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Создание высокоэффективных диагностических 
препаратов, особенно для идентификации атипичных 
штаммов возбудителя чумы, остается актуальной 
проблемой для отечественного здравоохранения.

Липополисахарид (ЛПС), являющийся основ-
ным компонентом клеточной стенки бактерий и мощ-
ным модулятором иммунной реактивности макроор-
ганизма, нашел широкое применение в диагностике 
многих инфекционных заболеваний.

Отличительной особенностью ЛПС Yersinia 
pestis является его принадлежность к R-хемотипу, 
т.к. он построен по типу гликолипида, лишенного 
О-специфических антигенных цепей, присутствую-
щих в ЛПС большинства грамотрицательных бакте-
рий. Установлено, что наличие у возбудителя чумы 
шероховатой формы ЛПС объясняется тем, что кла-
стер генов О-антигена не функционирует в результа-
те нескольких мутаций [14]. Синтез ЛПС у чумного 
микроба конститутивен, однако строение и биологи-
ческие свойства эндотоксина существенно зависят 
от температуры выращивания и способов выделения 
[3, 4, 12]. Биологические свойства молекулы ЛПС 
определяются различными его структурными фраг-

ментами, так за токсичность и пирогенность отвеча-
ет липид А, а иммунохимическая специфичность за-
висит от структуры полисахаридной части, представ-
ленной 8 сахарами, так называемого core-региона [2, 
7]. Имеются данные о наличии у полисахарида (ПС) 
кора Y. pestis видо- и родоспецифических детерми-
нантов [9].

Цель работы состояла в сравнительном изучении 
некоторых физико-химических и иммунохимических 
свойств ЛПС чумного микроба, полученного разны-
ми методами, и деградированного ПС как одного из 
его диагностически значимых фрагментов.

Материалы и методы

Для получения ЛПС были использованы два 
метода: классическая водно-фенольная экстракция 
по О.Westphal (ЛПСW) [15] и ферментативный ме-
тод R.P.Darveau (ЛПСD) [10] в нашей модификации. 
Последняя заключалась в том, что процедура про-
хождения клеточной суспензии дважды под давлени-
ем через френч-пресс, с целью разрушения клеток, 
была заменена обработкой суспензии ультразвуком 
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в дезинтеграторе УЗДН-2Т при частоте излучения 
44 кГц и максимальной мощности 3 раза по 5 мин с 
интервалами 1 мин.

Препараты ЛПС получали из лиофилизирован-
ных клеток Y. pestis EV НИИЭГ (Государственная кол-
лекция патогенных бактерий РосНИПЧИ «Микроб»), 
выращенных при 28 °С и обеззараженных 0,5 % фор-
малином в течение 12–18 ч, по технологии, изложен-
ной в производственном регламенте 01898109-04-04 
на «Иммуноглобулины диагностические флуоресци-
рующие псевдотуберкулезные».

Выделение деградированного полисахарида 
(ПС) из ЛПС проводили путем мягкого гидролиза в 
1 % уксусной кислоте при 100 °С в течение 1 ч [13]. 
Осадок липида А отделяли центрифугированием при 
3000 g в течение 30 мин. Полисахаридсодержащий 
супернатант фракционировали на сефадексе G‑50 в 
пиридин-ацетатном буфере (рН 4,5) и лиофилизиро-
вали.

Определение химического состава антигенов 
проводили общепринятыми методами: суммарные 
углеводы – по Дюбуа с тимолом и серной кисло-
той, белки – по Lowry, нуклеиновые кислоты – по 
Спирину.

Электрофорез SDS-PAGE проводили по мето-
ду Laemmli в трис-глициновом буфере (рН 8,3) на 
приборе «Mini protean II» фирмы «Bio Rad» (США), 
используя 4 % концентрирующий и 13 % разделяю-
щий гели. Нагрузка на гелевую дорожку составляла 
10–20 мкг. Для выявления полисахаридов гели про-
являли азотно-кислым серебром с помощью набора 
реактивов фирмы «Bio-Rad Silver Stain» (США). Для 
характеристики препаратов в отношении белковых 
примесей гели после электрофореза обрабатывали 
Кумасси ярко синим R-250 (ДиаэМ, Германия). В ре-
зультате белки окрашивались в голубой цвет, а поли-
сахариды – в желтый. 

Гель-фильтрацию проводили на колонке 
(40×3 см) с TSK гелем HW-50, в качестве элюи-
рующего раствора использовали фосфатный буфер 
М/150 с 0,1 М NaCl, рН 7,2. Колонку предварительно 
калибровали метчиками молекулярных масс из набо-
ра «Dalton Standards MS-II» (Serva). 

