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Ст а би ли  за ция пу тем  ли о  фи ли з а ции 
им  му но г ен ных  ан ти  ге  нов  Ba ci l lus  an t  h  ra cis  
в с о ста в е про  то ти п а ре к ом би н ан т ной вак  ци ны 
про тив с и бир ской язвы 
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Изу ча ли вли я ние ли о фи ли за ции на им му но ло ги че скую эф фек тив ность пре па ра тов, со дер жа щих ре ком би нан т ный про тек тив -
ный ан ти ген (рПА) и адъ ю вант – аль гид ро гель и/или CpG-ОД Н. Ла бо ра тор ных жи вот ных (мыши BALB/c и мор ские свин ки)
им му ни зи ро ва ли ли о фи ли зо ван ны ми или не ли о фи ли зо ван ны ми пре па ра та ми од но крат но/дву крат но под кож но и су ди ли об
им му но ло ги че ской эф фек тив но сти этих пре па ра тов, опре де ляя титр ан ти тел в сы во рот ке жи вот ных ме то дом ИФА. Сни же ние
про тек тив ной спо соб но сти от ме ча ли для рПА, сор би ро ван но го на аль гид ро ге ле. Ли о фи ль ное вы су ши ва ние рПА с CpG не при -
во ди ло к уме нь ше нию им му но ло ги че ской эф фек тив но сти. В срав ни те ль ном эк с пе ри мен те при под бо ре кри оп ро тек то ров уста -
нов ле но пре и му ще ст во со че та ния 1%-но го рас тво ра са ха ро зы и 3%-но го рас тво ра гли ци на. В этом слу чае ли о фи ли зо ван ный
пре па рат пред став лял со бой по ри с тую мас су в виде таб лет ки мо лоч но-бе ло го цве та, ко то рая рас тво ря лась в 0,9%-ном рас тво -
ре хло ри да на трия ме нее, чем за 1 мин. Уста нов ле но, что ли о фи ли за ция про то ти па вак ци ны не ско ль ко сни жа ет им му но ген ные
свой ст ва пре па ра та, но это сни же ние не кри тич но. При изу че нии ста би ль но сти им му но ген ных ха рак те ри стик ли о фи ли зо ван -
ной фор мы уста нов ле но, что зна че ния тит ра ан ти-ПА-ан ти тел в сы во рот ках жи вот ных, им му ни зи ро ван ных од но крат но сра зу
по сле ли о фи ли за ции пре па ра та и по сле 12-ме сяч но го его хра не ния при тем пе ра ту ре 4°С, су ще ст вен но не раз ли ча лись.

Клю че вые сло ва: адъ ю ван ты, ли о фи ли за ция, ре ком би нан т ный про тек тив ный ан ти ген, си би ре яз вен ная вак ци на, си бир с кая яз ва,
Bacillus anthracis.
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Си бир ская язва – осо бо опас ная зоо ан т ро по -
ноз ная ин фек ци он ная бо лезнь, вы зы ва е мая грам -
по ло жи те ль ным спо ро об ра зу ю щим мик ро ор га -
низ мом – Ba cil lus an t h ra cis. Со вре мен ный аре ал
си бир ской язвы сель ско хо зяй ст вен ных и ди ких жи -
вот ных ох ва ты ва ет все кон ти нен ты. Осо бен но стью
си би ре яз вен но го мик ро ба яв ля ет ся спо соб ность
об ра зо вы вать спо ры и со хра нять жиз не спо соб -
ность в поч ве мно гие де ся ти ле тия. Риск за ра же -
ния че ло ве ка под дер жи ва ет ся на ли чи ем ста ци о -
нар но не бла го по луч ных по си бир ской язве пун к -
тов и воз мож но стью ре а ли за ции и упо треб ле ния
про дук тов или сы рья, ин фи ци ро ван ных спо ра ми
B. an t h ra cis. В 2014 г. в Рос сии от ме че но семь слу -
ча ев кож ной фор мы бо лез ни в пяти субъ ек тах
Юж но го, При вол ж ско го и Цен т ра ль но го фе де ра ль -
ных окру гов [1]. Не иск лю че на уг ро за ис по ль зо -

ва ния воз бу ди те ля си бир ской яз вы в ка че ст ве
аген та био тер ро риз ма [2–3]. 

Про фи лак ти ка си бир ской язвы на тер ри то -
рии Рос сий ской Фе де ра ции про во дит ся с ис по ль -
зо ва ни ем жи вой вак ци ны на осно ве ат те ну и ро -
ван но го штам ма B. an t h ra cis СТИ-1 [4]. За ру бе -
жом ли це нзи ро ва ны и при ме ня ют ся хи ми че ские
вак ци ны – AVA (an t h rax vac ci ne ad sor bed, си но ним
Bi oT h rax, США) и AVP (an t h rax vac ci ne pre ci pi ta -
ted, Ве ли коб ри та ния) [5]. В Рос сии раз ра бо та на
вак ци на си би ре яз вен ная ком би ни ро ван ная су хая
для под кож но го при ме не ния [6, 7]. Пе ре чис лен -
ные пре па ра ты от но сят ся к пер во му и вто ро му по -
ко ле нию си би ре яз вен ных вак цин. Тех но ло гии их
про из вод ст ва осно ва ны на ис по ль зо ва нии ат те ну и -
ро ван ных спо ро об ра зу ю щих штам мов B. аn t h ra cis, 
про ду ци ру ю щих эк зо ток син. По ми мо им му но -
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Спи сок со кра ще ний: ВОЗ – Все мир ная ор га ни за ция здра во ох ра не ния; ИФА – им му но фер мен т ный ана лиз; ЛД50 – доза, ле та ль -
ная для 50% тест-жвот ных; ПА – про тек тив ный ан ти ген си би ре яз вен но го мик ро ба; рПА – ре ком би нан т ный ПА; CpG-ОДН –
ци то зин-гу а ни но ли го де зок си нук ле о ти ды.



