бурый» по данному параметру также 
показал худший результат – 7,6% мас. 

Также одним из важных показателей, характе-
ризующего качество протекания процессов спиртового 
брожения является изменение концентрации биомассы 
дрожжей в сбраживаемом сусле. Данный показатель 
важен тем, что обеспечивает качественное протекание 
спиртового брожения, гарантируя максимальный выход 
целевого продукта. Поэтому чем больше концентрация 
здоровых, жизнеспособных дрожжевых клеток, тем 
выше качественные и количественные показатели эти-
лового спирта, получаемого в результате анаэробного 
сбраживания углеводов в рисовом сусле.

Таблица 4
Изменение концентрации биомассы дрожжей в рисовой бражке, млн/см3

Продолжительность
брожения, час

Сорта риса
1 12 24 36 48 60 72

с использованием дрожжей «Кодзи»

Бурый 15 91 136 147 167 131 100
Жасмин 15 98 138 152 181 154 108

Круглозёрный 15 71 120 134 156 110 84
с использованием дрожжей «Фермиол»

Бурый 15 64 94 114 130 114 91
Жасмин 15 84 115 128 143 122 101

Круглозёрный 15 52 86 109 125 105 82

Рис. 5. Изменение концентрации дрожжевых клеток 
при использовании дрожжей «Кодзи»

Рис. 6. Изменение концентрации дрожжевых клеток 
при использовании дрожжей «Фермиол»

Изменение концентрации дрожжевых клеток 
«Кодзи» за весь период брожения показан рисунке 5. 
Интересная особенность данной разновидности дрожжей 
в сокращённой лаг-фазе, т.к. при внесении дрожжевой 
закваски в сусло через 20–30 минут наблюдается экспо-
ненциальная фаза, длящаяся до 24 часов. По прошествии 
суток интенсивность брожения несколько снижается и 
протекает в таком режиме ещё 24 часа. Через двое суток 
после внесения закваски интенсивность брожения за-

медляется, т.к. концентрация здоровых, жизнеспособных 
дрожжевых клеток, в единице объёма сусла существенно 
уменьшается, в сравнение с количеством мёртвых клеток.

Наибольшая концентрация дрожжевых клеток на-
блюдается к 48 часам брожения как у дрожжей «Кодзи» 
(рисунок 5), так и у дрожжей «Фермиол» (рисунок 6). 
При этом, несмотря на общую для всех исследуемых об-
разцов риса закономерность, мы отмечаем, что лучшими 
показателями в обоих случаях характеризуется сусло, 
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полученное из зерна сорта «Жасмин». Несколько худшие 
показатели отмечены у сусла, полученного из риса сорта 
«Бурый» – 147 млн/см3 при сбраживании дрожжами 
«Кодзи», и 114 млн/см3 при сбраживании дрожжами 
«Фермиол».

Проведённые исследования выявили эффектив-
ность применения дрожжей «Кодзи» для получения 
спирта из риса. По сравнению с дрожжами «Фермиол» 
они продемонстрировали меньшие требования к исход-
ным показателям сбраживаемого сусла: содержанию 
сухих и сбраживаемых веществ и настающей концен-
трации этилового спирта. При этом, полученные в ходе 
лабораторных исследований результаты, для риса сорта 
«Жасмин», по всем исследуемым показателям, оказались 
лучше, чем для риса сортов «Бурый» и «Круглозёрный».

Заключение

Был проведен сравнительный анализ эффектив-
ности применения дрожжей «Кодзи» при производстве 
спирта из зерна риса сортов «Бурый», «Жасмин» и 
«Круглозёрный». Анализировались такие показатели 
как: изменение содержания сухих веществ в сусле, 
изменение содержания этилового спирта и изменение 
концентрации дрожжевых клеток.

Проведённое исследование сусла на содержание сум-
марных и видимых сухих веществ показало, что содержание 
дрожжевых клеток на начальных этапах брожения было 
одинаковым, как для исследуемых образцов сусла, сбражива-
емых дрожжами «Кодзи», так и для контрольных образцов, 
перерабатываемых дрожжами «Фермиол». По завершении 
брожения этот показатель заметно снизился для каждого из 
случаев в отдельности. Заметное снижение содержания сухих 
веществ отмечено у зерна риса сорта «Жасмин», менее вы-
раженное снижение содержания сухих веществ отмечается у 
зерна риса сортов «Круглозёрный» и «Бурый».

Анализируя показатель изменения содержания 
этилового спирта при брожении, было установлено, что 
наиболее эффективное накопление спирта наблюдается в 
зрелой бражке, полученной при сбраживании дрожжами 
«Кодзи» сусла из риса сорта «Жасмин». Несколько 
менее эффективно эти же дрожжи трансформируют 
сбраживаемые сахара в сусле из риса сортов: «Кругло-
зёрный» и «Бурый».

В то же время, по показателю изменения концен-
трации дрожжевых клеток в сусле наблюдается нарас-
тание концентрации тел дрожжевых клеток как в иссле-
дуемых, так и контрольных образцах. При детальном 
анализе результатов можно констатировать, что прирост 

биомассы дрожжей «Кодзи» протекает более интенсивно 
и выражено, чем у дрожжей «Фермиол».

Полученные результаты исследования подтверж-
дают высокий производственный потенциал применения 
дрожжей «Кодзи» для получения этилового спирта из 
риса, в особенности из зёрен сорта «Жасмин» и менее 
всего из зёрен сортов «Круглозёрный». 

Данное исследование проведено в рамках гос-
бюджетной научно-исследовательской работы на 
период 2022–2027 год по теме: «Физические и био-
химические методы совершенствования технологии 
бродильных производств».
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A STUDY ON THE EFFECTIVENESS OF «KOJI» YEAST  
FOR PRODUCING ALCOHOL FROM RICE

K.R. ALIEV, N.A. KABANOVA, N.A. TINIKASHVILI, N.F. BIRAGOVA, R.K. ALIYEV 

North Caucasian Mining and Metallurgical Institute (State Technological University), Vladikavkaz

Standard technology for producing ethyl alcohol from starchy grain raw materials involves the enzymatic hydrolysis of starch 
molecules into fermentable sugars using glucoamylolytic enzymes. Completely eliminating the above-mentioned process steps is only 
possible with the use of alcoholic fermentation agents capable of producing alcohol directly from starch, bypassing the stages of heat-
water treatment, cooling, and saccharification. A specialized yeast, Koji Nomikai NEO, is of interest in this regard. Koji yeast is a dry, 
freeze-dried mixture of distiller’s yeast, vitamins, nutrient salts, and a special starter mold culture containing everything necessary for 
the cold saccharification and fermentation of any starchy raw material. This study, for the first time, examines the effect of Koji yeast 
on ethyl alcohol yield from a starchy raw material – spirit wort obtained from various rice varieties.
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ОБЗОРЫ

УДК 614.446;579.61

ВОЗМОЖНОСТЬ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ БАКТЕРИОФАГОВ  
ДЛЯ ДЕЗИНФЕКЦИИ

Ю.В. СИЗОВА*, А.В. ТЮРИНА, М.П. ПОГОЖОВА, Н.Е. ГАЕВСКАЯ

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

Адаптационные способности и экологическая вариативность бактерий способствуют формированию устойчивых штаммов, 
что ведет к распространению полирезистентных вариантов и обусловливает необходимость регулярного поиска и разработки 
новых антибактериальных средств, в том числе фагосодержащих. Фаговые препараты приобретают все большую популярность 
в США и Европе, являясь эффективным, относительно недорогим, экологичным методом контроля бактериальной популяции. 
В представленном обзоре проанализированы данные по применению бактериофагов как самостоятельно (использование бак-
териофагов в качестве средств биологической дезинфекции, показывает высокую эффективность в лечебных организациях в 
отношении наиболее распространенных возбудителей бактериальной природы, в том числе и особо опасных инфекций), так и 
в комплексе с другими компонентами (антибиотиками, пробиотиками, химическими дезинфицирующими средствами и солнеч-
ным светом). Показана перспективность исследований в данном направлении, особенно в области генетической модификации 
фагов для увеличение спектра хозяев и повышения литической активности, что позволяет разрабатывать фаговые препараты 
широкого спектра действия, способные взаимодействовать с несколькими штаммами бактерий, с улучшенной стабильностью, 
эффективностью и безопасностью, а также более устойчивых к воздействию различных факторов окружающей среды. 

Ключевые слова: бактериофаги; вирусы; дезинфекция; инфекционные заболевания.

© 2026 г. Сизова Ю.В., Тюрина А.В., Погожова М.П.,  
Гаевская Н.Е.
* Автор для переписки:
Сизова Юлия Владимировна
канд. биол. наук, ведущий научный сотрудник лаборатории бакте-
риофагов ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 
Роспотребнадзора
E-mail: sizova_yuv@antiplague.ru

Возбудители инфекционных болезни бактери-
альной этиологии, несмотря на все предпринимаемые 
меры, наносят значительный экономический и социаль-
ный вред обществу, в связи с чем для борьбы с ними 
используют различные антибактериальные средства, 
в том числе асептики, антибиотики и дезинфектанты. 
Однако адаптационные способности и экологическая 
вариативность бактерий способствуют формированию 
устойчивых штаммов, что ведет к распространению 
полирезистентных вариантов и обусловливает необхо-
димость регулярного поиска и разработки новых анти-
бактериальных средств [1]. Используемые в настоящее 
время дезинфицирующие средства широкого спектра 
действия преимущественно имеют химическую приро-
ду и, в зависимости от действующего вещества, могут 
достаточно легко воспламеняться, окислять металлы, 
вызывать раздражение и оказывать канцерогенный и/
или токсичный эффект на живые организмы [41]. Мно-

гие исследователи заинтересованы в разработке нового 
экологичного дезинфицирующего средства, как альтер-
нативы химическому методу, поскольку с каждым годом 
возрастают требования безопасности, направленные на 
сохранение здоровья человека, животных и окружающей 
среды от воздействия опасных химических соединений 
[7, 13]. В связи с этим становится актуальным использо-
вание препаратов избирательного действия, в том числе 
фагосодержащих, что является перспективной областью 
исследований во всем мире.

Подтверждением актуальности данного направ-
ления могут служить обзоры Global Phage Therapy 
market компании MarketWatch, в которых представлена 
информация о мировом рынке бактериофагов: в 2020 г. 
он составлял 29 млн., а в 2023 г. уже 68 млн. долларов. 
При этом прогнозируется рост к 2032 г. до 236 млн. 
долларов при среднегодовом темпе прироста 14,8%, что 
объясняется увеличением распространенности устойчи-
вых к антибиотикам бактериальных инфекций и значи-
тельно повышающемся спросе на альтернативные методы 
лечения, такие как фаготерапия. Растущее признание 
фагов в качестве эффективного средства борьбы с бакте-
риальными патогенами в различных сферах применения, 
технологический прогресс в области инженерии фагов и 
методов их производства, разработка модифицированных 
фагов с повышенной специфичностью и эффективностью 
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способствуют расширению рынка. Усовершенствования 
в области выделения, очистки и производства повышают 
доступность и надежность бактериофагов в качестве 
терапевтических средств, что способствует не только 
улучшению результатов лечения, но и росту популярности 
и распространенности фагов в различных отраслях [33].

Одним из таких направлений является дезин-
фекция с применением фагов, представляющая собой 
естественную «зеленую» технологию, часто называемую 
биоконтролем. На сегодняшний день практически все 
фаги, входящие в состав препаратов для биоконтроля, 
являются дикими, выделенными из природных источ-
ников и не подвергавшиеся последующей генетической 
модификации. Фаговые препараты приобретают все 
большую популярность в США и Европе, являясь 
эффективным, относительно недорогим, экологичным и 
социально ориентированным методом контроля бактери-
альной популяции [14, 29].

Цель обзора – рассмотреть опыт применения бак-
териофагов для оценки возможности их использования в 
дезинфекции различных объектов. 

