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В Российском научно-исследовательском про-
тивочумном институте «Микроб» разработана и 
внедрена в практику вакцинопрофилактики против 
холеры на территории России бивалентная химиче-
ская таблетированная холерная вакцина, содержащая 
основные протективные антигены холерного вибри-
она: холероген-анатоксин, соматические О-анти гены 
Огава и Инаба. Указанные компоненты вакцины 
получают из детоксицированной формалином куль-
туральной жидкости штаммов-проду цен тов путем 
осаждения сульфатом аммония. Для повышения эф-
фективности процессов выделения О-антигена из 
детоксицированного безмикробного центрифугата 
штамма холерного вибриона М41 серовара Огава 
был разработан способ предварительного концен-
трирования культуральной жидкости на установке из 
шести ультрафильтрационных модулей на полых во-
локнах марки УВА-ПС-20-1040. При этом была до-
стигнута большая экономия (в 10–12 раз) сульфата 
аммония и рабочего времени [1]. Данная технология 

была внедрена в производственный процесс. Однако 
отсутствие таких модулей на биотехнологическом 
рынке и некоторые недостатки данной технологии, 
к которым можно отнести низкую удельную ско-
рость фильтрации и потери препарата, побудили нас 
исследовать возможность использования процесса 
концентрирования протективных антигенов штамма 
V. cholerae М41 серовара Огава методом тангенци-
альной ультрафильтрации. 

Нами был разработан способ концентрирования 
нативного O-антигена холерных вибрионов с приме-
нением мембран с номинальной отсечкой по молеку-
лярной массе (НОММ) 20, 50, 100, 300 и 500 кДа в 
режиме тангенциальной фильтрации. Преимущество 
этого способа заключается в увеличении производи-
тельности процесса и снижении потерь O-антигена, с 
сохранением показателей качества препарата [2, 3].

При этом свойства полученных компонентов 
вакцины изучались только в соответствии с показа-
телями, установленными в нормативных докумен-
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тах на производство холерной вакцины (активность 
О-антигена в реакции иммунной диффузии и его 
содержание в реакции непрямой агллютинации). 
Поэтому значимый научно-практический интерес 
представляло более детальное исследование иммуно-
химических, химических и биохимических свойств 
протективных антигенов штамма V. cholerae М41 се-
ровара Огава, полученных по усовершенствованной 
технологии их концентрирования, что и являлось це-
лью данной работы.

Материалы и методы

В качестве препарата сравнения использовали 
О-антигенную фракцию производственной (№ 240) 
серии вакцины, полученную в соответствии с про-
изводственным регламентом. Исследованиям под-
вергались пять сухих специфических фракций, со-
держащих О-антиген холерного вибриона штамма 
М41 серовара Огава, полученных с использованием 
усовершенствованной технологии их концентриро-
вания на мембранах с различными НОММ: 20, 50, 
100, 300, 500 кДа. 

В исследовании использовали коммерческую 
сыворотку диагностическую холерную О1 адсорби-
рованную сухую для реакции агглютинации произ-
водства РосНИПЧИ «Микроб» (серия 78).

Хроматографическое фракционирование осу-
ществляли в системе для хроматографии Biologic 
LP (Bio-Rad, США) с использованием колонки дли-
ной 16 см с диаметром 2,0 см с TSK-гелем HW-65. 
Электрофоретический контроль выделенных фрак-
ций осуществляли по методу U.K.Laemmli [5] в си-
стеме для электрофореза «Mini protean II» фирмы 

«Bio-Rad» (США). 
Определение концентрации белка проводили в 

соответствии с методиками, изложенными в мето-
дических указаниях (МУК 4.1/4.2.588-96). Изучение 
химического состава препаратов осуществляли об-
щепринятыми методами: суммарных углеводов – по 
Дюбуа, альдогептозы – по Osborn. Количество ну-
клеиновых кислот измеряли по методу, описанному 
А.С.Спириным [4]. Для определения общих липидов 
использовали биотест «Lachema». 