ген ной субъ е ди ни цы – про тек тив но го ан ти ге на
(ПА) – эк зо ток син так же со дер жит де тер ми нан ты
па то ген но сти воз бу ди те ля си бир ской язвы – отеч -
ный и ле та ль ный фак то ры [5, 8]. Кро ме того, при
про из вод ст ве по доб ных вак цин су ще ст ву ет риск
кон та ми на ции по ме ще ний и обо ру до ва ния бак те -
ри а ль ны ми спо ра ми, устой чи вы ми к дей ст вию
внеш ней сре ды и бо ль шин ст ва дез ин фек тан тов.

В со от вет ст вии с со вре мен ны ми тре бо ва ни я -
ми ВОЗ вак ци ны дол жны: 1) со дер жать то ль ко
пол но стью оха рак те ри зо ван ные ве ще ст ва, для ко -
то рых уста нов лен ме ха низм дей ст вия; 2) эф фек -
тив но за щи щать от за ра же ния лю бым ви ру лен т -
ным штам мом со от вет ст ву ю ще го мик ро ор га низ -
ма; 3) не вы зы вать ток си че с ко го воз дей ст вия или
раз лич ных сте пе ней тя же сти по боч ных дей ст вий
на мак ро ор га низм. Од ним из пу тей со зда ния вак -
цин, удов лет во ря ю щих этим тре бо ва ни ям, яв ля -
ет ся ис по ль зо ва ние про дук тов ге ном ных тех но -
ло гий – ре ком би нан т ных ан ти ге нов. В осно ву си -
би ре яз вен ных вак цин но во го по ко ле ния по ло жен
про тек тив ный ан ти ген, по лу чен ный из ген но-ин -
же нер ных штам мов. Со здан ные за ру бе жом от де ль -
ные про то ти пы си би ре яз вен ных вак цин успеш но
про шли все фазы до кли ни че ских ис сле до ва ний;
не ко то рые на хо дят ся на на ча ль ных эта пах кли ни -
че ских ис пы та ний [9–12].

Пре ды ду щи ми ис сле до ва ни я ми, про во ди -
мы ми в ФКУЗ Рос НИП ЧИ «Мик роб», был раз ра -
бо тан про то тип си би ре яз вен ной хи ми че ской вак -
ци ны на осно ве очи щен ных ан ти ге нов – ре ком -
би нан т но го про тек тив но го ан ти ге на (рПА) и
бел ка S-слоя ЕА1. Раз ра бо та на еди ная тех но ло -
ги че ская схе ма вы де ле ния рПА и ЕА1 из бе зо -
пас но го и не об ра зу ю ще го спо ры штам ма B. an t h -
ra cis 55TПА-1Spo– [13]. Про ве де но ком п лек с ное
срав не ние им му но ло ги че ской эф фек тив но сти пре -
па ра тов на осно ве рПА и ЕА1 с ис по ль зо ва ни ем
раз лич ных адъ ю ван тов (гид ро окись алю ми ния,
мо но фос фо ри ли ро ван ный ли пид А и ци то зин-гу -
а ни но ли го де зок си нук ле о тиды (CpG-ОДН)) [14].

При раз ра бот ке и про из вод ст ве средств им -
му ноп ро фи лак ти ки важ ной за да чей яв ля ет ся
обес пе че ние ста би ль но сти ме ди ко-био ло ги че ских
свойств пре па ра тов в про цес се из го тов ле ния,
транс пор ти ров ки и хра не ния. На про тя же нии все -
го тех но ло ги че ско го про цес са дол жна со хра ня ть -
ся пер во на ча ль ная струк ту ра ан ти ге нов. Из ве ст -
но, что им му но ген ные бел ки, вхо дя щие в со став
вак цин ных пре па ра тов про тив си бир ской язвы,
та кие как про тек тив ный ан ти ген, тер мо ла би ль ны. 
Вы де ле ние и очи ст ка си би ре яз вен ных ан ти ге нов
со пря же ны с фи зи че ски ми или хи ми че ски ми ме -

то да ми воз дей ст вия. Ста би ль ность пре па ра та во
мно гом за ви сит от та ких фак то ров, как на ли чие
вспо мо га те ль ных ве ществ, спо соб при го тов ле ния,
аг ре гат ное со сто я ние пре па ра та, тем пе ра ту ра хра -
не ния и т.д. 

Од ним из пу тей ре ше ния проб ле мы ста би ли -
за ции бел ко вых мо ле кул яв ля ет ся ли о фи ли за ция
пре па ра тов. Пра ви ль ный вы бор сре ды вы су ши ва -
ния и ме то ди ки ли о фи ли за ции по зво ля ет уве ли -
чить срок год но сти пре па ра та и све с ти к ми ни му му
из ме не ние его основ ных ха рак те ри стик [15–17].