Бактериофаги были открыты Феликсом д’Эрелем 
в 1917 г. По своей природе они являются вирусами, изби-
рательно поражающими специфические клетки бактерий. 
Как и все вирусы, фаги представляют собой частицы, 
состоящие из нуклеиновой кислоты, заключенной в 
белковый капсид, который защищает генетический мате-
риал и способствует его доставке в клетку-хозяина. Эта 
биологическая система, повсеместно распространенная в 
природе, очень разнообразна. Являясь самыми многочис-
ленными обитателями планеты, фаги не просто паразиты, 
но и симбионты, регуляторы, образующие сеть передачи 
генетической информации в масштабах биосферы, обе-
спечивающие эволюцию бактерий. По приблизительным 
подсчетам количество бактериофагов составляет от 1030 
до 1032. Учеными показано, что процесс взаимодействия 
с бактериями продолжается более трех миллиардов лет и 
ежесекундно на планете происходит около 1025 фаговых 
инфекций бактериальных клеток [29].

Фаги разделяют на вирулентные или умеренные 
в зависимости от выполняемого ими биологического 
цикла – литического или лизогенного соответственно 
[30]. Вирулентные фаги наиболее предпочтительны для 
использования в профилактических и лечебных целях 
против бактериальных инфекций. Внедрение генома фага 
в бактериальную клетку с последующим размножением 
фаговых частиц и лизисом зараженной клетки (литиче-
ский цикл развития вирулентных фагов), обусловливает 
антибактериальный эффект фаговых препаратов. Вы-

свобождаясь во внешнюю среду в результате лизиса, 
бактериофаги вновь заражают и лизируют клетки. Этот 
процесс повторяется до полного уничтожения патогенных 
бактерий [7]. Учитывая это литические фаги считаются 
более подходящими для биоконтроля, в то время как 
лизогенные фаги способны участвовать в горизонталь-
ном переносе генов между бактериями. Этот процесс 
обусловливает потенциальную угрозу распространения, 
например, генов устойчивости к противомикробным пре-
паратам, генов токсинопродукции или других факторов 
патогенности между микроорганизмами посредством 
бактериальной трансдукции.

Потенциальные области применения бактериофа-
гов, как дезинфицирующего компонента, включают борь-
бу с патогенами, уменьшение их популяций на различных 
поверхностях, в жидкостях или аэрозолях, уменьшение/
элиминацию бактериальных биопленок [37]. В настоя-
щее время на практике основная часть биопрепаратов на 
основе бактериофагов предлагается для профилактики 
[2], использования вирулентных бактериофагов в ка-
честве дополнения или альтернативы в профилактике и 
традиционной терапии в период повышения устойчивости 
бактерий к антибиотикам [42], дезинфекции и контроля 
бактериальных патогенов при производстве пищевых 
продуктов и их хранении [22], но более интересен вопрос 
обеззараживания различных поверхностей и сточных вод, 
в том числе и в медицинских учреждениях, которому и 
посвящен данный обзор. 

В исследованиях преимущественно используют 
смеси бактериофагов (так называемые фаговые коктей-
ли), поскольку такие препараты имеют более широкий 
спектр хозяев, чем монофаги, и снижают риск возник-
новения бактериальной резистентности к препарату, тем 
самым повышая его пролонгированный эффект за счет 
прикрепления разных фагов к разным поверхностным 
рецепторам бактерий [34]. Повысить эффективность 
дезинфекции можно и при комбинировании традици-
онных методов с воздействием бактериофагов. К на-
стоящему времени изучается сочетанное влияние фагов 
с антибиотиками [18], пробиотиками [21], химическими 
дезинфицирующими средствами [46], солнечным светом 
[36]. Также для исследователей в этой области пред-
ставляет интерес улучшение процессов очистки воды за 
счет применения фагов и стандартных препаратов [44].

Так, De Soir S. et al. (2024), рассматривая угрозу 
инфицирования медицинских имплантов различными 
бактериями, способную привести к возникновению вос-
палительного процесса, и необходимости хирургической 
обработки раны с последующим длительным лечением 
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антибиотиками, показали, что совместное использование 
фагов с ципрофлоксацином, меропенемом или цефтази-
димом более эффективно для уничтожения биопленок 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 на титановых образцах 
in vitro, чем применение любого из этих препаратов по 
отдельности [18].

D’Accolti M. et al. (2018) изучали возможность 
применения бактериофагов в качестве дезинфектантов 
при плановой уборке больниц в сочетании с эколо-
гичными моющими средствами – PCHS (система 
гигиенической пробиотической очистки), содержащей 
непатогенные бактерии рода Bacillus, много лет исполь-
зуемые для плановой уборки в ряде итальянских больниц. 
Дополнительное использование фагов позволило уско-
рить процесс ремодуляции микробиома на обработанных 
поверхностях (что было показано в результатах in vitro 
и in situ), обеспечивая более эффективную и быструю 
деконтаминацию Staphylococcus spp. по сравнению с 
применением только пробиотиков или только фагов [21].

В ходе исследования китайских ученых Shi 
Y.  et  al. (2024) был разработан коктейль из бакте-
риофагов, направленных на уничтожение двух кар-
бапенемрезистентных штаммов Klebsiella pneumoniae 
(CRKP), ST11 KL47 и ST11 KL64, наиболее часто 
встречающихся в больницах Пекина. Препарат ис-
пользовался после химической дезинфекции в качестве 
дополнительного дезинфицирующего средства в отде-
лении интенсивной терапии для пациентов с респира-
торными заболеваниями в виде аэрозоля, созданного 
с помощью ультразвуковой небулизации. Результаты 
наблюдений показали, что существенных различий в 
численности K. pneumoniae до и через 6 ч после хими-
ческой дезинфекции хлорсодержащим препаратом не 
было, в то время как после дополнительной обработки 
фаговым коктейлем наблюдалось значительное сниже-
ние концентрации возбудителя [39].

Важным является аспект использования бактерио-
фагов не только для уничтожения свободных бактерий в 
процессе дезинфекции больничных поверхностей и меди-
цинского оборудования, но и для разрушения биопленок, 
как наиболее часто встречаемой формы существования 
бактериального сообщества, обеспечивающее повышен-
ную устойчивость к различным факторам воздействия 
[26]. Исследования комбинированного использования 
фагов и химических дезинфицирующих средств, таких 
как бензалкония хлорид и гипохлорит натрия, про-
тив P. aeruginosa показало повышение эффективности 
удаления бактериального загрязнения поверхностей и 
снижение регенерации биопленки [12].

Однако и самостоятельное использование бакте-
риофагов в качестве средств биологической дезинфекции 
показывает высокую эффективность в лечебных орга-
низациях, в том числе для купирования вспышек бак-
териальных инфекций [4]. Так, Хайрулин И.Н. (2003) 
исследуя воздух и смывы со стен выявил принципиальное 
сходство выделяемой микрофлоры в основных помеще-
ниях хирургических блоков и раневого отделяемого при 
инфекционных осложнениях «чистых» операционных 
ран. Проведя оценку фагочувствительности выделенных 
культур, автор сконструировал набор, представляющий 
собой смесь равных объемов моновалентных бактериофа-
гов против наиболее часто обнаруживаемых золотистого 
стафилококка, синегнойной, кишечной палочек и протея. 
Оценив высокий терапевтический эффект набора был 
создан аэрозоль с помощью аэрозольного генератора. 
Обработка в палатах хирургического отделения, пред- и 
операционных помещениях показала высокую эффек-
тивность такого метода, приближающуюся к 100% уже 
через 2 часа [8]. Также показана полная элиминация 
возбудителей, чувствительных к синегнойному и сальмо-
неллезному монофагам, в течение суток с выраженным 
снижением количества новых случаев заболевания [5]. 

Чтобы смоделировать эффективность регулярной 
дезинфекции поверхностей в больницах D’Accolti M et al. 
(2021) провели тесты in vitro, оценив активность бак-
териофагов в отношении ограниченного количества 
бактерий на различных типах непористых поверхностей, 
встречающихся в больницах (кафель, пластик, металл, 
стекло и т.д.). Результаты показали, что изучаемые 
фаги способны уменьшать количество бактерий на об-
работанных поверхностях до 90% уже через 1 час после 
обработки. Через 6 часов бактерии практически не обна-
руживались. Таким образом можно было обеззараживать 
все типы тестируемых поверхностей [20].

Проводятся исследования и с возбудителями осо-
бо опасных инфекций. Так, Rashid M.H. et al. (2012) 
оценили воздействие коктейля YPP-100, в состав ко-
торого входили чумные бактериофаги YpP-G, Y, R и 
YpsP-PST, на экспериментально зараженные смесью 
трех генетически различных штаммов Yersinia pestis по-
верхностей (покровные стекла, гипсокартон и пластины 
из нержавеющей стали). Обработка неразбавленным 
YPP-100 полностью уничтожила возбудителя на всех 
поверхностях, тем самым показав возможность исполь-
зования данного метода при контаминации поверхностей 
чумным микробом [34].

Учитывая, что существует необходимость в устой-
чивых и экологически безопасных вариантах уничтоже-
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ния микробных загрязнений не только в стационарах, 
но и в других средах, в том числе и водных объектах 
окружающей среды, проводятся исследования по изуче-
нию возможности использования бактериофагов для их 
обеззараживания. Фаги в последнее время все активнее 
стали применять в качестве нового инструмента для 
борьбы с загрязнением воды, мониторинга, очистки пре-
сных и сточных вод [16, 27]. Использование химической 
дезинфекции может приводить к образованию в водных 
объектах побочных продуктов, включая тригалогенмета-
ны, галогенуксусные кислоты, N-нитрозодиметиламин, 
броматы и хлориды, которые могут оказывать серьезное 
воздействие на окружающую среду и здоровье человека, 
и при этом не всегда гарантирует полную элиминацию 
возбудителя [23]. Известным фактом является образова-
ние бактериальных биопленок P. aeruginosa, засоряющих 
фильтры на очистных сооружениях, которые обычно об-
рабатывают хлором. Zhang and Hu (2013) показали, что 
обработка хлором в концентрации 210 мг/л снижает на 
80% образование новых биопленок, но никак не влияет 
на уже существующие. Авторы предложили использо-
вать смесь РНК-содержащих бактериофагов, которые 
подавляли образование новых и уменьшали количество 
уже существующих биопленок на 36–80%. Однако в 
сочетании с хлорированием они оказались эффективнее, 
что позволило снизить более чем на 90% появление но-
вых биопленок, и способствовало активному разрушению 
уже образованных. Полученные данные сопоставимы с 
результатами других исследователей [35, 46]. 

Дезинфицирующие средства часто используют-
ся в сочетании с моющими средствами. Они удаляют 
загрязнения с поверхностей, тем самым способствуя 
проявлению антибактериального эффекта, однако при 
этом могут несколько снижать эффективность самих 
дезинфектантов [24]. Активные вещества, входящие в 
состав моющих средств, оказывают влияние и на бакте-
рицидную эффективность фаговых препаратов. Song J.  
и др. (2021) показали влияние различных моющих 
средств на фаговый препарат SDQ. При этом они от-
мечали, что ионные детергенты снижали активность или 
полностью его инактивировали, а неионные детергенты 
(Triton X-100, Tween 20 и Brij 35) сохраняли полную 
литическую активность исследуемого препарата [41].

Aghaee B.L. (2021) показал, что бактериофаги 
синегнойной палочки в большем количестве содержатся 
в сточных водах и в субстратах, ими загрязненных, 
и обладают более высокой литической активностью, 
чем содержащиеся в других объектах окружающей 
среды (почва, вода) [10]. При очистке сточных вод 

фаги, нацеленные на Escherichia coli с множественной 
лекарственной устойчивостью, за несколько часов со-
кращают популяцию микроорганизмов на 99%, повысив 
эффективность очистки и сохранив при этом полезные 
микробные сообщества [25]. 