Количество О-антигена во фракциях измеряли 
иммуноферментным методом ИФА ELISA [6], при 
постановке которого в качестве положительного 
контроля и для определения чувствительности ме-
тода использовали хроматографически очищенный 
препарат О-антигена, полученный из эталонного 
штамма V. cholerae М41 классического биовара се-
ровара Огава.

Результаты и обсуждение

Изучение химического состава фракций, по-
лученных двумя различными способами, результа-
ты которых представлены в таблице, показало, что 
общее количество основных химических компонен-
тов в препаратах было сходным и составляло: угле-
водов – 15–20 %, липидов – 12–15 %, нуклеиновых 
кислот – 3–5 %. Некоторые отличия были обнару-
жены в количестве белка: у экспериментальных 
О-антигенов оно составляло 40–50 %, у полученно-
го по регламентной технологии – 62 %. Данное об-
стоятельство можно объяснить удалением неспец-
ифических белковых компонентов в процессе уль-
трафильтрации. Содержание альдогептозы во всех 

Сравнительная характеристика препаратов, полученных по производственной и усовершенствованной технологии

Наименование характеристики

Значение характеристики препарата О-антигена, полученного

по регламентному  
способу

по экспериментальной технологии при использовании мембран с НОММ, кДа

20 50 100 300 500 

Белок, % 62,0 48,5 45,3 39,0 53,5 45,0

Углеводы, % 20,0 14,0 22,0 15,0 18,0 14,0

Липиды, % 14,0 10,0 15,0 10,5 13,0 13,5

Нуклеиновые кислоты, % 5,1 3,9 4,9 5,0 4,9 4,8

Альдогептоза, % 1,3 1,5 1,85 2,0 2,3 2,3

Содержание О-АГ, мг/мл 0,18 0,22 0,24 0,2 0,19 0,19

Рис. 1. Результаты хроматографического ана-
лиза препаратов, полученных различными 
способами:
Ι – препарат, полученный традиционным способом 
(серия № 240); ΙΙ – препарат, полученный разра-
ботанным способом (с использованием мембран с 
НОММ 500 кДа)
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препаратах О-антигена было сходным и составляло 
1,3 % для серии № 240 и 1,5–2,3 % для эксперимен-
тальных серий.

Содержание О-антигена, измеренное иммуно-
ферментным методом ИФА ELISA, было близким 
и составляло 0,18 мг/мл для серии № 240 и 0,19–
0,22 мг/мл для экспериментальных образцов.

Изучение препаратов методом гель-хромато гра-
фии, результаты которого представлены на рис. 1, 
показало, что профили элюции представляли собой 
подобные пики, оба препарата выходили с колон-
ки практически с одинаковой задержкой во време-
ни, что также характеризует стандартность серий 
О-антигена. Необходимо отметить, что профили 
элюции для препаратов О-антигена, полученных 
при использовании мембран с НОММ 20, 50, 100 и 
300 кДа, были одинаковы и не различались от тако-
вых для О-антигена, полученного при использовании 
мембран с НОММ 500 кДа, поэтому на рис. 1 они не 
приведены.

Проведенный анализ электрофоретической под-
вижности экспериментальных препаратов, данные 
которого представлены на рис. 2, свидетельствует о 
том, что их белково-углеводные комплексы практи-
чески идентичны.

Таким образом, проведенный сравнительный 
анализ иммунохимических, химических и биохими-
ческих свойств препаратов О-антигена V. cholerae 
М41 классического биовара серовара Огава, полу-
ченных по традиционной и экспериментальной тех-
нологиям их концентрирования показал, в основном, 
на совпадение их характеристик, что дает основания 
для возможного внедрения разработанных приемов в 
технологический процесс производства бивалентной 
химической таблетированной холерной вакцины.
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Рис. 2. Результаты анализа электрофоретиче-
ской подвижности препаратов, проведенного 
с использованием диск-электрофореза с окра-
ской Кумасси R250 (I) и серебром (II):
Ι – маркеры молекулярной массы от 10 до 300 кДа, 
ΙΙ – серия № 240; 3–7 – препарат, полученный раз-
работанным способом (с использованием мембран с 
НОММ 20, 50, 100, 300 и 500 кДа соответственно)