Не ма ло важ ной за да чей при ли о фи ли за ции
пре па ра тов яв ля ет ся под бор вспо мо га те ль ных
ком по нен тов, та ких как фор мо об ра зу ю щие на пол -
ни те ли (лак то за, са ха ро за, ма ль то за, че ло ве че ский
аль бу мин, гли цин и др.), кон сер ван ты (мер ти о лят
(ти ме ро сал), фор ма ль де гид, фе нок си э та нол и др.),
рас тво ри те ли и про чие ве ще ст ва, со хра ня ю щие
фи зи ко-хи ми че ские свой ст ва ан ти ге нов и обес пе -
чи ва ю щие за щи ту вак ци ны от мик ро бной кон та -
ми на ции. Тре бо ва ния, предъ яв ля е мые к этим ве -
ще ст вам, до ста точ но вы со ки: бе зо пас ность как в
чис том ви де, так и в со че та нии с ак тив ны ми ком -
по нен та ми пре па ра та (фар ма ко ло ги че ская ин -
диф фе рен т ность), раз ре шен ность к при ме не нию в 
ме ди цин ской прак ти ке, эф фек тив ность в при ме ня -
е мых кон цен т ра ци ях, хи ми че ская чис то та и до -
ступ ность.

Ис хо дя из вы ше из ло жен но го, це лью на шей
ра бо ты была раз ра бот ка оп ти ма ль ных под хо дов,
обес пе чи ва ю щих ста би ль ность им му но ген ных
свойств про то ти па вак ци ны си би ре яз вен ной хи -
ми че ской в про цес се хра не ния. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штам мы

В ра бо те ис по ль зо ва ли ре ком би нан т ный ас -
по ро ген ный штамм-про ду цент рПА B. an t h ra cis
55TПА-1Spo– (КМ97, па тент РФ №2321629) и
B. an t h ra cis 71/12 (2-я вак ци на Цен ков ско го) из
Го су дар ст вен ной кол лек ции па то ген ных бак те -
рий Са ра то ва.

Ла бо ра тор ные жи вот ные

Эк с пе ри мен ты про во ди ли на мы шах ли нии
BALB/с (20 ± 2 г) и мор ских свин ках (300±20 г)
(ФКУЗ Рос НИП ЧИ «Мик роб», Са ра тов). Био мо -
де ли со дер жа лись на стан дар т ном ра цио не с до -
ста точ ным ко ли че ст вом воды в со от вет ст вии с

58 Biotechnology, 2017, V. 33, N 3

 СЕ МА КО ВА и др.



тре бо ва ни я ми по гу ман но му со дер жа нию и ис по ль -
зо ва нию жи вот ных в эк с пе ри мен та ль ных ис сле -
до ва ни ях.

Пи та те ль ные сре ды

В ра бо те ис по ль зо ва ли агар и бу ль он Хот -
тин ге ра (ФКУЗ Рос НИП ЧИ «Мик роб»).

Вы де ле ние и очи ст ка бел ков рПА и ЕА1

Бел ки изо ли ро ва ли из ас по ро ген но го ген но-
 ин же нер но го штам ма B. an t h ra cis 55TПА-1(Spo–)
со глас но раз ра бо тан но му ра нее спо со бу [13].

Син тез CpG 2006

Адъ ю вант СрG 2006 (СрG), ко то рый яв ля -
ет ся пред ста ви те лем се мей ст ва CpG-ОДН, по лу -
ча ли во ФКУЗ Рос НИП ЧИ «Мик роб» по про то ко -
лу, име ю ще му ся в бло ке управ ле ния ав то ма ти че -
ским син те за то ром ASM-800 ("Био ссет", Рос сия)
и в со от вет ст вии с ин ст рук цией про из во ди те ля. В
ка че ст ве окис ли те ля ис по ль зо ва ли рас твор су ль -
фо ни зи ру ю ще го ре ак ти ва 3Н-1,2-бен зо ди ти ол- 3-
 он- 1,1-ди ок си да (Sig ma- Al d rich, США).

Ли о фи ли за ция пре па ра та

Очи щен ные ан ти ге ны, адъ ю вант и кон сер -
вант сме ши ва ли со сте ри ль ны ми рас тво ра ми ста -
би ли за то ров в не об хо ди мом со от но ше нии. Фа -
сов ку пре па ра та в объ е ме от 100 мл про во ди ли с
ис по ль зо ва ни ем ав то ма ти че ско го до за то ра Fle xi -
con PF-6 (Да ния) во фла ко ны объ е мом 2,5 см3. В
на ча ле, се ре ди не и кон це про цес са от би ра ли по
три фла ко на для кон т ро ля сте ри ль но сти и точ но -
сти роз ли ва. По окон ча нии фа сов ки фла ко ны с
пре па ра том уста нав ли ва ли на пол ки суб ли ма ци -
он ной су ши ль ной уста нов ки Ep si lon-2-6 (Mar tin
Christ, Гер ма ния), за мо ра жи ва ли ма те ри ал до
тем пе ра ту ры –40°С и вы дер жи ва ли в те че ние 2 ч.
За тем со зда ва ли оста точ ное дав ле ние в су ши ль -
ной уста нов ке не бо лее 30 Па, и про цесс суб ли ма -
ции про во ди ли при по вы ше нии тем пе ра ту ры в
ма те ри а ле до 5°С со ско ро стью не бо лее 3°С/ч.
При до сти же нии ука зан но го зна че ния ско рость
по вы ше ния тем пе ра ту ры уве ли чи ва ли до 10°С/ч.
По сле уста нов ле ния в ма те ри а ле тем пе ра ту ры
28°С про во ди ли до су ши ва ние в те че ние 7 ч. За тем 

фла ко ны с пре па ра том в сте ри ль ном бок се за кры -
ва ли ре зи но вы ми проб ка ми и за ка ты ва ли алю ми -
ни е вы ми кол пач ка ми на по лу ав то ма те ЗПР (Рос -
сия) вруч ную. Пре па ра ты хра ни ли при 4°С.