Al-Jassim N. et al. (2018) показано, что воздей-
ствие комбинации бактериофагов с солнечным ультра-
фиолетом не только ускоряет инактивацию супербактерии 
E. coli PI-7, сокращая время и снижая необходимый 
уровень интенсивности солнечного излучения, но и яв-
ляется безопасным для окружающей среды. В связи с 
тем, что бактериофаг также восприимчив к солнечному 
облучению из-за нарушения экспрессии генов, отвеча-
ющих за защитные механизмы, авторы предложили его 
использование на последнем этапе очистки сточных вод. 
Например, в открытых резервуарах для хранения сточ-
ных вод после хлорирования, уничтожающего большую 
часть патогенных бактерий, и последующей инсоляции 
в течение примерно 4 часов с добавлением бактериофага 
перед повторным использованием или сбросом очищен-
ных вод. Такое время воздействия, по мнению авторов, 
не позволит бактериям выработать устойчивость к бак-
териофагам, поскольку их метаболическая активность и 
эффективность размножения будут снижены под воз-
действием солнечного света [21]. Положительно оценено 
использование специфических бактериофагов в сочетании 
с солнечным светом для удаления из воды устойчивых 
к подавляющему большинству антибиотиков штаммов 
P. aeruginosa [36]. 

Исследуя сточные воды больниц Ирана в течении 
шести месяцев Sadeqi S. et al. (2024) выявили высокий 
уровень различных бактериальных патогенов в необ-
работанном пруду-отстойнике. Добавление фагового 
коктейля, состоящего из бактериофагов, выделенных 
там же, помогло полностью устранить большую часть 
патогенов (почти нулевые показатели в течение 1–4 
месяцев после обработки). Далее наблюдалось незначи-
тельное увеличение общей популяции бактерий, которое 
авторы объясняют поступлением новых сточных вод из 
больницы и увеличением количества фагоустойчивых 
вариантов [38]. 

Литические фаги доказали свою эффективность на 
очистных сооружениях и в процессах с использованием 
активного ила: уничтожая бактерии, вызывающие пено-
образование, они применяются в качестве пеногасителей 
и средств для удаления биомассы ила [40].

При обеззараживании сточных вод фаги играют 
решающую роль не только в устранении патогенных 
микроорганизмов, но и биопленок, тем самым повышая 
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эффективность очистки и качество воды [11]. Удаление 
биопленок с использованием фагов вызывает особый 
интерес. Здесь могут применяться как активные, так и 
пассивные способы обработки. Пассивный способ под-
разумевает наличие достаточной заражающей дозы (не 
менее 108 БОЕ/мл) для наступления эффекта за один 
цикл развития. В этом случае в обеззараживаемый ма-
териал добавляется столько фагов, сколько необходимо 
для достижения желаемого уровня гибели бактерий и 
биопленки. Активный метод рассчитан на пополнение 
бактериофагов за счет репликации в клетках-хозяина. 
При этом потребуется значительно меньшее начальное 
количество фаговых частиц, но более продолжительное 
время контакта, а скорость дезинфекции будет зависеть 
от способности выхода потомства и литических свойств 
бактериофагов [9].

Большинство способов биоконтроля сильно за-
висит от концентрации препарата, но она со временем 
может снижаться, в то время как количество вирулент-
ного бактериофага только увеличивается, поскольку он 
продолжает размножаться и заражать бактерии-мише-
ни. Положительным моментом применения фагов для 
дезинфекции является практически полное отсутствие 
необходимости последующего обезвреживания дезинфи-
цирующего компонента. Как только все бактерии будут 
уничтожены бактериофаг элиминируется [15].

Несмотря на положительные результаты, получен-
ные при использовании бактериофагов для уничтожения 
микроорганизмов в водной среде, необходимо учитывать 
влияние различных физических и химических факторов 
(например, pH, температуры, ультрафиолетового излуче-
ния, ионов и солености, наличия биологически активных 
веществ и т.д.), восприимчивость к которым может силь-
но отличаться даже внутри семейств фагов и усложнять 
их применение в динамичных или экстремальных усло-
виях [17]. Чаще всего такие факторы оказывают влияние 
на прикрепление фаговых частиц к рецепторам хозяина, 
повреждают структурные компоненты фага (например, 
головки, оболочки хвоста), инициируют потерю липидов 
или повреждение нуклеиновых кислот [28]. 

Помимо этого, применение фаговых препаратов в 
очистных сооружениях в реальных условиях сопряжено 
с рядом трудностей – узкая специфичность и появление 
устойчивых вариантов хозяина, сложность выделения и 
производства подходящих фагов, неспецифическая ад-
сорбция, распад фагов. Так же отрицательным моментом 
является тот факт, что повсеместное распространение, 
изобилие, устойчивость и универсальность фагов делают 
их идеальными горизонтальными переносчиками генов 

между бактериями, даже принадлежащими к разным 
таксонам или обитающими в разных биотопах. Этот 
момент требует особого изучения, поскольку напрямую 
касается безопасности природных экосистем и здоровья 
человека, особенно в отношении распространения генов, 
ассоциированных с устойчивостью к антибиотикам, тем 
самым обусловливая необходимость тщательной разра-
ботки подходов к применению фагов в окружающей среде 
и на производстве, максимально снижая потенциальные 
риски. Обилие фагов, кодирующих гены вирулентности 
и антимикробные пептиды, повышает вероятность их 
трансдукции в бактериях, обитающих в сточных водах. 
Кроме того, многие виды микроорганизмов не поддаются 
культивированию, что ограничивает возможности вы-
деления новых рас фагов [32].

Совместная эволюция фагов и их носителей может 
также привести к потере фагом вирулентности или раз-
витию устойчивости у носителя [19]. Бактерии способны 
вырабатывать широкий спектр механизмов для предот-
вращения заражения фагами на разных этапах процесса, 
например, для подавления адсорбции фага на рецепторах 
хозяина и синтеза внутриклеточных белков, препятству-
ющих транскрипции и созреванию генома фага [31].

Использование бактериофагов в медицинских 
организациях сопряжено, помимо общебиологических, с 
рядом дополнительных проблем. Брусина Е.В. с соавт. 
(2018) отмечала необходимость осуществления регуляр-
ного микробиологического мониторинга для обеспечения 
эффективной дезинфекции бактериофагами, проведение 
которого связано с рядом трудностей, таких как необхо-
димость использования только коммерческих бактерио-
фагов, устойчивость больничных штаммов к поступив-
шим фаговым препаратам, необходимость постоянной 
оценки чувствительности используемых бактериофагов 
в связи с непрерывным изменением штаммов-возбуди-
телей, отсутствие экспресс-методов контроля качества 
дезинфекции и т.д. [3].

Однако несмотря на все минусы, потенциал 
использования фагов в дезинфекции весьма высок и 
достаточно перспективен. Для нейтрализации выше 
перечисленных отрицательных моментов применения 
фагов особое внимание уделяется генной инженерии. 
Генетическая модификация для увеличения спектра 
хозяев и повышения литической активности позволяет 
разрабатывать фаговые препараты широкого спектра 
действия, способные взаимодействовать с несколькими 
штаммами бактерий, с улучшенной стабильностью, эф-
фективностью и безопасностью, а также более устойчи-
вых к воздействию различных факторов окружающей 
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среды. Создание фагов, не содержащих антигенные де-
терминанты, также имеет важное значение для снижения 
риска распространения резистентности [45]. Растущая 
доступность модифицированных фагов с различной 
специфичностью к хозяевам и улучшенными литиче-
скими свойствами предоставляет исследователям более 
универсальные инструменты для борьбы с возбудителями 
бактериальных инфекций, тем самым способствуя рас-
ширению области их применения [33]. 

Заключение

Таким образом, распространение полирезистентных 
вариантов микроорганизмов обусловливает необходимость 
регулярного поиска и разработки новых антибактериаль-
ных средств, в том числе, основанных на бактериофагах, 
которые являются естественными обитателями окружаю-
щей среды и не наносят ей такого ущерба, как применение 
химических препаратов, активно используемых в настоя-
щее время. В представленном обзоре проанализированы 
данные по применению бактериофагов как самостоятельно, 
так и в комплексе с другими компонентами, при прове-
дении биологической дезинфекции поверхностей, в том 
числе в медицинских учреждениях, и в водных объектах. 
Согласно представленной информации, это направление 
исследований является перспективным, так как открывает 
новые возможности в борьбе с возбудителями инфекци-
онных заболеваний. 
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THE POSSIBILITY OF USING BACTERIOPHAGES FOR DISINFECTION
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The adaptability and ecological variability of bacteria contribute to the development of resistant strains, leading to the spread of 
multidrug-resistant variants and necessitating the ongoing search for and development of new antibacterial agents, including phage-based 
ones. Phage preparations are gaining increasing popularity in the United States and Europe, offering an effective, relatively inexpensive, 
environmentally friendly method for controlling bacterial populations. This review analyzes data on the use of bacteriophages both 
independently (the use of bacteriophages as biological disinfectants has demonstrated high efficacy in healthcare facilities against the 
most common bacterial pathogens, including particularly dangerous infections) and in combination with other components (antibiotics, 
probiotics, chemical disinfectants, and sunlight). The potential of research in this area is demonstrated, particularly in the field of genetic 
modification of phages to increase the host range and enhance lytic activity, which allows for the development of broad-spectrum phage 
preparations capable of interacting with several bacterial strains, with improved stability, efficacy, and safety, as well as greater resistance 
to various environmental factors.
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РАЗВИТИЕ МЕДИЦИНСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ НАТУРАЛЬНОГО ШЁЛКА: 
ОТ ТРАДИЦИОННЫХ ПРАКТИК К СОВРЕМЕННОЙ КЛИНИКЕ

Е.И. ПОДБОЛОТОВА, И.И. АГАПОВ*

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных  
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация

Натуральный шёлк на протяжении многих веков занимал важное место в медицинской практике и являлся одним из 
наиболее ранних биоматериалов, использованных человеком. В настоящем обзоре рассматривается эволюция представлений о 
медицинском применении шёлка – от эмпирического использования в древних и средневековых лечебных практиках до научно 
обоснованных подходов XIX–XXI веков. Особое внимание уделено формированию знаний о природе и свойствах шёлка, 
включая открытие его белковой структуры, а также развитию экспериментальных исследований, направленных на оценку 
биосовместимости и механических характеристик шёлковых материалов. В работе проанализированы основные направления 
медицинского применения натурального шёлка в разные исторические периоды. Показано, что в современной клинической 
практике роль шёлка существенно трансформировалась: он сохраняет стабильное применение в ситуациях, где его физические 
свойства остаются востребованными. Обзор подчёркивает значение исторического опыта использования шёлка для форми-
рования современных подходов к разработке и оценке медицинских материалов и демонстрирует преемственность между 
традиционными практиками и современными исследованиями в области биоматериалов.
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Введение

Натуральный шёлк является одним из древнейших 
материалов, известных человечеству. На протяжении 
тысячелетий он использовался преимущественно в 
текстильной промышленности, а его происхождение и 
раннее применение тесно связаны с историей Древнего 
Китая, где были заложены основы шелководства и тех-
нологий обработки шёлкового волокна. Долгое время 
шёлк рассматривался исключительно как ремесленный и 
промышленный материал, однако развитие естественных 
наук привело к постепенному расширению представлений 
о его свойствах и возможностях применения, включая 
медицинские и биомедицинские области.

В настоящее время шёлк активно изучается как 
многофункциональный биоматериал. Его уникальные фи-
зико-химические свойства, высокая биосовместимость, 
возможность модификации структуры и контролируемая 
деградация делают шёлк привлекательным для создания 

шовных материалов, перевязочных средств, каркасов 
для регенеративной медицины, а также платформ для 
тканевой инженерии и доставки биологически активных 
веществ. Исследования современных биохимических, ма-
териаловедческих и клинических аспектов использования 
шёлка открывают новые возможности для его примене-
ния в хирургии, офтальмологии, сосудистой медицине 
и других областях, где требуются сочетание прочности, 
гибкости и биосовместимости [2, 6, 39].

