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Изучены иммунохимические, физические и биохимические свойства протективных антигенов Vi-
brio cholerae 569В Инаба, полученных на производственном и сконструированном биореакторах 
и с применением технологии их концентрирования тангенциальной ультрафильтрацией. Во 
всех препаратах было определено присутствие таких ферментов, как протеаза, твиназа и 
лизофосфолипаза. Проведенный дот-иммуноанализ показал на одинаковое содержание холерогена-
анатоксина и О-антигена в исследуемых образцах. Изучение специфических фракций с помощью 
хроматографических и электрофоретических методов продемонстрировали подобие их свойств. 
Таким образом, доказана возможность использования сконструированного биореактора и 
технологии концентрирования протективных антигенов V. cholerae 569В Инаба тангенциальной 
ультрафильтрацией в производственном процессе получения вакцины холерной химической 
бивалентной таблетированной.
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We evaluated immunochemical, physical and biochemical properties of Vibrio cholerae 569В INABA protective 
antigenes, derived on industrial and own-developed bioreactors as well as by technology of its concentration 
by tangential ultrafiltration. We detected protease, twinase and lysophospholipase in all samples. Also, dot-
immunoanalysis showed equal concentration of cholerogen-anatoxine and O-antigen in all samples too. Using 
chromatography and electrophoresis, we found their properties as similar. Thus, we suppose to be possible using 
developed bioreactor as well as technology of Vibrio cholerae 569В INABA protective antigens concentration 
by tangential concentration during a process of synthetic oral cholera vaccine production. 
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Нами было усовершенствовано производство 
вакцины холерной бивалентной химической табле-
тированной за счет внедрения в производственный 
процесс сконструированного биореактора и обо-
снована возможность использования процесса 
концентрирования протективных антигенов Vibrio 
cholerae 569В Инаба методом тангенциальной уль-
трафильтрации [1, 3, 4, 7].

Была изучена кинетика роста биомассы про-
изводственных штаммов холерных вибрионов и 
накопления О-антигенов (О-АГ) V. cholerae М-41 
серовара Огава и 569В серовара Инаба, а также 
холерогена V. сholerae 569В серовара Инаба [3]. 
Было показано, что кинетика роста биомассы и 
накопления О-АГ и холерного токсина значимо 
не отличается от аналогичных показателей в су-
ществующих производственных реакторах, при 
этом полученные полупродукты (О-АГ и холеро-
ген-анатоксин (ХА)) соответствуют нормируемым 
требованиям. В результате дальнейших исследо-
ваний было установлено, что культивирование 
производственных штаммов холерных вибрионов 
на разработанном биореакторе обеспечивает по-

лучение кондиционных нативных протективных 
антигенов, при этом изучение физиологических 
свойств производственных штаммов холерных ви-
брионов в ходе их глубинного культивирования на 
производственных и разработанном биореакторах 
показало их идентичность. Кроме того, исследова-
ние физико-химических и иммунобиологических 
свойств вакцины холерной химической бивалент-
ной таблетированной, полученной с использова-
нием разработанного биореактора, показало, что 
она соответствуют требованиям нормативной до-
кументации и не уступает по качеству препарату, 
производимому традиционным способом [1].

При этом свойства полученных компонентов 
вакцины изучались только в соответствии с по-
казателями, установленными нормативными до-
кументами на производство холерной вакцины. 
Поэтому значимый научно-практический интерес 
представляло более детальное исследование им-
мунохимических, физических и биохимических 
свойств протективных антигенов Vibrio cholerae 
569В Инаба, полученных на производственных и 
разработанном биореакторах и по усовершенство-

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Directory of Open Access Journals

https://core.ac.uk/display/200879291?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2012, ¹ 5 (87), Часть 1 

Экспериментальные исследования в биологии и медицине      285

ванной технологии, что и являлось целью данной 
работы.