Опре де ле ние фи зи ко-хи ми че ских свойств
про то ти па вак ци ны

Дис пер с ность, гер ме тич ность, сте ри ль ность 
и по те рю мас сы пре па ра та при вы су ши ва нии
опре де ля ли по ОФС 42-0060-071.

Им му ни за ция

Им му ни за цию ла бо ра тор ных жи вот ных
осу ще ст в ля ли под кож но в об ласть внут рен ней
по вер х но сти бед ра, од но крат но или дву крат но с
ин тер ва лом в 2 нед. Ра зо вую до зу вво ди ли мор -
ским свин кам в объ е ме 0,5 мл, ли ней ным мы шам
– 0,2 мл. Для опре де ле ния про тек тив ной ак тив но с -
ти про то ти па си би ре яз вен ной хи ми че ской вак ци -
ны со дер жи мое фла ко на раз во ди ли в 5 мл сте ри ль -
но го 0,9%-но го рас тво ра хло ри да на трия. Жи вот -
ным кон т ро ль ной груп пы вво ди ли сте ри ль ный
0,9%-ный рас твор NaCl в объ е ме 0,2 мл (мы ши)
или 0,5 мл (мор ские свин ки).

Опре де ле ние тит ра ан ти тел в сы во рот ке 
им му ни зи ро ван ных жи вот ных 
с ис по ль зо ва ни ем ИФА

Кровь за би ра ли из крае вой уш ной вены у
мор ских сви нок в уста нов лен ные сро ки. Про бы от 
че ты рех осо бей каж дой груп пы объ е ди ня ли в
один пул. Титр ан ти-ПА-ан ти тел в сы во рот ках им -
му ни зи ро ван ных жи вот ных опре де ля ли с по мо щью
стан дар т ной ме то ди ки ИФА. В ка че ст ве ан ти ге на
при ме ня ли очи щен ный ПА (вы де лен во ФКУЗ
Рос НИП ЧИ «Мик роб» из ре ком би нан т но го штам -
ма- про ду цен та B. an t h ra cis 55ТПА-1Spo–) в кон -
цен т ра ции 30 мкг/мл. Ви дос пе ци фи че ский им му -
ног ло бу лин, ме чен ный пе рок си да зой (Sig ma, США),
ис по ль зо ва ли в раз ве де нии 1:10000 по ре ко мен да -
ции фир мы-из го то ви те ля. Ре зу ль та ты ре ак ции  ре -
ги ст ри ро ва ли в при сут ст вии ABTS (2,2-ази но-
 бис (3-этил бен з ти а зо лин)-6-су ль фо но вой кис ло ты)
(Sig ma, США) с по мо щью при бо ра Stat Fax 2100
(Awa re ness Tec h no lo gy, США) при дли не вол ны
405 нм. Каж дый эк с пе ри мент по опре де ле нию
тит ра ан ти тел по вто ря ли не ме нее 3 раз. Ста ти сти -
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1 Го су дар ст вен ная фар ма ко пея Рос сий ской Фе де ра ции, 12 изд. Ч.I. Ано ма ль ная токсич ность. 



че скую об ра бот ку эк с пе ри мен та ль ных дан ных
осу ще ст в ля ли с при ме не ни ем стан дар т ных ме то -
дов, вы чис ляя сред нюю ариф ме ти че скую ошиб ку 
и сред нюю ошиб ку сред ней ариф ме ти че ской.

Опре де ле ние ЛД50 тест-за ра жа ю ще го штам ма2

для им му ни зи ро ван ных ли ней ных мы шей 
и опре де ле ние ин дек са им му ни те та 
ан ти ген ных пре па ра тов

Че рез 21 день по сле по след ней им му ни за -
ции всех им му ни зи ро ван ных и кон т ро ль ных био -
мо де лей за ра жа ли тест-штам мом B. an t h ra cis
71/12 (2-я вак ци на Цен ков ско го), ис по ль зуя 4 по -
сле до ва те ль ные дозы с крат но стью  10. Ли ней -
ным мы шам вво ди ли спо ро вую взвесь тест-штам -
ма (0,2 мл) в до зе от 1 · 102 до 1 · 105 спор (оди на -
ко вая доза для ин так т ных и им му ни зи ро ван ных
жи вот ных); мор ским свин кам – 0,5 мл спо ро -
вой взве си тест-штам ма  в дозе 1  104–1  107 спор
– им му ни зи ро ван ным и от 1  101 до 1  104 спор –
ин так т ным животным. За за ра жен ны ми жи вот ны -
ми на блю да ли в те че ние 10 сут. Пав ших жи вот -
ных вскры ва ли; спе ци фич ность ги бе ли под твер ж -
да ли по се вом ма те ри а ла из ор га нов тру па на агар
Хот тин ге ра. Учи ты ва ли жи вот ных, пав ших от
спе ци фи че ско го про цес са. Че рез 10 сут опре де ля -
ли ве ли чи ну ЛД50 тест-за ра жа ю ще го штам ма для
им му ни зи ро ван ных и кон т ро ль ных жи вот ных.

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Важ ной ха рак те ри сти кой вак цин но го пре -
па ра та яв ля ет ся ста би ль ность при хра не нии и
транс пор ти ров ке. Про тек тив ный ан ти ген и бел ки
S-слоя си би ре яз вен но го мик ро ба под вер же ны
тем пе ра тур но му воз дей ст вию. Од ним из пу тей
ре ше ния проб ле мы ста би ли за ции дан ных бел ко -
вых мо ле кул яв ля ет ся ли о фи ли за ция пре па ра та.