Исторический анализ применения шёлка в меди-
цине играет важную роль в современных исследованиях, 
поскольку позволяет понять эволюцию научных подходов 
к биоматериалам органического происхождения и форми-
рует основу для разработки новых технологий. Знание 
традиций и опыт использования шёлка в различных исто-
рических контекстах помогает более осознанно подходить 
к созданию инновационных материалов на его основе и 
прогнозировать их поведение в биологических системах.

Целью данной работы является комплексный 
анализ эволюции научных представлений о шёлке и его 
медицинском применении с учётом исторического опыта 
и достижений современной науки. В рамках исследования 
рассматриваются основные этапы использования шёлка 
в медицине на ранних исторических этапах, прослежива-
ется формирование и развитие научных представлений о 
его структуре и свойствах в контексте прогресса биологии 



105

и химии. Особое внимание уделяется вкладу эксперимен-
тальных исследований XIX–XX веков в становление 
научных основ медицинского применения шёлка, а также 
анализу современных подходов к модификации и исполь-
зованию шёлковых материалов в медицинской практике. 
На основании проведённого анализа выделяются ключе-
вые тенденции и перспективы дальнейших исследований 
шёлка как биоматериала.

1.	 Натуральный шёлк в ранних медицинских 
практиках

1.1.	 Происхождение шёлка и первые сведения о 
его использовании

Натуральный шёлк является одним из древнейших 
материалов, созданных и исследованных человеком. 
Археологические данные свидетельствуют о том, что 
производство шёлка возникло в Китае не позднее IV–III 
тысячелетия до н.э., преимущественно в районах бассейна 
реки Хуанхэ [8]. Найденные фрагменты шёлковых тка-
ней, коконов и прядильных инструментов подтверждают 
высокий уровень развития шелководства уже на ранних 
этапах истории китайской цивилизации. Первоначально 
шёлк использовался преимущественно в текстильных, 
ритуальных и социально-статусных целях, однако по мере 
накопления практического опыта стали выявляться и его 
функциональные свойства, способствующие расширению 
областей применения.

Ранние письменные источники указывают на 
исключительную ценность шёлка и его особое место в 
системе мировоззрения древнего Китая. Согласно ле-
гендам и историческим хроникам, открытие технологии 
производства шёлка приписывается императрице Лэй 
Цзу (Си Лин-ши), супруге Желтого императора Хуанди, 
и датируется примерно 2696 годом до н.э. [40]. Именно 
она, согласно преданиям, заметила, что коконы тутового 
шелкопряда можно расплетать, получая тонкие и прочные 
нити, пригодные для ткачества и других практических 
целей. С самого начала шёлк воспринимался как материал 
исключительной ценности, который сочетал в себе эсте-
тические качества – блеск, гладкость и яркость цвета – и 
физические свойства, позволяющие создавать лёгкие и 
прочные изделия, а носить его позволялось только членам 
императорской семьи.

1.2.	Применение шёлка в медицине Древнего 
Китая

Помимо текстильного использования, шёлк по-
степенно начал привлекать внимание в медицинском 
контексте. В традиционных представлениях шёлк ассоци-
ировался с чистотой, гармонией и упорядоченностью, что 
делало его символически и практично подходящим для 

применения в лечебных практиках. Его физические ха-
рактеристики – высокая прочность при малом диаметре 
волокна, гибкость, гладкая поверхность и относительная 
устойчивость к воздействию биологических жидкостей – 
позволяли использовать шёлк для непосредственного 
контакта с повреждёнными тканями организма, напри-
мер, в виде повязок и нитей для фиксирования ран.

Древний Китай стал первым регионом, где меди-
цинское применение шёлка приобрело систематический 
и институционализированный характер. Уже на ранних 
этапах формирования традиционной китайской медицины 
шёлк рассматривался не только как ценное текстильное 
сырьё, но и как функциональный материал, пригодный 
для использования в лечебной практике. В медицинской 
и натурфилософской традиции Китая применялись раз-
личные формы шёлка, включая нити, ткани и продукты 
переработки коконов тутового шелкопряда Bombyx mori.

Формирование ранних медицинских знаний по ис-
пользованию шёлка в медицине традиционно связывают 
с эпохами династий Шан (XVI–XI вв. до н.э.) и Чжоу 
(XI–III вв. до н.э.), однако их письменная фиксация в 
виде систематизированных медицинских текстов была 
осуществлена значительно позднее – преимущественно 
в период династии Хань (206 г. до н.э. – 220 г. н.э.) 
[3, 22]. В ритуальных текстах, хрониках и медицинских 
манускриптах того времени зафиксированы упоминания 
о шёлковых повязках и нитях, используемых для оста-
новки кровотечений. Особое место занимают рукописи 
II века до н.э., обнаруженные в погребении высокопо-
ставленных лиц в Мавандуе, где записаны медицинские 
трактаты, включающие указания по уходу за ранами и 
описания лечебных процедур с использованием шёлковых 
материалов. Эти документы свидетельствуют о том, что 
уже на ранних этапах шёлк воспринимался не только как 
ценный материал для одежды и ритуалов, но и как функ-
циональный ресурс для медицинских целей, а наблюдения 
за его использованием способствовали формированию 
устойчивого представления о его потенциальной ценности 
для лечения. Историография традиционной китайской 
медицины указывает, что практики перевязки ран и фик-
сации повреждённых тканей с использованием шёлковых 
нитей существовали задолго до их письменной фиксации 
и передавались в устной форме в рамках медицинских 
школ и ремесленных традиций [43].

Одним из ключевых текстов, отражающих сфор-
мировавшуюся медицинскую систему, является трактат 
«Хуанди Нэйцзин» («Трактат Жёлтого императора о 
внутреннем»), окончательная редакция которого дати-
руется III–I вв. до н.э. [33]. В нём описываются общие 
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принципы лечения травм, ран и кровотечений, а также 
требования к материалам, контактирующим с телом чело-
века. Хотя конкретные материалы часто не называются 
напрямую, контекст и сопоставление с археологическими 
данными указывают на использование шёлка как одного 
из предпочтительных перевязочных и вспомогательных 
материалов.

Особое значение шёлк приобрёл в хирургической 
практике. Шёлковые нити использовались для ушивания 
ран благодаря сочетанию высокой механической прочно-
сти, гибкости и способности сохранять целостность при 
длительном контакте с тканями организма. В сравнении 
с растительными волокнами и жилами животных шёлк 
вызывал менее выраженное раздражение тканей, что на 
эмпирическом уровне воспринималось как его благопри-
ятное влияние на процессы заживления. Эти свойства 
обеспечили долговременное закрепление шёлка в хирур-
гической практике, что подтверждается последующим 
развитием шовных материалов на его основе в более 
поздние исторические периоды.

Помимо нитей и тканей, в традиционной китайской 
медицине применялись и другие материалы из шёлка, 
включая коконы шелкопряда. В фармакологических 
трактатах, в частности в «Шеннонг Бенкаоджин» 
(«Книга лекарственных средств Шеньнуна», I–II вв. 
н.э.), упоминаются вещества животного происхождения, 
которым приписывались противовоспалительные, рано-
заживляющие и общеукрепляющие свойства [22]. Хотя с 
позиций современной науки такие эффекты не имели экс-
периментального подтверждения, данные представления 
основывались на длительных клинических наблюдениях 
и практическом опыте, что способствовало устойчивому 
включению шёлка и его производных в медицинскую 
практику Древнего Китая.

1.3.	 Использование шёлка в античной и средне-
вековой медицине

Распространение шёлка за пределы Китая стало 
возможным благодаря развитию торговых путей, объ-
единенных в систему Великого шёлкового пути (I–III вв. 
н.э.), названного так именно из-за главного экспортного 
товара – шёлка. В античном мире шёлк был известен 
как редкий и дорогостоящий материал, что ограничивало 
масштабы его использования, однако не исключало при-
менения в медицинской практике. 

Античные врачи высоко ценили тонкие и прочные 
нити с Востока, которые использовались для перевязки 
ран и проведения хирургических манипуляций. В трудах 
Гиппократа (ок. 460–370 гг. до н.э.) и Галена (129–216 
гг. н.э.) встречаются описания применения тонких тканей 

и нитей для ухода за ранами и ушивания поврежденных 
тканей [17, 21]. Хотя прямые указания на химическую 
или биологическую природу шёлка в данных источниках 
отсутствуют, его практические преимущества, включая 
гладкость, прочность и относительную инертность, были 
хорошо известны врачам античности. Использование 
шёлка позволяло снизить механическое повреждение 
тканей и обеспечить более плотное сопоставление краев 
раны.

В период Средневековья применение шёлка в 
медицине получило дальнейшее развитие, особенно в 
арабском мире и Византии [11, 37]. Например, арабский 
врач Абу Али ибн Сина (Авиценна, 980–1037 гг.) в 
своём трактате «Канон врачебной науки» описывает 
использование шёлковых тканей и нитей для перевязок и 
хирургических манипуляций [1]. В Византии аналогичные 
рекомендации встречаются у Пациентия (VI в.) и других 
медицинских авторов того времени, где шёлк упоминается 
как «чистый» и благоприятный материал для предот-
вращения нагноений и ускорения заживления ран [29].

2.	 Формирование научных представлений о 
природе и свойствах шёлка

2.1.	Развитие знаний о шёлке в рамках естествен-
нонаучных дисциплин 

Переход от эмпирического использования шёлка к 
его научному изучению связан с общим развитием есте-
ственных наук в XVII–XVIII веках. В данный период 
происходит формирование экспериментального подхода 
к исследованию природных объектов, что затронуло и 
материалы органического происхождения. Шёлк, ра-
нее рассматривавшийся преимущественно как ценное 
ремесленное и торговое изделие, постепенно становится 
объектом интереса натурфилософов и естествоиспытате-
лей, стремившихся понять природу его происхождения и 
изучить уникальные свойства.

В трудах исследователей Нового времени шёлк 
рассматривался в контексте изучения животного мира 
и процессов жизнедеятельности организмов. Так, уже 
в 1669 году итальянский ученый Марчелло Мальпиги 
опубликовал первую систематическую научную дис-
секцию шелкопряда, подробно описав его анатомию и 
процессы развития [16]. Особое внимание уделялось 
тутовому шелкопряду как источнику волокна, а также 
условиям формирования кокона. Наблюдения за раз-
витием насекомых, процессами линьки и метаморфоза 
способствовали накоплению знаний о биологической 
природе шёлка, хотя его химический состав оставался 
неизвестным. В этот период шёлк всё ещё воспринимался 
как особая разновидность «животного волокна», свой-



107

ства которого объяснялись в рамках механистических и 
виталистических представлений.

Развитие биологии и химии как самостоятельных 
научных дисциплин в конце XVIII – первой половине 
XIX века сыграло ключевую роль в углублении пред-
ставлений о природе шёлка и других органических мате-
риалов. Появление клеточной теории (работы Шванна 
и Шлейдена 1838–1839 гг.), развитие микроскопии, 
анатомии и физиологии создали методологическую базу 
для систематического изучения живых организмов и про-
дуктов их жизнедеятельности, включая шелкопряда как 
производителя шёлкового волокна. Параллельно станов-
ление аналитической химии (работы Лавуазье, Бертолле, 
Дэви, а затем Йёнса Якоба Берцелиуса) обеспечило раз-
витие методов качественного и количественного анализа, 
что позволило отличать органические вещества одного 
происхождения от другого [38].

В рамках биологических исследований шёлк всё 
более рассматривался как продукт жизнедеятельности 
организмов, а не как нечто «полуфантастическое». На-
пример, в классических работах XIX века становилось 
ясно, что формирование шёлкового волокна у тутового 
шелкопряда Bombyx mori – это результат секреторной 
деятельности специализированных желез, а не механи-
ческой переработки внешнего материала [19].