методика

В качестве препарата сравнения использовали 
сухую специфическую фракцию, содержащую 
ХА и О-АГ холерного вибриона 569В серии 208, 
полученную в соответствии с производственным 
регламентом. Исследованиям подвергались две 
сухие специфические фракции, содержащую ХА 
и О-АГ холерного вибриона 569В: полученные на 
разработанном (препарат 1) и производственном 
(препарат 2) биореакторах. Другим отличием пре-
паратов 1 и 2 от полученных по регламентному 
способу являлось то, что безмикробный деток-
сицированный центрифугат, содержащий ХА и 
О-АГ холерного вибриона 569В (препарат 2), был 
подвергнут концентрированию тангенциальной 
ультрафильтрацией.

В исследовании использовали коммерческую 
сыворотку диагностическую холерную О1 адсор-
бированную сухую для реакции агглютинации 
производства РосНИПЧИ «Микроб» (серия 78) и 
ОСО стандартной антихолерогенной сыворотки, 
полученную иммунизацией кроликов очищенным 
от О-антигена энтеротоксином (серия 8).

Хроматографическое фракционирование 
осуществляли на системе для хроматографии Bio-
logic LP (Bio-Rad, США) с использованием колонки 
длиной 16 см с внутренним диаметром 2,0 см с 
TSK-гелем HW-65. Электрофоретический контроль 
выделенных фракций осуществляли на системе для 
электрофореза «Mini protean II» фирмы «Bio-Rad» 
(США). 

Для определения протеазной активности ис-
пользовали 10%-й молочный агар. Для нахождения 
фермента фосфолипазы А2 использовали специ-
альную среду с эмульсией яичного желтка. Для 
определения твиназной активности использовали 
следующую среду: 1,2 % агар Дифко, 0,01 М трис-
буфер (рН-7,5-7,6) с 0,14 М натрия хлористого, 
твин 40 (0,4 % по объему), 0,05 мл 1М раствора 
магния сульфата на 100 мл, натрия азид 0,02 %. 
При исследовании активности лизофосфолипазы 
использовали среду с эмульсией яичного желтка, 
предварительно обработанной коммерческой 
фосфолипазой А

2
 из пчелиного яда. Определе-

ние ферментов проводили путем использования 
специальных твердых агаровых сред по разрабо-
танным методам [2, 6]. Постановка всех реакций 
осуществлялась на агаровых пластинках и чашках 
Петри с рядом лунок. Чашки помещали в термо-
стат при температуре 37 °С и учет результатов 
проводили через 1 сут, окончательный – через 2 
сут. Наличие ферментов регистрировали в пробе, 
взятой в количестве 0,1 мл. Действие протеазы 
учитывали по ширине протеолиза вокруг лунки. 
О наличии фосфолипазы, лизофосфолипазы и 
твиназы судили по появлению зон помутнения 
вокруг лунки. 

Определение концентрации белка проводили 
в соответствии с методиками, изложенными в 

«Методических указаниях…» (МУК 4.1/4.2.588-96). 
Определение химического состава общеприняты-
ми методиками: суммарные углеводы – по Дюбуа, 
альдогептозы – по Osborn. Количество нуклеино-
вых кислот измеряли по методу, описанному А.С. 
Спириным [5]. Для определения общих липидов 
использовали био тест «Lachema».