Ис хо дя из пер с пек ти вы со зда ния про то ти па 
хи ми че ской си би ре яз вен ной вак ци ны, изу ча ли
вли я ние ли о фи ли за ции на ак тив ность пре па ра -
тов, со дер жа щих раз лич ные адъ ю ван ты. Не об хо -
ди мо от ме тить, что ли це нзи ро ван ная за ру беж ная
си би ре яз вен ная вак ци на AVA пред став ля ет со -
бой сус пен зию ПА, ад сор би ро ван но го на ге ле
гид ро оки си алю ми ния (аль гид ро гель) и вы де лен -
но го из ат те ну и ро ван но го штам ма B. an t h ra cis.
Оте че ст вен ная ком би ни ро ван ная си би ре яз вен ная 

вак ци на со дер жит ана ло гич ный ПА, но пре па рат
ли о фи ль но вы су шен с до бав ле ни ем са ха ро зы в
ка че ст ве ста би ли за то ра. Аль гид ро гель ве сь ма
чув ст ви те лен к дей ст вию от ри ца те ль ных тем пе -
ра тур, по э то му не иск лю че на ве ро ят ность сни же -
ния про тек тив ной ак тив но сти им му но ген но го ан -
ти ге на в ли о фи ли зо ван ных пре па ра тах с его
вклю че ни ем [18]. В этой свя зи срав ни ва ли про -
тек тив ную ак тив ность рПА, ли о фи ли зо ван но го с
до бав ле ни ем в ка че ст ве адъ ю ван та аль гид ро ге ля
или CpG-ОД Н. Ли о фи ли за цию в дан ном слу чае
осу ще ст в ля ли в при сут ст вии 10%-ной са ха ро зы
при тем пе ра ту ре –70°С.

Под вер г ну тые суб ли ма ци он но му вы су ши -
ва нию пре па ра ты раз во ди ли сте ри ль ным фи зио -
ло ги че ским рас тво ром в асеп ти че ских усло ви ях
так, что бы в 0,2 мл со дер жа лась им му ни зи ру ю -
щая до за для ли ней ных мы шей, мкг: рПА – 10,
ЕА1 – 5, гид ро оки си алю ми ния – 240 или CpG
2006 – 10. Ла бо ра тор ных жи вот ных им му ни зи ро -
ва ли од но крат но под кож но. Че рез 21 день по сле
им му ни за ции био мо де лей за ра жа ли тест-штам -
мом B. an t h ra cis 2-я вак ци на Цен ков ско го. Из ме -
не ние про тек тив ной спо соб но сти от ме ча ли то ль -
ко для пре па ра та рПА, сор би ро ван но го на аль гид -
ро ге ле (рис. 1, 1): ЛД50 тест-штам ма сни зи лась в
1,6 ра за – с 3,1 · 104 (7943–501187) спор до 1,9 · 104 

(5012–199526) спор. Ли о фи ль ное вы су ши ва ние
про то ти па вак ци ны с CpG не при во ди ло к уме нь -
ше нию про тек тив но сти: ЛД50 до и по сле суб ли ма -
ци он ной суш ки бы ли оди на ко вы ми – 7,9 · 104

(15849–501187) спор (см. рис.1, 2). 
До пол ни те ль но те с ти ро ва ли ли о фи ли зо ван -

ный пре па рат, сор би ро ван ный на аль гид ро ге ле
рПА с до бав ле ни ем CpG 2006. Та кой со став адъ -
ю ван тов ис по ль зо ван в эк с пе ри мен та ль ной си би -
ре яз вен ной вак ци не AV-7909, пред став ля ю щей
со бой вак ци ну AVA (со дер жа щую аль гид ро гель)
с до бав ле ни ем CpG 7909 (дру гое на зва ние CpG
2006), ко то рая успеш но про шла раз лич ные ста дии
до кли ни че ских и кли ни че ских ис пы та ний [12].

По ка за тель ЛД50 тест-штам ма с ис по ль зо -
ва ни ем пре па ра та с ука зан ны ми адъ ю ван та ми для 
ли ней ных мы шей со ста вил 3,1  104 (7943–501187)
спор, что в 2,5 ра за ме нь ше по срав не нию с пре па -
ра том, со дер жа щим то ль ко CpG 2006 (см. рис. 1,
срав ни 3 и 2). Как ви дим, CpG 2006 по вы ша ет эф -
фек тив ность сор би ро ван но го на аль гид ро ге ле
рПА, но пре и му ще ст во оста ет ся все же за ком по -
зи цией без гид ро кси да алю ми ния (см. рис. 1, 2).
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2 Тест-за ра жа ю щий штамм – штамм, рег ла мен ти ро ван ный дей ст ву ю щи ми нор ма тив ны ми до ку мен та ми для за ра же ния опре -
де лен ных ви дов ла бо ра тор ных жи вот ных с це лью опре де ле ния им му но ген но сти ис пы ты ва е мых пре па ра тов.



В да ль ней ших эк с пе ри мен тах в ка че ст ве адъ ю ван -
та ис по ль зо ва ли CpG 2006.

Оп ти ма ль ный ща дя щий ре жим ли о фи ли за -
ции по зво ля ет мак си ма ль но со хра нить свой ст ва
ан ти ге нов по сле вы су ши ва ния. С этой це лью осу -
ще ст в ля ли под бор сре ды и па ра мет ров ли о фи ль -
но го вы су ши ва ния про то ти па си би ре яз вен ной хи -
ми че ской вак ци ны.

В ка че ст ве еди но го ис точ ни ка им му но ген -
ных си би ре яз вен ных ан ти ге нов – рПА и ЕА1 – ис -
по ль зо ва ли бе зо пас ный и вы со ко эф фек тив ный
штамм-про ду цент B. an t h ra cis 55TПА-1Spo–.
Вы де ле ние рПА осу ще ст в ля ли из сте ри ль но го ку -
ль ту ра ль но го фи ль тра та, а бе лок ЕА1 эк ст ра ги ро -
ва ли из кон цен т ри ро ван ной био мас сы. Очи щен -
ные ан ти ге ны хра ни ли при тем пе ра ту ре –70°С.