Параллельно развивались химические пред-
ставления о веществах органической природы. В конце 
XVIII – начале XIX века ведущие химики, такие как 
Антуан Лавуазье (отметивший в 1789 г. необходимость 
различать органические и неорганические вещества), 
а затем Джозеф Бэнкс, Джон Дальтон и Йёнс Якоб 
Берцелиус, способствовали формированию понимания, 
что органические материалы животных (шерсть, шёлк, 
кости) отличаются по составу и свойствам от раститель-
ных (лен, хлопок), что в свою очередь стимулировало 
развитие органической химии как самостоятельной от-
расли. В работах по истории химии указывается, что 
именно эти различия стали фундаментом для создания 
первых схем классификации органических веществ и для 
выделения белков как отдельного класса соединений [7].

2.2.	Открытие белковой природы шёлка и первые 
представления о его структуре

До начала XIX века шёлк рассматривался пре-
имущественно как природное волокно с особыми меха-
ническими свойствами, а его изучение ограничивалось 
макроскопическими наблюдениями и практическими 
аспектами применения в текстильном производстве. 
Представления о его природе носили описательный ха-
рактер и не опирались на данные химического анализа. 

Несмотря на то, что уже в XVIII веке предпринимались 
попытки различать волокна животного и растительного 
происхождения, чёткое понимание химической природы 
шёлка отсутствовало.

Формирование научных представлений о белковой 
природе шёлка стало возможным в первой половине 
XIX века на фоне становления органической химии и 
развития методов элементного анализа. Существенный 
вклад в классификацию органических веществ внёс 
Й.Я.  Берцелиус, который в 1838 году ввёл термин 
«белки» (Proteine) для обозначения группы азотсодер-
жащих веществ животного происхождения. В работах 
Ю. Либиха и его школы в 1830–1840-х годах было 
показано, что такие материалы, как шерсть, шёлк и 
коллаген, обладают сходным элементным составом и 
при кислотном гидролизе дают близкие продукты рас-
пада, отличающиеся от продуктов гидролиза целлюлозы 
[14, 31]. По результатам этих работ шёлк был отнесён к 
группе «протеиновых» веществ.

Во второй половине XIX века развитие свето-
вой микроскопии и морфологических методов анализа 
способствовало формированию первых представлений 
о структуре шёлкового волокна. В работах К. Неге-
ли и других исследователей волокнистых материалов 
1860–1880-х годов шёлк описывался как система тонких 
ориентированных нитей, что связывалось с его высокой 
прочностью и упругостью [34, 35]. В этот период воз-
никли первые гипотезы о том, что механические свойства 
шёлка обусловлены внутренней упорядоченностью бел-
кового вещества, хотя молекулярная организация белков 
ещё оставалась неизвестной.

Ключевым этапом в изучении химического состава 
шёлка стало начало XX века, когда развитие аналити-
ческой химии и биохимии позволило перейти от общей 
классификации к анализу индивидуальных компонентов. 
В 1905–1907 годах были опубликованы работы, в кото-
рых показано, что шёлковое волокно состоит из двух ос-
новных белков – фиброина и серицина, различающихся 
по растворимости и функциональной роли [9, 10]. Было 
установлено, что фиброин формирует структурное ядро 
волокна и определяет его механические свойства, тогда 
как серицин образует аморфную оболочку, играющую 
вспомогательную роль при формировании кокона туто-
вого шелкопряда. 

Дальнейшее развитие представлений о структуре 
шёлка связано с применением физико-химических ме-
тодов исследования в первой половине XX века. Суще-
ственный вклад внёс У.Т. Астбери, который в 1930-е 
годы использовал рентгеноструктурный анализ для 
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изучения волокнистых белков [41]. В его работах было 
показано, что фиброин обладает частично кристалличе-
ской структурой, характеризующейся высокой степенью 
ориентации полипептидных цепей, что напрямую связано 
с механической прочностью шёлка. Эти исследования 
стали первыми экспериментальными доказательствами 
связи молекулярной организации белков шёлка с их ма-
кроскопическими свойствами.

3.	 Экспериментальные исследования и станов-
ление научных основ медицинского применения шёлка

3.1.	 Развитие экспериментальной медицины и 
материаловедения в XIX веке

XIX век стал переломным этапом не только для 
экспериментальной медицины в целом, но и для практи-
ческого внедрения натурального шёлка в хирургическую 
практику. Переход от эмпирических, основанных на тра-
диции, методов к научно обоснованным подходам сопро-
вождался внедрением анестезии (с середины 1840-х гг.) 
и антисептики (открытой Джозефом Листером в 1867 
году), что резко снизило послеоперационную летальность 
и позволило хирургам уделять больше внимания выбору и 
качеству шовных материалов. Именно в это время шёлк 
как шовный материал, обладающий высокой прочностью 
и эластичностью, получил широкое распространение при 
закрытии ран и фиксировании тканей, поскольку он вы-
держивал натяжение, хорошо завязывался и мог быть 
стерилизован без существенной потери механических 
свойств [20].

Шёлковые нити использовались в хирургии ещё до 
XIX века, однако именно в этот период их применение 
стало регулярным и подкреплённым систематическими 
наблюдениями. С внедрением антисептических методов 
требования к шовным материалам значительно воз-
росли: они должны были выдерживать стерилизацию, 
не способствовать развитию инфекции и обеспечивать 
плотное сопоставление краёв раны. Шёлк оказался одним 
из немногих натуральных материалов, удовлетворявших 
этим условиям, что способствовало его промышленному 
производству, стандартизации и систематическому из-
учению механических свойств [13].

К концу XIX века промышленность медицинских 
изделий уже включала в себя производство стерильных 
шёлковых нитей, что стало возможным благодаря раз-
витию текстильной и химической промышленности и 
росту спроса на качественные хирургические материалы. 
Компании начали предлагать шёлковые шовные матери-
алы стандартизированной длины, толщины и плетения.

Помимо шовного материала, шёлк применялся и в 
качестве основы для перевязочных средств. Шёлковые 

ткани использовались для изготовления повязок, предна-
значенных для защиты раневой поверхности и снижения 
внешнего механического воздействия. В клинической 
практике отмечалась их высокая комфортность для 
пациента и относительная устойчивость к загрязнению.

Однако по мере накопления клинического опыта 
становились очевидны и ограничения применения шёлка. 
Было показано, что нерассасывающиеся шёлковые нити 
могут сохраняться в тканях в течение длительного време-
ни, вызывая хроническое воспаление или формирование 
гранулём. Эти наблюдения стимулировали дальнейшие 
исследования, направленные на поиск способов моди-
фикации шёлковых материалов и разработку альтерна-
тивных шовных средств.

3.2.	Изучение биосовместимости и механических 
свойств шёлковых материалов

Во второй половине XIX века внимание хирургов 
и исследователей к шовным материалам стало более 
системным, и это коснулось также изучения взаимо-
действия шёлковых нитей с биологическими тканями. 
Хотя термин «биосовместимость» в современном смысле 
появился гораздо позже – только в XX веке в связи с 
развитием материаловедения и трансплантологии – уже 
тогда наблюдения за реакцией организма на импланти-
рованные шёлковые нити и ткани фиксировались в ходе 
клинической практики и экспериментальных наблюдений. 

Ранние исследования механических свойств шёлка 
показали, что волокна обладают высокой прочностью 
на разрыв и эластичностью, что позволяло шёлковым 
нитям устойчиво фиксировать края хирургических раз-
резов даже в условиях влажной среды тела, выдерживая 
физиологические нагрузки, действующие в области раны. 
Вместе с тем возникали замечания о влиянии серицино-
вой оболочки, остатки которой могли усиливать местные 
реакции тканей; эти наблюдения позднее стимулировали 
разработку методов предварительной очистки волокон 
(уменьшения содержания серицина) для улучшения 
переносимости шёлка организмом [27].

Механические испытания, проводившиеся в лабо-
раториях и на моделях тканей, позволили количественно 
оценивать прочность шёлковых нитей на разрыв, их 
способность к деформации и сопротивление изгибу, что 
подтвердило их пригодность для использования в тех 
случаях, когда сочетание прочности и гибкости было 
критическим для успешного хирургического исхода. Воз-
можность стерилизации и относительной стабильности 
свойств после обработки также сыграли важную роль 
в признании шёлковых материалов одним из наиболее 
ценных шовных материалов [12, 24].
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Пионерские экспериментальные работы второй 
половины XX века заложили основу для понимания 
механизмов биодеградации шёлка в биологических сре-
дах и факторов, влияющих на скорость его разрушения. 
Было показано, что биодеградация шёлковых материалов 
связана с их структурой и степенью кристалличности 
-листов фиброина, что напрямую влияет на прочность, 
стойкость к воздействию ферментов и продолжитель-
ность сохранения физико-механических свойств после 
имплантации [44]. Эти результаты позволили более 
осознанно выбирать шёлковые материалы в зависимости 
от клинической задачи и предполагаемой длительности 
их нахождения в организме, что особенно важно при раз-
работке имплантируемых устройств, рассасывающихся 
швов и конструкций для регенеративной медицины.

4.	 Основные направления исследований шёлка 
в медицине в XX – начале XXI века

Во второй половине XX века натуральный шёлк 
окончательно утвердился как перспективный биомате-
риал. Традиционное использование шёлка в качестве 
хирургического шовного материала стало лишь отправной 
точкой для научных исследований, направленных на изу-
чение его структуры, биосовместимости, контролируемой 
деградации и функциональных возможностей. Одним 
из ключевых этапов этих исследований стало появление 
работ, посвящённых фиброину шёлка как основному 
структурному белку, определяющему механические и 
биологические свойства материала [12].

Формирование концепции шёлка как биоматериа-
ла было связано с осознанием его уникального сочетания 
свойств – высокой прочности, эластичности, биосов-
местимости и возможности контролируемой биодегра-
дации. Отмечено, что фиброин обладает превосходной 
механической прочностью и может быть обработан в 
различные формы (гидрогели, плёнки, матрицы, нити), 
которые демонстрируют способность поддерживать 
адгезию, рост и дифференцировку клеток – ключевые 
требования для материалов, используемых в тканевой 
инженерии [4]. 

Одним из значимых достижений стало признание 
того, что шёлковые материалы не только механически 
совместимы с тканями (обладают высокой прочностью 
и гибкостью), но и способны служить основой для ре-
генеративных процессов – каркасом для роста клеток и 
формирования внеклеточной матрицы [28]. Благодаря 
своей биосовместимости, контролируемой деградации и 
возможности формирования разнообразных трёхмерных 
структур, шёлк стал одним из наиболее изучаемых при-
родных биополимеров для таких целей.

Экспериментальные работы показывают, что 
шёлковые матрицы на основе фиброина способны под-
держивать адгезию, пролиферацию и дифференцировку 
различных типов клеток, включая мезенхимальные 
стволовые клетки, фибробласты, остеобласты и хондро-
циты, что делает их перспективными для регенерации 
разнообразных тканей [26, 32, 42]. 

Появление технологий получения растворов фи-
броина, позволяющих создавать гидрогели, пористые 
скаффолды, плёнки и электроспиннинговые матрицы, 
существенно расширило спектр возможных применений 
шёлка: от носителей лекарств и биологически активных 
молекул до основ мультифункциональных конструкций 
для регенерации костей, хрящей и сосудов [5, 30, 36, 45].

Сочетание шёлка с другими биополимерами, та-
кими как коллаген или желатин, позволяет создавать 
трёхмерные каркасы с улучшенными свойствами для 
адгезии и роста клеток. Такие конструкции стимулируют 
пролиферацию клеток и способствуют формированию 
внеклеточного матрикса (ECM), необходимого для 
восстановления хрящевой ткани [15]. Аналогично, 
использование 3D-печати и модификация шёлковых 
матриц с факторами роста стимулируют пролиферацию 
и миграцию эпителиальных клеток, способствуя защите 
и восстановлению кожи [46].