Для изучения специфической активности 
препаратов in vitro использовали метод дот-
иммуноанализа с применением конъюгата спец-
ифических антител с коллоидным золотом. Для 
постановки дот-иммуноанализа исследуемые 
образцы (содержание белка 2 мг/мл) титровали в 
96-луночном планшете с деионизованной водой. 
Затем на нитроцеллюлозную мембрану «Millipore» 
(0,45 мкм) наносили по 2 мкл образца в виде по-
следовательного ряда точек, начиная с разведения 
1:20. После впитывания материала и высыхания 
мембраны, ее два раза промывали 0,9%-м раство-
ром натрия хлорида по 3 мин. Затем мембрану 
погружали в 3%-й раствор бычьего сывороточного 
альбумина на 15 мин для блокировки свободных 
сайтов связывания. После чего мембрану промы-
вали 0,9%-м раствором натрия хлорида два раза по 
3 мин, а затем – два раза по 3 мин деионизованной 
водой. Заблокированную мембрану помещали в 
400 мкл приготовленного конъюгата специфиче-
ских антител. Мембрану выдерживали в течение 
1,5–2 ч при температуре 20–25 °С, промывали 
проточной водой, после чего учитывали результат. 
За титр принимали то наибольшее разведение, при 
котором визуально регистрировали четко различи-
мое пятно красного либо оранжевого цвета.

результаты

Изучение химического состава фракций, полу-
ченных двумя различными способами, результаты 
которого представлены в таблице 1, показало, что 
общее количество основных химических компо-
нентов в препаратах было, в основном, подобным.

Таблица 1
Сравнительная характеристика препарата 

холерогена-анатоксина и О-антигена, полученных по 
регламентной и усовершенствованной технологиям 

Наименование 
характеристики 

Значение характеристики специфиче-
ской фракции содержащей ХА и О-АГ 

Серия 
208 

Получен по экспериментальной 
технологии 

препарат 1 препарат 2 

Белок, % 31,0 23,5 24,0 

Углеводы, % 15,0 15,3 15,3 

Липиды, % 8,61 8,3 8,3 
Нуклеиновые  
кислоты, % 0,81 0,84 0,84 

Альдогептоза, % 0,11 0,085 0,09 

 
Как было показано ранее [2], в специфической 

фракции холероген-анатоксин из штамма холер-
ного вибриона 569В преобладали два фермента – 
твиназа и лизофосполипаза. Проведенные нами 
исследования показали следующие результаты: в 



Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2012, ¹ 5 (87), Часть 1 

286           Экспериментальные исследования в биологии и медицине

серии 208 были определены протеаза (1:4), твиназа 
(1:4), лизофосфолипаза (1:4) и фосфолипаза А2 (1:8); 
в экспериментальных сериях (препараты 1 и 2) – 
протеаза (1:2), твиназа (1:2), лизофосфолипаза (1:4).

С использованием дот-иммуноанализа были 
проведены исследования содержания ХА и О-АГ 
в препаратах 1 и 2. Полученные данные свидетель-
ствуют о том, что ХА и О-АГ в обоих препаратах 
обнаруживается в разведениях 1:380 и 1:1280 со-
ответственно. Был проведен анализ полученных 
специфических фракций с помощью хромато-
графического разделения на колонке с TSK-гелем 
HW-65 по величине молекулярной массы (рис. 1). 
Полученные этим методом результаты исследо-
вания экспериментальных препаратов проде-
монстрировали их подобие, при этом с колонки 
элюировалось три пика. 

Проведенный анализ электрофоретической 
подвижности экспериментальных препаратов, 
данные которого представлены на рисунке 2, 
свидетельствует о том, что их белково-углеводные 
комплексы практически идентичны и состоят 
из компонентов с молекулярной массой от 12 до 
90 кДа.

рис. 2.  Результаты  анализа  электрофоретической  под-
вижности  препаратов,  проведенного  с  использо-
ванием диск-электрофореза с окраской серебром. 
1–6  –  маркеры  молекулярной  массы  (1  –  12300 
Да, 2 – 17800 Да, 3 – 25000 Да, 4 – 37000 Да, 5 – 
45000 Да, 6 – 67000 Да); 7 и 8 – препараты 1 и 2 
соответственно

выводы

Таким образом, проведенный сравнительный 
анализ иммунохимических, физических и биохи-
мических свойств протективных антигенов полу-
ченных по традиционной технологии и с помощью 
разработанного ферментационного оборудования 
и по экспериментальной технологии показал, в 
основном, их подобие.
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