На сле ду ю щем эта пе сме ши ва ли ком по нен -
ты пре па ра та про то ти па вак ци ны та ким об ра зом,
что бы в 1 см3 со дер жа лось, мкг: рПА – 100, бел ка
ЕА1 – 50, CpG 2006 – 0,5; и 0,002 % фор ма ль де ги -
да («Ме таф ракс», Рос сия), по сле чего про пу с ка ли
че рез сте ри ли зу ю щие фи ль тры с диа мет ром пор
0,2 мкм. Вве де ние в ка че ст ве кон сер ван та фор ма ль -
де ги да в со став про то ти па си би ре яз вен ной вак ци -
ны обу слов ле но его ши ро ким при ме не ни ем как в
оте че ст вен ных, так и в за ру беж ных сред ст вах
спе ци фи че ской про фи лак ти ки. В ча ст но сти, си би -
ре яз вен ная ком би ни ро ван ная вак ци на для под -
кож но го при ме не ния (Рос сия) и хи ми че ская вак -
ци на AVA (США), со дер жат дан ный кон сер вант.
Гра фи че ски процесс ли о фи ль но го вы су ши ва ния
про то ти па си би ре яз вен ной хи ми че ской вак ци ны
в при сут ст вии раз лич ных кри оп ро тек то ров
показан на рис. 2.

В эк с пе ри мен те ис по ль зо ва ли раз лич ные
ва ри ан ты кри оп ро тек то ров: 10%-ная са ха ро за
(«ДИА-М», Рос сия), 1%-ная са ха ро за + 3%-ный
гли цин («ДИА-М»), 1%-ная ма ль то за («ДИА-М»)
+ 3%-ный гли цин. При ис по ль зо ва нии 10%-ной
са ха ро зы на блю да лась об ра зо ва ние стек ло вид ной 

мас сы, что мо жет быть объ яс не но от сут ст ви ем в
со ста ве ком по нен тов, фор ми ру ю щих кри с тал ли -
че скую струк ту ру за мо ро жен но го про дук та. В ре -
зу ль та те двух дру гих ва ри ан тов ста би ли за ции ли -
о фи ли зо ван ный пре па рат пред став лял со бой по -
ри с тую мас су в виде таб лет ки мо лоч но-бе ло го
цве та (рис. 3). Таб лет ка пол но стью рас тво ря лась в 
0,9%-ном рас тво ре хло ри да на трия в те че ние ме -
нее 1 мин с об ра зо ва ни ем про зрач ной бес цвет ной
жид ко сти без по сто рон них при ме сей и хло пь ев.

Вли я ние суб ли ма ци он но го вы су ши ва ния на
им му но ло ги че скую эф фек тив ность пре па ра тов
изу ча ли в эк с пе ри мен те по опре де ле нию ди на ми -
ки тит ра ан ти тел к ПА в сы во рот ках им му ни зи ро -
ван ных жи вот ных. Для это го ли о фи ли зо ван ные
пре па ра ты с до бав ле ни ем 10%-ной са ха ро зы или
1%-ной са ха ро зы и 3%-но го гли ци на, или 1%-ной
ма ль то зы и 3%-но го гли ци на раз во ди ли сте ри ль -
ным фи зио ло ги че ским рас тво ром в асеп ти че ских
усло ви ях так, что бы 0,5 мл пре па ра та для мор ских 
сви нок со дер жа ли им му ни зи ру ю щую до зу, мкг:
рПА – 25, ЕА1 – 12,5 и CpG 2006 – 120. Ла бо ра -
тор ных жи вот ных раз ных групп (по 4 осо би в
каж дой) им му ни зи ро ва ли по лу чен ны ми пре па ра -
та ми од но крат но под кож но. Мор ским свин кам
груп пы срав не ния вво ди ли не ли о фи ли зо ван ный
пре па рат, со дер жа щий рПА, ЕА1, CpG 2006 и
кон сер вант, а так же ма ль то зу и гли цин в при ве -
ден ных выше кон цен т ра ци ях. За бор кро ви про во -
ди ли на 14-е и 21-е сут ки по сле им му ни за ции.
Кровь от жи вот ных од ной груп пы объ е ди ня ли в
один пул. По ре зу ль та там ИФА на 14-е сут ки
сред ние зна че ния тит ра ан ти тел к ПА у жи вот -
ных, од но крат но им му ни зи ро ван ных раз лич ны -
ми ва ри ан та ми ли о фи ли зо ван ных пре па ра тов, на -
хо ди лись в пре де лах от 1:512 до 1:1000 (рис. 4).
Для мор ских сви нок, им му ни зи ро ван ных не ли о -
фи ли зо ван ным пре па ра том, тот же по ка за тель был
ра вен 1:1000. Од на ко на 21-е сут ки титр ан ти тел у
мор ских сви нок этой груп пы сни жал ся до сред не -
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Рис. 1. ЛД50 тес т - ш там ма для мы шей ли нии BALB/с,
им му ни зи ро ван ных ли о фи ли зо ван ной (се рые стол би ки) и не -
ли о фи ли зо ван ной (бе лые стол би ки) фор мой пре па ра та, со -
дер жа ще го рПА в со че та нии с раз лич ны ми адъ ю ван та ми: 1 –
рПА + аль гид ро гель; 2 – рПА + CpG; 3 – рПА + аль гид ро гель
+ CpG

Fig. 1. LD50 of a test strain for BALB/c line mice
immunized by freeze-dried (black columns) or unlyophilized
(white columns) forms of rPA preparation combined with various
adjuvants: (1), rPA + alhydrogel; (2), rPA + CpG; and (3), rPA +
alhydrogel + CpG



го зна че ния 1:512, в то время как у опыт ных жи -
вот ных он до сти гал уров ня от 1:2000 до 1:4000.