В современной хирургической практике натураль-
ный шёлк продолжает использоваться как медицинский 
материал, хотя его роль по сравнению с предыдущими 
историческими периодами заметно изменилась. В на-
стоящее время шёлковые нити относятся к категории 
нераcсасывающихся многоволоконных шовных материа-
лов и применяются значительно реже, чем синтетические 
аналоги [18]. Тем не менее шёлк сохраняет ограниченное, 
но устойчивое применение в ряде клинических ситуаций, 
где его физические свойства остаются востребованными. 
Так, шёлк по-прежнему используется в сосудистой хи-
рургии, главным образом в качестве лигатурного матери-
ала. Его высокая прочность и устойчивость к растяжению 
позволяют эффективно фиксировать сосуды и мягкие 
ткани в условиях значительных механических нагрузок.

Современные исследования медицинского при-
менения шёлка продолжают развиваться в русле 
междисциплинарного подхода, объединяя достижения 
материаловедения, биохимии, клеточной биологии и 
инженерии тканей. Шёлк рассматривается не только 
как традиционный шовный материал, но и как много-
функциональный биоматериал, способный обеспечивать 
механическую поддержку, биосовместимость и контро-
лируемую деградацию в организме [47, 48].
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Перспективным направлением также является 
модификация поверхности и структуры шёлковых ма-
териалов на молекулярном уровне. Изменение степени 
кристалличности фиброина, обработка ультразвуком, 
использование химических и ферментативных методов 
позволяет регулировать скорость деградации, механи-
ческую прочность и клеточные ответы [23, 25]. Это 
открывает возможность разработки функциональных 
медицинских изделий с заранее заданными свойствами, 
адаптированными к конкретной клинической задаче.

Заключение

Проведённый анализ показал, что эволюция на-
учных представлений о натуральном шёлке и его меди-
цинском применении носила поэтапный и закономерный 
характер, отражающий общее развитие естественных наук, 
медицины и материаловедения. На ранних исторических 
этапах шёлк использовался в лечебной практике преиму-
щественно эмпирически, на основе практических наблю-
дений и традиционного опыта, без понимания его природы 
и механизмов взаимодействия с тканями организма. Тем 
не менее именно эти ранние формы применения заложили 
фундамент для последующего научного осмысления меди-
цинского потенциала данного материала.

В ходе исследования было показано, что формиро-
вание научных представлений о шёлке началось с разви-
тием экспериментального подхода в XVII–XVIII веках 
и получило дальнейшее развитие в XIX веке в контексте 
становления биологии и химии. Установление белковой 
природы шёлка, открытие его структурных компонентов 
и изучение физико-механических характеристик стали 
ключевыми этапами в переходе от описательных к экспе-
риментально обоснованным моделям его использования. 
Экспериментальные исследования XIX–XX веков по-
зволили систематизировать данные о биосовместимости 
шёлка, определить преимущества и ограничения его при-
менения в хирургии и заложить основы стандартизации 
медицинских материалов.

Общие тенденции эволюции научных представ-
лений о медицинском применении шёлка заключаются 
в постепенном смещении акцента от утилитарного ис-
пользования к целенаправленному конструированию 
материалов с заданными свойствами. Шёлк перестал рас-
сматриваться исключительно как традиционный шовный 
материал и был переосмыслен как многофункциональный 
биоматериал, свойства которого могут быть модифици-
рованы и адаптированы под конкретные медицинские 
задачи. Современные исследования характеризуются 

междисциплинарным подходом, объединяющим до-
стижения биохимии, физики, медицины и инженерных 
наук, что позволило существенно расширить спектр по-
тенциальных клинических применений шёлка.
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DEVELOPMENT OF THE MEDICAL APPLICATION OF NATURAL SILK: 
FROM TRADITIONAL PRACTICES TO MODERN CLINICAL USE

E.I. PODBOLOTOVA, I.I. AGAPOV

Academician V.I. Shumakov Federal Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Ministry of Health  
of the Russian Federation, Moscow, Russia

Natural silk has played a significant role in medical practice for centuries and represents one of the earliest biomaterials employed 
by humans. This review traces the evolution of perspectives on the medical application of silk, from its empirical use in ancient and 
medieval therapeutic practices to the scientifically grounded approaches developed from the 19th to the 21st centuries. Particular attention 
is given to the advancement of knowledge regarding the nature and properties of silk, including the elucidation of its protein structure, 
as well as the development of experimental studies aimed at assessing the biocompatibility and mechanical characteristics of silk-based 
materials. The review examines the main directions of medical use of natural silk across different historical periods. It demonstrates that, 
in contemporary clinical practice, the role of silk has undergone substantial transformation: although applied less frequently than synthetic 
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alternatives, it continues to be used in situations where its unique physical properties remain advantageous. This analysis highlights 
the importance of historical experience in shaping modern strategies for the design and evaluation of medical materials, illustrating the 
continuity between traditional practices and current research in biomaterials science.
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НУКЛЕОТИДНЫЕ ЗАМЕНЫ В ГЕНЕ ЛАКТОФЕРРИНА  
И ИХ ХАРАКТЕРИСТИКИ

А. ДИАБАТЕ*, С.Н. МАРЗАНОВА, В.А. ЖУЧКОВ

ФГБОУ ВО «Московская государственная академия ветеринарной медицины и биотехнологии –  
МВА имени К.И. Скрябина», г. Москва

В данной статье представлен аналитический обзор нуклеотидных замен в гене лактоферрина (LTF) крупного рогатого 
скота и их характеристик. Для изучения полиморфизма в гене LTF, в исследованиях использовались различные методы, такие 
как секвенирование по Сэнгеру, анализ кривой плавления, секвенирование нового поколения (NGS), полиморфизм длин ре-
стрикционных фрагментов (ПДРФ) и аллель-специфическая ПЦР. В результате проведённых исследований были выявлены 
различные типы замен, включая однонуклеотидные полиморфизмы (SNP), инсерции, делеции, а также миссенс- и нонсенс-
мутации. Обнаруженные полиморфизмы локализованы в экзонах, интронах и промоторных областях гена LTF. Кроме того, 
опубликованы данные о частотах конкретных аллелей и генотипов, а также подтверждено влияние выявленных замен на структуру 
белка, антимикробную активность и уровень экспрессии в молоке коров различных пород крупного рогатого скота. Проведённый 
анализ научной литературы позволил выявить взаимосвязь некоторых мутаций в гене LTF с хозяйственно-полезными характери-
стиками крупного рогатого скота, а именно: молочной продуктивностью, качеством производимого молока и резистентностью к 
некоторым инфекционным заболеваниям. Полученные данные позволяют рассматривать лактоферрин в качестве потенциального 
селекционного маркера для формирования более здорового и продуктивного поголовья. Также в исследовании были рассмотрены 
возможные пути улучшения селекционных программ путём внедрения в них генетических исследований.

Ключевые слова: лактоферрин; ген LTF; нуклеотидные замены; SNPs; крупный рогатый скот; генетическая селекция; 
антимикробная активность; секвенирование ДНК; молочная продуктивность.
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Введение

Лактоферрин (ЛФ) представляет собой гликопро-
теин, впервые обнаруженный в коровьем молоке в 1939 
году благодаря своему красному цвету, обусловленному 
связыванию ионов железа [4, 28]. К 1960 году ЛФ был 
выделен из молока человека и коровы, а впоследствии 
идентифицирован в молоке различных млекопитающих, 
включая морских свинок, овец, коз, свиней, лошадей, 
мышей и собак [15]. В норме концентрация лактоферрина 
в сыворотке крови относительно низкая, около 1000 нг/
мл. Однако она увеличивается в ответ на дегрануляцию 
нейтрофилов при воспалительном процессе [6, 7, 11].

Кроме молока, ЛФ присутствует в экзокринных 
секретах организма, таких как слюна, слезы, бронхиальный 
секрет, желудочно-кишечный сок, желчь, моча, семенная 
жидкость и слизь шейки матки, а также в нейтрофильных 

гранулоцитах человека и морской свинки, где он локали-
зован во вторичных гранулах [15, 16, 22, 23]. Молеку-
лярная масса ЛФ из различных источников составляет 
80–84 кДа, у крупного рогатого скота она составляет ~80 
кДа [10, 16]. Антибактериальная активность ЛФ реали-
зуется через лишение микроорганизмов железа, а также 
путем прямого бактерицидного действия на патогены, 
такие как Streptococcus mutans и Pseudomonas aeruginosa, 
в результате нарушения целостности их мембран [17].

Ген лактоферрина (LTF) крупного рогатого ско-
та, кодирующий этот поливалентный белок, подвержен 
возникновению нуклеотидных замен, которые могут 
изменять его структуру и функции. К таким заменам, 
или точечным мутациям, относятся: миссенс-мутации, 
которые приводят к замене одной аминокислоты на дру-
гую и могут вызывать патологии, сходные с гемоглоби-
нопатиями; нонсенс-мутации – приводят к образованию 
стоп-кодонов, прерывающих трансляцию и приводящих 
к образованию нестабильных мРНК или укороченных 
вариантов белков [18].

Нуклеотидные замены составляют примерно 
70% мутаций. Их можно разделить на две основные 
категории: 1. Транзиции – подразумевают замену пи-
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римидинового основания (цитозина или тимина) другим 
основанием того же типа или пуринового основания 
(аденина или гуанина) другим пуриновым основанием. 
2.Трансверсии – подразумевают замену пуринового ос-
нования пиримидиновым и наоборот. Эти замены могут 
быть вызваны мутагенными агентами окружающей сре-
ды, такими как химические вещества или радиация. Они 
также могут быть результатом внутренних метаболиче-
ских процессов или спонтанных ошибок, возникающих 
во время репликации ДНК, которые не исправляются 
механизмами репарации ДНК [18].

Дополнительно ЛФ играет роль в противоопухо-
левой активности, стимулируя апоптоз раковых клеток и 
ингибируя ангиогенез, что подтверждено в исследованиях 
на моделях рака молочной железы и кишечника [20, 
27]. В ветеринарии ЛФ используется как биомаркер 
здоровья вымени, где повышенный уровень указывает на 
субклинический мастит [21, 29]. Полиморфизмы LTF 
могут модулировать биологические и физиологические 
эффекты лактоферрина, включая противоопухолевую 
активность, антимикробные свойства, биомаркерную 
роль в ветеринарии, влияние на гликозилирование белка 
и взаимодействие с рецепторами клеток [17].

Материалы и методы

Для проведения исследования нуклеотидных 
замен в гене бычьего лактоферрина был выполнен 
систематический поиск и анализ научной литературы, 
посвященной структуре, вариабельности и функциональ-
ным характеристикам этого белка у крупного рогатого 
скота. Поиск литературы осуществлялся с использова-
нием нескольких международных научных баз данных, 
включая Researchgate, Web of Science, ScienceDirect, 
PubMed, Scopus, CyberLeninka и Google Scholar. Такой 
комплексный подход позволил охватить широкий спектр 
публикаций, включая как классические, так и современ-
ные исследования.

В процессе поиска использовали ключевые слова 
и их комбинации на русском и английском языках, среди 
которых: «лактоферрин», «бычий лактоферрин», «ген 
лактоферрина», «нуклеотидные замены», «полиморфиз-
мы», «молоко крупного рогатого скота», «генетическая 
вариабельность», «функциональные мутации» и другие 
релевантные термины. Для повышения точности поиска 
применялись фильтры по дате публикации, языку статьи 
(предпочтение отдавалось публикациям на русском и 
английском языках), а также типу исследования (экс-
периментальные и обзорные статьи).

В ходе отбора материалов основной акцент был 
сделан на публикациях, содержащих данные о нукле-
отидных заменах и их функциональной характеристике 
именно в гене лактоферрина крупного рогатого скота. В 
результате была сформирована основа из 34 ключевых 
научных статей, которые подробно рассматривали моле-
кулярно-генетические аспекты, методы идентификации 
мутаций, а также их влияние на структуру и биологиче-
скую активность белка.

Анализ выбранных публикаций включал изучение 
методов секвенирования генов, описанных в статьях, 
таких как полимеразная цепная реакция (ПЦР) с по-
следующим секвенированием, методы рестрикционного 
фрагментного анализа (ПДРФ), а также современные 
подходы, включая высокопроизводительное секвениро-
вание (NGS). Особое внимание уделялось описанию 
типов нуклеотидных замен – транзиции, трансверсии, 
миссенс- и нонсенс-мутации, а также их локализации в 
кодирующих и регуляторных областях гена [8, 18].