Обращенно-фазовую жидкостную хроматогра-
фию (ОФ ВЭЖХ) проводили при комнатной темпера-
туре с использованием градиентной системы Breeze 
(«Waters»,США). Для анализа образцов ЛПСW, ЛПСD 

и ПС, растворенных в деионизованной воде, ис-
пользовали колонку Symmetry 300TM C 18 (5 мкм; 
4,6×150 мм; фирмы «Waters») и градиент концентра-
ции ацетонитрила (10–25 %) в растворе 0,14 М аце-
тата аммония. Для получения хроматографических 
данных при длине волны 254 нм использовали УФ-
детектор, скорость элюции – 1 мл/мин.

Определение моносахаридного состава в гидро-
лизатах полученных препаратов проводили с помо-
щью газожидкостной хроматографии (ГЖХ) на хро-
матографе GL-2010 («Shimadzu», Япония), используя 
капиллярную колонку Equity-1. Сигналы детектора 

регистрировали с помощью самописца в виде пиков 
на хроматограмме, площадь которых пропорцио-
нальна количеству вещества. Идентификацию моно-
сахаридов осуществляли по времени удерживания, 
ориентируясь на время удерживания известных стан-
дартных моносахаридов (глюкозы, маннозы, ксило-
зы, галактозы, глюкозамина).

Иммунохимическую активность полученных 
препаратов изучали в реакции иммунодиффузии в 
геле по Оухтерлони (РИД) и твердофазным имму-
ноферментным анализом (ТИФА). Для постановки 
РИД использовали чумные агглютинирующие ло-
шадиные сыворотки (РосНИПЧИ «Микроб»); экс-
периментальные серии моноклональных IgG к ЛПС 
Y. pestis EV 28 °С, выделенные из асцита линейных 
мышей BALB/c, которые далее метили пероксидазой 
хрена методом Nakane [5] и использовали в ТИФА 
с антимышиным конъюгатом. Специфичность пре-
паратов ЛПС и ПС чумного микроба определяли с 
экспериментальными мышиными сыворотками, по-
лученными к гетерологичным штаммам: Yersinia 
pseudotuberculosis Іa; Francisella tularensis holarctica; 
Escherichia coli 5198/99; Salmonella typhimurium 20.

Цитотоксическое действие препаратов ЛПСW, 
ЛПСD и ПС на лейкоциты крови нелинейных белых 
мышей определяли с помощью теста с трипановым 
синим [6] в 96-луночных пластиковых планшетах. 
Для этого к 100 мкл клеточной суспензии лейкоцитов 
добавляли 100 мкл образца в концентрации 3,0, 1,5, 
0,75 мг/мл, смесь инкубировали при 37 °С в течение 
30 и 60 мин. В качестве отрицательного контроля 
использовали 0,9 % раствор NaCl. Цитотоксическое 
действие исследуемых антигенов определяли по про-
центу поврежденных (окрашенных) лейкоцитов. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили общепринятыми методами с использованием 
t‑критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение

ЛПС возбудителя чумы представляет собой ли-
поолигосахаридные макромолекулы с молекуляр-
ной массой около 5 кДа [10, 12], состоящие из двух 
ковалентно связанных частей, различающихся по 
структуре и биологической роли. К ним относятся: 
липид А, обуславливающий токсические свойства и 
выступающий в роли якоря, прикрепляющего ЛПС 
к клеточной стенке, и присоединенный к липиду А 
полисахарид кора, отрицательно заряженные груп-
пы которого связывают двухвалентные катионы, что 
важно для обеспечения целостности и стабильности 
наружной мембраны. Углеводная и липидная области 
ЛПС связаны кислотолабильной гликозидной связью 
2-кето-3-дезокси-октоновой кислоты (КДО) и могут 
быть отделены друг от друга после мягкого кислот-
ного гидролиза (деградации) ЛПС.

Известно, что биологическая активность ЛПС за-
висит от метода выделения препарата. Большинство 
современных работ отечественных авторов [1, 3, 4, 8, 
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9, 12] выполнено на препаратах ЛПС Y. pestis, полу-
ченных классической водно-фенольной экстракцией 
по О.Westphal [15], методом С.Galanos [11] или по 
R.P.Darveau [10].

Нами были получены препараты ЛПС, выделен-
ные по О.Westphal и R.P.Darveau, а также деградиро-
ванного ПС (по 3 серии каждого), которые представ-
ляли собой хлопья белого цвета, хорошо раствори-
мые в воде и 0,9 % растворе NaCl. 

Проведенный сравнительный химический ана-
лиз препаратов ЛПСW и ЛПСD показал различия по 
выходу препарата, содержанию белка и общих угле-
водов в пользу метода Вестфаля. Поэтому в дальней-
шем для получения деградированного ПС мы исполь-
зовали препараты ЛПСW. Результаты сравнительного 
исследования химического состава полученных пре-
паратов ЛПС и ПС представлены в таблице. 