На осно ва нии ре зу ль та тов эк с пе ри мен тов,
пред став лен ных на рис. 3 и 4, был сде лан вы бор в
по ль зу ли о фи ли за ции си би ре яз вен ных ан ти ге нов
в при сут ст вии сме си 1%-ной са ха ро зы и 3%-но го
гли ци на.

На сле ду ю щем эта пе про во ди ли срав не ние
им му но ген ных свойств ли о фи ли зо ван но го и не -
ли о фи ли зо ван но го пре па ра тов, но при усло вии
дву крат ной им му ни за ции био мо де лей. Мор ских
сви нок им му ни зи ро ва ли под кож но дву крат но с
ин тер ва лом в 2 нед; за бор кро ви осу ще ст в ля ли
пос ле вто рой им му ни за ции на 48-е сут ки, 64-е
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Рис. 3. Внеш ний вид пре па ра тов рПА + ЕА1 пос ле ли -
о филь но го вы су ши ва ния в при сут с т вии раз лич ных ста би ли -
за то ров: сле ва – адъ ю вант + 10%-ная са ха ро за; спра ва – адъ ю -
вант + 1%-ная са ха ро за + 3%-ный гли цин

Fig. 3. Appearance of rPA + EA1 preparations after
freeze-drying with various stabilizers: on the left, adjuvant + 10% 
sucrose; on the right, adjuvant + 1% sucrose + 3% glycine

Рис. 2. Тех но ло ги чес кие па ра мет ры про цес са ли о фи ли за ции про то ти па си би ре яз вен ной хи ми чес кой вак ци ны, со дер жа -
ще го им му но ген ные си би ре яз вен ные ан ти ге ны, адъ ю вант, кон сер вант и кри оп ро тек то ры (1%-ная са ха ро за + 3%-ный гли цин):
1 – тем пе ра ту ра пол ки, 2 – тем пе ра ту ра пре па ра та, 3 – ос та точ ное дав ле ние в су шиль ной ус та нов ке

Fig. 2. Technological parameters of freeze-drying of anthrax chemical vaccine prototype containing immunogenic anthrax
antigens, adjuvant, preservative and cryoprotectors (1% sucrose + 3% glycine): (1), temperature of shelf; (2), temperature of
preparation; and (3), residual pressure in dryer



(из уш ной вены) и 78-е сут ки (из сер д ца). По ре зу ль -
та там ИФА на 48-е и 64-е сут ки сред ние зна че ния
тит ра ан ти тел к ПА у жи вот ных, им му ни зи ро ван -
ных ли о фи ли зо ван ным пре па ра том в при сут ст -
вии 1 %-ной са ха ро зы и 3%-но го гли ци на, со ста -
ви ли со от вет ст вен но 1:6000 и 1:8000 (рис. 5). Для
мор ских сви нок, им му ни зи ро ван ных не ли о фи ли -
зо ван ным пре па ра том, тот же по ка за тель в оба
сро ка был не ско ль ко выше – 1:12000. Од на ко
спу с тя поч ти 2,5 мес (78-е сут ки) сред нее зна че ние
тит ра ан ти тел в обе их груп пах было рав но 1:8000.

Сле до ва те ль но, ли о фи ли за ция про то ти па вак ци -
ны не ско ль ко сни жа ет им му но ген ные свой ст ва,
но это сни же ние не кри тич но.

Вви ду того, что при ап ро ба ции вы бран ной
схе мы ли о фи ли за ции был до стиг нут по ло жи те ль -
ный ре зу ль тат (со хра не ние им му но ген ной ак тив -
но сти, вы со кая рас тво ри мость и при ем ле мый
внеш ний вид пре па ра та), в да ль ней шем под бо ре
па ра мет ров не было не об хо ди мо сти. 

Для под твер ж де ния ста би ль но сти им му но -
ген ных ха рак те ри стик ли о фи ли зо ван ной фор мы

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 3 63

СТА БИ ЛИ ЗА ЦИЯ ПУ ТЕМ ЛИ О ФИ ЛИ ЗА ЦИИ ИМ МУ НО ГЕН НЫХ АН ТИ ГЕ НОВ Ba cil lus an t h ra cis

Рис. 4. Ди на ми ка тит ра ан ти тел в сы во рот ках мор с ких сви нок, им му ни зи ро ван ных од нок рат но ли о фи ли зо ван ны ми с
раз лич ны ми кри оп ро тек то ра ми или не ли о фи ли зо ван ным пре па ра та ми си би ре яз вен ных ан ти ге нов: 1 – пре па рат ли о фи ли зо ван
в при сут с т вии 10%-ной са ха ро зы; 2 – пре па рат ли о фи ли зо ван в при сут с т вии 1%-ной са ха ро зы и 3%-ного гли ци на; 3 – пре па рат
ли о фи ли зо ван в при сут с т вии 1%-ной маль то зы и 3%-ного гли ци на; 4 – не ли о фи ли зо ван ная фор ма пре па ра та

Fig. 4. Dynamics of antibody titer in sera of guinea pigs after a single immunization by freeze-dried (with a few kryoprotectors)
or unlyophilized preparation of anthrax antigens: (1), freeze-dried with 10% sucrose; (2), freeze-dried with 1% sucrose and 3% glycine;
(3), freeze-dried with 1% maltose and 3% glycine; and (4), unlyophilized preparation