Для оценки функциональных характеристик вы-
явленных мутаций использовались данные биоинфор-
матического анализа, приведенные в исходных статьях, 
включая предсказание влияния аминокислотных замен на 
структуру и стабильность белка, а также возможное воз-
действие на связывание ионов металлов и антимикробную 
активность лактоферрина.

Дополнительно, в рамках расширенного анализа, 
были рассмотрены ассоциации полиморфизмов LTF 
с фенотипическими признаками, такими как молочная 
продуктивность, устойчивость к маститу и качественные 
показатели молока (например, содержание соматических 
клеток (Somatic Cell Count, SCC) [1, 8, 28, 31]. Это 
включало статистическую обработку частот аллелей и 
генотипов в различных породах крупного рогатого скота, 
таких как голштинская, деони и буйволы, с использова-
нием методов, описанных в литературе, для выявления 
значимых корреляций (r>0,4) [31, 33]. Анализ также 
затрагивал потенциал полиморфизмов как селекционных 
маркеров в геномной селекции, подчеркивая интеграцию 
данных с другими генами, такими как MBL1 (манноза
связывающий лектин 1) и TLR-9 (толл-подобный ре-
цептор 9) [2]. Методология обеспечивала объективность 
путем исключения источников без эмпирических данных 
и фокуса на репрезентативных выборках [19].

Нуклеотидные замены и их характеристики. 
Ген лактоферрина у крупного рогатого скота (Bos taurus) 
локализован на хромосоме 22 (BTA22) в позиции 22q13. 
Он относится к семейству генов трансферринов и играет 
ключевую роль в иммунной защите и молочной продук-
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тивности [26, 28, 31]. Анализ ассоциаций лактоферрина 
с использованием базы данных STRING выявил развёр-
нутую функциональную сеть взаимодействий (рисунок 1).

Рис. 1. Сеть взаимодействия лактоферрина с другими 
белками у Bos taurus

По полученным результатам можно сделать вывод, 
что ЛФ тесно связан с комплексом молочных белков, 
белками системы транспорта ионов металлов и компо-
нентами врождённого иммунитета. Наиболее сильные 
взаимосвязи наблюдаются с альфа-лактальбумином 
(LALBA, score 0.998) и бета-лактоглобулином (PAEP, 
score 0,998), что отражает их коэкспрессию в молочной 
железе и совместную роль в формировании питательного 
состава молока; сывороточным альбумином (ALB, score 
0,995), выступающим универсальным транспортёром 
ионов Ca²+, Zn²+ и жирных кислот; лактопероксидазой 
(LPO, score 0,970), генерирующей гипотиоциани-
стую кислоту для антибактериальной защиты против 
E. coli, P. aeruginosa и др.; миелопероксидазой (MPO, 
score 0,948); казеином (CSN2, score 0,894) с анти-
оксидантными свойствами; рецептором трансферрина 
(TFRC, score 0,880); толл-подобным рецептором 4 

(TLR4, score 0,871, опосредованно через ALB 0,829) 
для распознавания липополисахаридов и активации  
NF-B; кластерином (CLU, score 0,870) как шаперо-
ном, предотвращающим агрегацию белков. 

Полученная сеть взаимосвязей подтверждает 
многофункциональную роль лактоферрина в поддержа-
нии уровня железа в организме, антимикробной защите 
и иммуномодуляции молока.

Геномная структура гена LTF имеет длину около 
35 т.п.н. Промоторная область содержит регуляторные 
последовательности, включая сайты связывания транс-
крипционных факторов, такие как NF-B и STAT, кото-
рые регулируют экспрессию гена в ответ на воспаление и 
инфекции [28, 32]. Экзоны представлены 17 участками, 
разделенных интронами, и кодируют полипептидную 
цепь белка лактоферрина (рисунок 2). Полная амино-
кислотная последовательность белка представлена 708 
аминокислотами общей молекулярной массой 78  кДа.  
С 1 по 19 аминокислоты (экзон 1) локализован сигналь-
ный пептид, с 20 по 708 – основная белковая цепь. Ста-
билизирующие дисульфидные связи образуются между 
аминокислотами 28-64, 38-55 и 134-217. Экзоны 2-16 
образуют основную часть белка, включая N-концевой 
участок в экзонах 2–8 (аминокислоты 20-333) и 
C-концевой участок в экзонах 9-16 (аминокислоты 334-
689). Экзон 17 включает 3'-нетранслируемую область 
(UTR). Интроны (16 участков) удаляются в процессе 
сплайсинга мРНК. Их длина варьируется от нескольких 
сотен до нескольких тысяч нуклеотидов, и они содержат 
регуляторные элементы, такие как энхансеры. Кодиру-
ющая последовательность гена LTF имеет общую длину 
2070 нуклеотидов, кодирующих белок из 689 аминокис-
лот. Структура белка включает два гомологичных домена 
– N- и C-концевой участки, каждый из которых имеет 
два субдомена для связывания ионов металлов, таких как 
Fe³+ или Zn²+ [16, 24].

Рис. 2. Аминокислотная последовательность бычьего лактоферрина  
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P24627/entry#sequences)

А. Диабате и др., с. 115–126
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Представленная трёхмерная структура лактофер-
рина крупного рогатого скота была определена методом 
рентгеноструктурного анализа с целью изучения факто-
ров, влияющих на связывание и высвобождение железа 
трансферринами (рисунок 3). 

Рис. 3. Трёхмерная структура лактоферрина 
(https://www.rcsb.org/structure/1BLF)

Модель, уточнённая при разрешении 2,8 Å, вы-
явила сходное с человеческим лактоферрином свора-
чивание, но отличия в степени закрытия доменов и их 
ориентации, что связано с вариациями в междоменных 
интерфейсах и упаковке гидрофобных участков. Эти из-
менения, вероятно, обусловливают более низкое сродство 

ЛФ к железу и поддерживают гипотезу о роли «дилизи-
нового триггера» в механизме высвобождения железа, а 
гликановая цепь при аспарагине в положении 545 может 
участвовать в регуляции взаимодействий доменов и вы-
свобождения металла.

Нуклеотидные замены в гене лактоферрина пред-
ставляют собой различные типы генетических вариаций, 
которые могут влиять на структуру и функции белка. 
Одним из наиболее распространенных типов являются 
однонуклеотидные полиморфизмы (SNPs), которые 
характеризуются заменой одного нуклеотида на другой в 
последовательности ДНК. В гене LTF у крупного рога-
того скота SNPs встречаются по всему геному (рисунок 
4), включая промоторные области, экзоны и интроны, и 
часто ассоциированы с изменениями в экспрессии гена и 
свойствах белка, такими как антимикробная активность и 
уровень лактоферрина в молоке [18]. Например, мутации 
в экзонах 4 и 7 ассоциированы с изменениями в доменах 
связывания металлов [8, 13].

На верхней полосе отображена шкала положения 
аминокислот. Места полиморфизмов отмечены синими 
точками в положении, соответствующему положению 
аминокислоты в белковой цепи относительно верхней 
шкалы. В левом и правом столбцах указаны амино-
кислоты в сокращенном однобуквенном обозначении. 
В базе данных UniProt представлены сведения о 166 
возможных вариантах белка лактоферрина.

Рис. 4. Возможные места возникновения полиморфизмов в структуре лактоферрина, описанные в базе данных 
UniProt (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P24627/variant-viewer)

Другим типом нуклеотидных замен являются ин-
серции и делеции, которые представляют собой вставки 
или выпадения небольших участков ДНК, обычно от 
одного до нескольких нуклеотидов. В гене LTF делеции у 
крупного рогатого скота наблюдаются преимущественно 
в некодирующих областях, таких как интроны, и могут 
приводить к сдвигам рамки считывания. Инсерции и 

делеции в кодирующих регионах могут потенциально 
влиять на структуру и функциональные свойства белка 
лактоферрина [18].

Также, у крупного рогатого скота могут встре-
чаться более сложные типы мутаций, например, крупные 
делеции или множественные замены. Такие изменения 
в геноме наблюдаются с низкой частотой и требуют 
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более точных инструментов генетического тестирования 
(различные методы NGS) для их идентификации и 
дальнейшего изучения [18]. Данные варианты мутаций, 
влекущие существенные изменения в генетической струк-
туре, могут быть результатом эволюционного процесса 
или сильного влияния внешних факторов.

Нуклеотидные замены, возникающие в некоди-
рующих областях (промотор или интроны), также могут 
влиять на функциональную активность гена, а именно 
на регуляцию его экспрессии. Мутации в промоторе 
могут повлечь за собой изменения сайтов связывания 
транскрипционных факторов, что сказывается на уровне 
транскрипции LTF в условиях воспаления или инфекции. 
Полиморфизмы в интронных областях влияют на про-
цесс сплайсинга мРНК, что оказывает непосредственное 
влияние на стабильность образуемого продукта. Таким 
образом, мутации в некодирующих областях могут при-
водить к изменению уровня экспрессии лактоферрина в 
организме. Возникновение таких нуклеотидных замен 
связывают с адаптацией животных к различным усло-
виям окружающей среды [30].

Варианты однонуклеотидных полиморфизмов 
составляют примерно 70% мутаций и включают тран-
зиции, связанные с заменой одного пиримидинового ос-
нования другим того же типа (цитозином или тимином), 
Пример: A  G, C  T и трансверсии, связанные с 
заменой пуринового основания пиримидиновым и на-
оборот, Пример: А  С, А  Т [3, 14]. Эти замены 
являются результатом действий различных мутагенов 
окружающей среды, таких как химические вещества 
или радиация. Не исключаются сбои внутренних 
метаболических процессов или спонтанных ошибок, 
возникающих во время репликации ДНК, которые не 
исправляются механизмами репарации ДНК. Инсер-
ции и делеции (примерно 25% мутаций) чаще встре-
чаются в интронах, вызывая нарушения сплайсинга. 
Делеции обозначаются суффиксом «del», за которым 
следуют позиции первого и последнего удалённых 
нуклеотидов и тип удалённых оснований. Инсерции 
же обозначаются суффиксом «ins», перед которыми 
указываются позиции нуклеотидов, окружающих до-
бавленные основания. Также можно указать либо тип 
вставленных оснований, либо просто их количество. 
Например, c.6700_6715delATTAGCAAACGAGT 
обозначает делецию нуклеотидов с позиции 6700 
по 6715 в кодирующей последовательности (CDS) 
гена NF1. Аналогично, c.2033_2034insT обозначает 
вставку тимина между нуклеотидами 2033 и 2034 ко-
дирующей последовательности того же гена [18]. Для 

обнаружения более сложных и редких видов мутаций, 
например, крупных делеций, требуется применение 
методов NGS [3].

Синонимичные мутации возникают, когда кодон, 
кодирующий аминокислоту, заменяется другим кодоном, 
кодирующим ту же аминокислоту. Эти мутации, часто 
называемые «молчащими» мутациями, не влияют на 
кодирующую функцию гена, поскольку белковый про-
дукт остаётся идентичным немутированному гену [12]. 
Миссенс-мутации возникают при замене нуклеотида, 
приводящей к изменению кодируемой аминокислоты. 
Эти мутации также известны как несинонимичные му-
тации [12]. Носсен-мутации возникают при образовании 
стоп-кодона в последовательности, что приводит к об-
разованию укороченного белка, который может потерять 
свою нормальную функцию [12].

Методы выявления нуклеотидных замен в гене 
лактоферрина крупного рогатого скота включают раз-
личные молекулярно-биологические подходы. Одним 
из классических методов является ПЦР в сочетании с 
секвенированием ДНК, который представляет собой 
стандартный способ определения нуклеотидной последо-
вательности гена. Этот подход включает амплификацию 
целевых участков ДНК с помощью полимеразной цепной 
реакции, за которой следует анализ последовательности 
методом секвенирования, что позволяет точно выявлять 
замены в гене LTF у крупного рогатого скота [5].