При электрофоретическом исследовании в SDS-
PAGE установлено, что все препараты ЛПСW и ЛПСD 
не окрашивались на белок Кумасси ярко синим и 
были представлены типичной R-формой ЛПС в от-
личие от коммерческого препарата S-формы ЛПС 
E. coli 055:B5 (Sigma, США). Молекулярная масса ис-
следованных ЛПС составила (8,1±3,2) кДа, что было 
подтверждено результатами гель-фильтрации на TSK 
геле HW-50. Препараты деградированного ПС также 
не окрашивались на белок и были представлены по-
лосой с молекулярной массой около 5 кДа (рис. 1).

Изучение моносахаридного состава в гидролиза-
тах препаратов ЛПСW, ЛПСD и ПС методом ГЖХ по 
относительному времени удерживания в сравнении 
с известными стандартами выявило наличие значи-
мых пиков глюкозы и галактозы во всех образцах.

Сравнительный анализ хроматограмм образцов 

ЛПСW, ЛПСD и ПС методом ОФ ВЭЖХ с УФ-детек
цией при длинах волн 254 нм (рис. 2) показал, что 
профили элюции исследованных антигенов относи-
тельно идентичны. Отмечается один основной пик 
высокой амплитуды на 1,2–2,0 мин, который был со-
бран и исследован электрофоретически. Было также 
установлено, что во всех случаях в этом пике содер-
жится полисахарид.

Анализ иммунохимической активности показал, 
что все серии препаратов ЛПСW, ЛПСD и деградиро-
ванного ПС в реакции иммунодиффузии с поликло-
нальными чумными агглютинирующими лошади-
ными сыворотками и моноклональными IgG к ЛПС 
Y. pestis EV 28 °С давали одну четкую линию преци-
питации, что говорит об их серологической гомоген-
ности. При тестировании в ТИФА с моноклональ-
ными IgG активность всех образцов ЛПСW, ЛПСD и 
ПС находилась практически на одном уровне и со-
ставляла (0,26±0,05); (0,38±0,06) и (0,40±0,09) мкг/
мл соответственно. Специфичность полученных 
препаратов подтверждена отрицательной реакцией 
с мышиными сыворотками, полученными к гете-
рологичным штаммам: Yersinia pseudotuberculosis 

Химический состав препаратов ЛПС и ПС 

Метод  
выделения  
антигена

Выход препарата  
(% от сухого веса 
клеток или ЛПС)

Химический состав, %

Белок Углеводы НК

ЛПС по Вестфалю 4,2±0,5 0,89±0,01 38,9±0,2 –

ЛПС по Darveau 2,9±0,6 2,0±0,03 29,2±0,9 0,32±0,05

ПС по Muller-Seitz 7,2±0,8 0,89±0,01 36,2±0,4 0,21±0,03

Примечание . «–» – не выявлено.

Рис. 1. Электрофореграмма препаратов ЛПС в 13 % SDS-PAGE:
1 – маркеры молекулярной массы 116,0; 66,2; 45,0; 35,0; 25,0; 18,4; 14,4; 

11,0 кДа («Fermentas», США); 2 – ЛПС E. coli 055:В5 (S-форма ЛПС, 
Sigma, США,); 3 – ЛПСD; 4 – ЛПСW; 5 – ПС.  

Окраска азотно-кислым серебром

Рис. 2. ОФ ВЭЖХ – анализ антигенов  
Y. pestis EV при 254 нм: 

А – ЛПСw, B – ЛПСD, С – ПС



МИКРОБИОЛОГИЯ

53

Іa, Francisella tularensis holarctica, Escherichia coli 
5198/99, Salmonella typhimurium 20.

Цитотоксическое действие исследуемых антиге-
нов Y. pestis EV 28 °С на лейкоцитах крови нелиней-
ных белых мышей с помощью теста с трипановым 
синим выявило снижение этого эффекта при инкуба-
ции с образцами деградированного ПС.

Таким образом, результаты исследования пока-
зали, что препараты ЛПС Y. pestis EV 28 °С, выделен-
ные водно-фенольной экстракцией по О.Westphal и 
ферментативным методом по R.P.Darveau, являются 
типичными R-гликолипидами c молекулярной мас-
сой (8,1±3,20) кДа. Все серии ЛПСW, ЛПСD и дегра-
дированного ПС хорошо растворимы в воде и 0,9 % 
растворе NaCl, гомогенны, характеризуются доста-
точной степенью чистоты. Сравнительное изучение 
некоторых физико-химических и иммунохимиче-
ских свойств выделенных препаратов ЛПС чумного 
микроба показало преимущество водно-фенольной 
экстракции, а полученный при этом ПС является наи-
более перспективным фрагментом молекулы ЛПС 
при конструировании чумных иммуноглобулиновых 
диагностических препаратов, т.к., обладая меньшей 
цитотоксичностью, сохраняет по ряду показателей 
идентичность химического состава и иммунохими-
ческую специфичность эндотоксина. 
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