Рис. 5. Ди на ми ка тит ра ан ти тел в сы во рот ках мор с ких сви нок, им му ни зи ро ван ных двук рат но пре па ра том, со дер жа щим 
рПА, ЕА1, адъ ю вант CpG 2006 и кон сер вант: 1 – пре па рат ли о фи ли зо ван в при сут с т вии 1%-ной са ха ро зы и 3%-но го гли ци на;
2 – не ли о фи ли зо ван ная фор ма пре па ра та

Fig. 5. Dynamics of antibody titers in sera of guinea pigs after double immunization with a preparation containing rPA, ЕА1,
adjuvant CpG 2006 and preservative: (1), preparation was freeze-dried with 1% sucrose and 3% glycine: and (2), unlyophilized
preparation



пре па ра та опре де ля ли титр ан ти-ПА-ан ти тел у
жи вот ных, им му ни зи ро ван ных пре па ра та ми с
раз лич ным сро ком хра не ния. Мор ских сви нок
им му ни зи ро ва ли од но крат но сра зу по сле ли о фи -
ли за ции и спу с тя 12 мес хра не ния при тем пе ра ту -
ре 4°С. Дан ные, пред став лен ные на рис. 6, сви де -
те ль ст ву ют об от сут ст вии су ще ст вен ных раз ли -
чий в тит ре ан ти тел на 14-е сут ки по сле им му ни -
за ции обо и ми пре па ра та ми си би ре яз вен ных ан ти -
ге нов: 1:2000 для пре па ра та сра зу по сле ли о фи ли -
за ции и 1:1000 для пре па ра та, хра нив ше го ся в те -
че ние 12 мес. На 21-е сут ки для обо их пре па ра тов
были по лу че ны оди на ко вые зна че ния тит ра ан ти -
тел – 1:8000.

Та ким об ра зом, раз ра бо тан под ход, обес пе -
чи ва ю щий ста би ль ность им му но ген ных свойств
про то ти па вак ци ны си би ре яз вен ной хи ми че ской
в про цес се хра не ния. Уста нов ле но, что при ли о -
фи ли за ции в при сут ст вии 1%-ной са ха ро зы и
3%-но го гли ци на вы де лен ные из штам ма-про ду -
цен та B. an t h ra cis 55TПА-1Spo– ан ти ге ны со хра -
ня ют свои им му но ген ные свой ст ва в те че ние го да 
в усло ви ях хра не ния при тем пе ра ту ре 4°С; внеш -
ний вид и рас тво ри мость удов лет во ря ют тре бо ва -
ни ям, предъ яв ля е мым к им му но би о ло ги че ским
ле кар ст вен ным пре па ра там.
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Рис. 6. Титр ан ти тел в сы во рот ках мор с ких сви нок, им му ни зи ро ван ных ли о фи ли зо ван ны ми пре па ра та ми си би ре яз вен -
ных ан ти ге нов с раз лич ным сро ком хра не ния: 1 – пре па рат не пос ред с т вен но пос ле ли о фи ли за ции; 2 – ли о фи ли зо ван ный пре па -
рат пос ле 12-месячного хра не ния

Fig. 6. Antibody titers in sera of guinea pigs immunized by freeze-dried preparations of anthrax antigens with various shelf lives: (1),
immediately after freeze-drying; (2) after 12 month-storage
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СТА БИ ЛИ ЗА ЦИЯ ПУ ТЕМ ЛИ О ФИ ЛИ ЗА ЦИИ ИМ МУ НО ГЕН НЫХ АН ТИ ГЕ НОВ Ba cil lus an t h ra cis
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Ab s t ract–Im mu no lo gi cal cha rac te ris tics of pre pa ra ti ons that con ta i ned rPA and alu mi num hyd ro gel or CpG-ODN as an ad ju vant have
been stu di ed. Test ani mals (mice of BALB/c line or gu i nea pigs) were im mu ni zed one or two ti mes sub cu ta neo us ly by fre e ze-dri ed or
un ly op hi li zed vac ci ne pro to ty pe pre pa ra ti on, and the ti ters of the an ti-an t h rax an ti bo di es in sera that ref lect the pre pa ra ti on ef fec ti ve ness
were me a su red by ELISA. The rPA ad sor bed on al hyd ro gel de mon s t ra ted the dec re a se in the pro tec ti ve ac ti vi ty. Fre e ze-dry ing of rPA
with CpG did not af fect the im mu no lo gi cal cha rac te ris tics of the pre pa ra ti on. The com pa ra ti ve ex pe ri ment with the use of dif fe rent cry -
op ro tec tors sho wed the ad van ta ge of the mix tu re con ta i ning suc ro se (1%) and gly ci ne (3%). The pro duct in this case lo o ked like a po ro us 
mil ky-whi te tab let that co uld be dis sol ved in 0.9% NaCl for less than a mi nu te. It was shown that the fre e ze-dry ing so mew hat re du ces the 
im mu no ge nic pro per ti es of the vac ci ne pro to ty pe; ho we ver, this re du cing is not dra ma tic. As for the sta bi li ty of the fre e ze-dri ed pre pa ra -
ti ons, it was shown that the ti ters of the an ti-PA an ti bo di es in gu i nea pigs af ter im mu ni za ti on with a fres h ly fre e ze-dri ed pro to ty pe or pre -
pa ra ti on that was sto red for 12 month at 4°C af ter fre e ze-dry ing were on the ap pro xi ma te ly si mi lar le vel. 
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