Высокопроизводительное секвенирование пред-
ставляет собой современные методы массового парал-
лельного секвенирования, которые обеспечивают анализ 
большого количества образцов одновременно. NGS по-
зволяет детально исследовать весь геном или конкретные 
регионы, с высокой точностью и глубиной покрытия, что 
делает его идеальным для выявления редких нуклеотид-
ных замен и комплексных вариаций в популяциях крупно-
го рогатого скота. Кроме того, применение методов NGS 
позволяет значительно быстрее проводить масштабные 
генетические исследования, а также значительно сни-
жает затраты при одновременной обработке большого 
количества исследуемых образцов [3, 9].

Кроме NGS применяются и другие, более про-
стые методы генотипирования. Одним из таких методов 
является ПДРФ-анализ (анализ полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов). Он основан на анализе 
фрагментов ДНК, полученных в результате фермента-
тивного гидролиза нуклеотидной цепи. В данном случае 
рассматриваются нуклеотидные замены, влияющие на 
сайт распознавания ферментом. Ещё одним, часто при-
меняемым методом, является аллель-специфическая 
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ПЦР, позволяющая избирательно амплифицировать 
конкретные участки генома. Зонды, используемые в 
данном методе, подбираются в соответствии с рассма-
триваемой нуклеотидной заменой, что позволяет точно 
идентифицировать мутацию, присутствующую в исследу-
емом образце. Широкие возможности и множественные 
методики генотипирования обеспечивают гибкость в 
процессе подбора условий эксперимента в зависимости 
от поставленных целей и финансовых ресурсов. В целом, 

выбор метода зависит от масштаба анализа, требуемой 
точности и количества образцов, что позволяет эффек-
тивно изучать генетический полиморфизм лактоферрина 
у крупного рогатого скота [9]. 

Анализ литературы позволил идентифициро-
вать несколько ключевых нуклеотидных замен в гене 
лактоферрина крупного рогатого скота, которые ха-
рактеризуются различными типами и локализациями 
в таблице 1.

Таблица 1
Сводные данные об известных полиморфизмах гена LTF у крупного рогатого скота

Тип Позиция* Нуклеотиды Референсная  
последовательность гена**

Метод опреде-
ления полимор-

физма

Породы Ссылка

SNP g.10628 C/T Bos taurus lactoferrin gene 
(Accession: NC_037349)

ПЦР-ПДРФ 
(EcoRI***)

Южно-анатолийская крас-
ная, Восточно-анатолий-

ская красная, голштинская, 
Польская черно-белая, 
Иранская голштинская

[2], [5], 
[8], [17], 
[28], [31]

SNP g.1351
g.1113
g.1214
g.1110
g.1051
g.1120
g.1127

G/A
A/G
C/T
A/G
A/G
C/T
C/T

lactoferrin gene  
(Accession: HG515533.1)

Секвенирование Анатолийские водяные 
буйволы

[20]

SNP -636
-472
-298
-292
-273
-253
-217
-209
-136
-61
-57
-19
+35

T/C
G/A
G/-
G/A
G/A
G/T
T/C
G/C
G/A
C/G
G/C
C/T
C/T

Bos taurus lactoferrin gene, 
exon 1 (Accession: L19985)

ПЦР-SSCP, 
секвенирование

Индийский буйволы [21]

SNP -945
-928
-28
+33
118
116

T/G
G/A
C/A
G/C
A/G
T/C

Bos taurus lactoferrin gene 
(Accession: AH000852)

ПЦР-SSCP, 
секвенирование

Не указано [33]

SNP +32 G/C Bos taurus lactoferrin gene 
(Accession: AH000852)

ПЦР-SSCP, 
ПДРФ

Польские коровы  
голштинско-фризской  

породы

[19]

SNP -2151
-2009
-1155
-929
-915

G/A
C/T
G/A
G/A
T/G

Не указано Не указано Не указано [26]
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-838
-765
-610
-599
-585
-478
-457
-190
-132
-131

C/-
C/T
G/T
G/A
C/T
G/-
C/T
G/A
T/C
T/C

SNP 5359
5366
5376
5442
5465
8455
8494
8499
10774
10777
16752
16755
16771
16818
16872
16900
17502
17577
17583
29525
29552
29573
31566
31649
31659
5481

10698
10711
16932
16941
16957
16965
16966
16981
16986
17630
17635
17686
17720

T/C
T/C
G/A
C/T
G/A
G/A
G/A
G/T
T/C
A/G
A/G
T/C
C/G
G/A
G/A
A/G
T/C
T/C
C/T
C/T
C/T
G/A
A/T
A/C
A/G
G/A
T/C
C/T
G/A
G/T
G/A
T/C
G/A
A/G
G/T
C/T
G/A
T/C
G/A

Bos taurus lactoferrin gene 
(Ensembl Ref Seq: 

ENSBTAG00000001292)

ПЦР-SSCP, 
ПДРФ

Зебу [26]

SNP 100
166
185
200
230

A/G
A/T
T/A
T/C
G/C

Bos taurus lactoferrin gene 
(Accession: KT159457)

Секвенирование Голштинская порода [9]
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239
251
254
272
273
275
296

A/G
T/G
A/C
A/C
T/C
T/A
A/G

Примечание: * – позиции нуклеотидных замен указаны согласно данным статей (g. – указание на геномную последова-
тельность, +/- – указание на промоторный регион или UTR); ** – указана нуклеотидная последовательность, на которую 
опирались авторы статьи при указании положения нуклеотидной замены в исследуемом гене; *** – фермент рестрикции, ис-
пользованный для ПДРФ

Согласно обобщенным данным из отобранных 
публикаций, наиболее часто встречающиеся мутации 
относятся к миссенс-типу, приводящим к замене ами-
нокислот в функционально значимых доменах белка. 
Например, мутация A>G в экзоне 4 приводит к замене 
аргинина на глицин в N-концевом участке лактоферри-
на, что влияет на связывание железа. Эта замена была 
описана в работах по секвенированию генов у различных 
пород крупного рогатого скота, включая голштинскую и 
черно-пеструю [18, 20].

Другая значимая мутация – C>T, локализованная 
в экзоне 7, вызывает трансверсию, приводящую к замене 
пролина на лейцин в C-концевом участке. Исследования 
показывают, что эта замена может снижать стабильность 
третичной структуры белка, что подтверждается данными 
молекулярного моделирования [18, 20]. Кроме того, были 
выявлены транзиции, такие как G>A, которые не приво-
дят к изменению аминокислотной последовательности, но 
могут влиять на сплайсинг мРНК, тем самым регулируя 
уровень экспрессии лактоферрина в молоке [18].

Влияние обнаруженных нуклеотидных замен на 
функциональные характеристики белка в разных работах 
оценивали при помощи биоинформатических инструмен-
тов (PolyPhen и SIFT), предсказывающих структуру 
белковых комплексов. Возникновение миссенс-мутаций в 
доменах, отвечающих за связывание ионов железа, было 
ассоциировано со снижением антимикробной активности 
на 15–30%, подтверждённой в in vitro экспериментах 
[29]. При некоторых мутациях наблюдалась корреляция 
с уровнем лактоферрина в молоке, что потенциально 
может влиять на изменение уровня устойчивости к 
инфекционным нагрузкам [28]. Результаты проведён-
ного анализа научной литературы позволили оценить 
значимость нуклеотидных замен в гене лактоферрина, 
что позволяет сформировать теоретическую основу для 
его дальнейшего изучения в качестве потенциального 
маркера для оценки здоровья и продуктивности крупного 
рогатого скота молочных пород. Несмотря на большое 

количество представленных литературных данных, не-
обходимо продолжать изучение влияния различных ва-
риантов лактоферрина на другие гены иммунного ответа.

Информация о нуклеотидных заменах в гене лакто-
феррина играет ключевую роль в селекции крупного ро-
гатого скота, позволяя улучшать хозяйственно-полезные 
признаки животных. Генетическая селекция на основе 
маркеров гена LTF включает использование генетических 
вариантов этого гена как индикаторов для отбора особей 
с желаемыми характеристиками, такими как повышенная 
устойчивость к инфекциям, улучшенная лактация или 
антимикробная активность молока. Поскольку лакто-
феррин участвует в иммунной защите и метаболизме, 
SNPs и другие замены в LTF могут ассоциироваться 
с признаками продуктивности, что делает их ценными 
маркерами для селекционных программ [25].

Интеграция LTF-полиморфизмов с данными по 
другим генам, таким как MBL1 и TLR-9, усиливает 
предсказательную мощность моделей, коррелируя с 
уровнем соматических клеток и устойчивостью к маститу 
[2]. В голштинской и деони породах частоты аллелей 
варьируют, влияя на селекционные стратегии [31]. Та-
ким образом, нуклеотидные замены в LTF не только 
раскрывают механизмы иммунитета, но и способствуют 
устойчивому развитию животноводства [28].

Заключение

Лактоферрин кодируется геном LTF, располо-
женным на хромосоме 22 у коров (Bos taurus). Этот ген 
состоит из 17 экзонов и 16 интронов, с общей длиной 
около 35 т.п.н. В гене лактоферрина выявлены различ-
ные нуклеотидные замены, включая однонуклеотидные 
полиморфизмы, которые могут влиять на экспрессию, 
структуру и функциональные свойства белка. Эти мута-
ции часто ассоциированы с устойчивостью к инфекциям, 
вызываемые, различные заболевания, например, мастит, 
и качеством молока [16, 24, 26, 28, 31].
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В контексте ветеринарной практики, такие нукле-
отидные замены могут быть использованы для селекции 
коров с повышенным уровнем лактоферрина в молоке, 
что полезно для производства функциональных про-
дуктов, включая добавки для иммунодефицитных собак 
(например, при демодекозе). Однако, влияние SNPs на 
производные пептиды, такие как лактоферрицин, требует 
дальнейших исследований. Для анализа этих полимор-
физмов применяют методы секвенирования, например, 
NGS или ПЦР с рестрикционным анализом [3, 5, 9].

Для дальнейших исследований предлагается углу-
бленное изучение молекулярных механизмов взаимодей-
ствия мутаций LTF с другими генами иммунного ответа, 
расширение выборок на большее количество пород и 
популяций крупного рогатого скота, а также примене-
ние биоинформатических подходов для моделирования 
эффектов на уровне протеома и транскриптома. Такие 
работы позволят оптимизировать селекционные про-
граммы и улучшить здоровье животных, принадлежащих 
к различным породам молочного скота. 
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NUCLEOTIDE SUBSTITUTIONS IN THE LACTOFERRIN GENE  
AND THEIR CHARACTERISTICS
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Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology – MVA named after K.I. Skryabin, Moscow

This article provides an analytical overview of potential nucleotide substitutions in the bovine lactoferrin (LTF) gene and their 
characteristics, based on a synthesis of the existing scientific literature. Previous studies have employed a range of methods, including 
Sanger PCR sequencing, melting curve analysis, next-generation sequencing (NGS), restriction fragment length polymorphism 
(RFLP), and allele-specific PCR, to investigate polymorphisms within the LTF gene. These studies identified various types of nucleotide 
substitutions, including single nucleotide polymorphisms (SNPs), insertions, deletions, as well as missense and nonsense mutations. 
The detected polymorphisms were localized in exonic, intronic, and promoter regions of the LTF gene. Additionally, published data 
on allele and genotype frequencies have confirmed the effects of these substitutions on protein structure, antimicrobial activity, and 
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expression levels in milk. The analysis of the scientific literature made it possible to identify associations between certain mutations in 
the LTF gene and economically important traits in cattle, namely milk productivity, the quality of produced milk, and resistance to 
certain infectious diseases. The obtained data suggest that lactoferrin can be considered a potential selection marker for the development 
of healthier and more productive livestock populations. In addition, the study examined possible ways to improve breeding programs 
through the integration of genetic research.
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