
45

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 5, С. 45-60

Bacillus anthracis – грамположительный спо-
рообразующий микроорганизм, вызывающий осо-
бо опасное зооантропонозное инфекционное забо-
левание – сибирскую язву. До середины прошлого 
столетия массовый падеж сельскохозяйственных 
животных от этой инфекции и вспышки заболева-
ния среди людей были серьезной проблемой вете-
ринарии и здравоохранения. Во второй половине 
ХХ века благодаря распространению профилак-
тических ветеринарно-санитарных и противоэпи-
демических мероприятий наметилась тенденция 
к улучшению ситуации. Однако даже при условии 

поддержания относительного благополучия на эн-
демичных территориях вспышки сибиреязвенной 
инфекции возникают постоянно [1]. Заражение че-
ловека происходит обычно при контакте с заболев-
шими животными или инфицированными продук-
тами и сырьем животного происхождения. Споры 
возбудителя способны длительно сохраняться и 
накапливаться в окружающей среде. Данные мо-
ниторинга эпидемической ситуации в России сви-
детельствуют о неуклонном росте неблагополуч-
ных по сибирской язве территорий; на настоящий 
момент их число составляет около 35 тыс. [2].
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Рекомбинантный штамм B. anthracis 55∆ТПА-1Spo− был использован для разработки и апробации 
способа одновременного получения иммуногенных сибиреязвенных антигенов – протективного 
антигена и белка S-слоя ЕА1, входящих в состав прототипа сибиреязвенной вакцины. Предлагаемый 
способ включает подготовку посевной культуры, выращивание в жидкой среде без антибиотика, 
стерилизующую фильтрацию, концентрирование, диафильтрацию и хроматографическую 
очистку на различных носителях и обеспечивает высокий выход обоих целевых продуктов. 
Показано, что очищенные антигены отдельно или в сочетании друг с другом в дозировках, в 
несколько раз превышающих иммунизирующие, не оказывают токсического действия на органы 
и ткани лабораторных животных. Незначительные изменения, выявленные при гистологическом 
исследовании, являются отражением адаптационно-компенсаторных реакций макроорганизма 
и имеют тенденцию к нормализации. Реакция иммунокомпетентных органов соответствует 
умеренным проявлениям иммуногенеза. Установлено, что добавление белка ЕА1 к рекомбинантному 
протективному антигену приводит к увеличению экспрессии генов, детерминирующих TLR 
врожденного иммунитета. Иммунизация лабораторных животных сочетанным препаратом 
обусловливает более выраженную, чем при использовании одного протективного антигена, 
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Receptors) − плацебоподобные (толл-подобные) рецепторы.
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Расширение нозоареала патогенного микроор-
ганизма может происходить вследствие климатиче-
ских изменений. Так, в 2016 г. в Ямало-Ненецком 
автономном округе на фоне крупной эпизоотии сре-
ди оленей возник очаг сибирской язвы. Ситуацию 
спровоцировало экстремально жаркое лето, способ-
ствующее оттаиванию и вскрытию забытого ското-
могильника [3]. Ликвидация последствий потребо-
вала значительного вложения средств и ресурсов: 
в профилактических мероприятиях участвовало 
946 человек,  иммунизацию против сибирской язвы 
прошли более 13 тысяч человек [4]. Не исключен 
риск заноса инфекции и с территории сопредель-
ных стран, активизации почвенных очагов в рай-
онах стихийных бедствий, а также использования 
микроорганизма в террористических целях [5].

Ключевую роль в предотвращении заболева-
емости сибирской язвой играет вакцинация дек-
ретированного контингента. Лицензированная и 
успешно применяемая живая вакцина на основе ат-
тенуированного штамма B. anthracis  СТИ-1 внесла 
неоценимый вклад в улучшение эпидемиологиче-
ской ситуации [6]. Тем не менее, мировая практи-
ка доказывает актуальность разработки еще более 
безопасных и эффективных вакцин для специфиче-
ской профилактики сибирской язвы. Исследования 
в этом направлении ведутся несколько десятилетий. 
Наибольшие успехи достигнуты в создании хими-
ческих средств иммунопрофилактики. В 2016 г. в 
США три экспериментальных вакцинных препара-
та на основе рекомбинантного протективного анти-
гена (рПА) находились на разных стадиях клини-
ческих испы таний. В соответствии с современной 
концепцией рПА является базовым компонентом 
разрабатываемой сибиреязвенной вакцины, в ре-
цептуру которой могут быть введены дополнитель-
ные иммуногены, а также вещества, активирующие 
структуры врожденного иммунитета [7].

 Основными критериями отбора кандидатов 
для создания вакцины являются высокая иммуно-
генность (способность при однократной или дву-
кратной иммунизации индуцировать выражен-
ный иммунный ответ в организме привитого) и 
низкая реактогенность (отсутствие повреждаю-
щего воздействия на органы и ткани макроорга-
низма). В РосНИПЧИ «Микроб» получен прото-
тип рекомбинантной сибиреязвенной вакцины, 
содержащей в качестве основной иммуногенной 
составляющей рПА, а в качестве дополнительно-
го компонента − белок S-слоя ЕА1.

Цель настоящего исследования – создание и 
апробация единой технологической схемы про-
изводства рПА и ЕА1 из рекомбинантного проду-

цента B. anthracis штамма 55∆TПА-1Spo− и изу-
чение влияния полученных антигенов на имму-
нологическую реактивность макроорганизма, 
органы и ткани иммунизированных лаборатор-
ных животных.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы
В работе использовали рекомбинантный ас-

порогенный штамм-продуцент рПА B. anthracis 
55∆TПА-1Spo− (КМ97, патент РФ №2321629), 
имеющий следующие фенотипическую харак-
теристику и плазмидный состав: Cap–(pXO2−), 
 Tox− (pXO1−), Кмr(pUB110PA-1). Штамм предос-
тавлен Государственной коллекцией патогенных 
бактерий ГКПБ  (РосНИПЧИ «Микроб»).

Лабораторные животные
Эксперименты проводили на мышах линии 

BALB/с (20 ± 2 г) и морских свинках (300 ± 20 г)  
из питомника РосНИПЧИ «Микроб». Биомоделей 
содержали на стандартном рационе с достаточным 
количеством воды в соответствии с требованиями 
по гуманному содержанию и использованию жи-
вотных в экспериментальных исследованиях.

Питательные среды
В работе использовали агар и бульон Хоттинге-

ра (РосНИПЧИ «Микроб»), в которые при необхо-
димости добавляли канамицин (25мкг/мл) (Sigma, 
США) и триптон (20 мг/мл) (Roeper, Германия).

Культивирование аспорогенного 
рекомбинантного штамма

Штамм B. anthracis 55∆TПА-1Spo− высе-
вали из ампул на чашки с агаром Хоттингера, 
pH 7,2−7,4, с добавлением селективного антибио-
тика (канамицина) в концентрации 25 мкг/мл и 
инкубировали при 37 °С в течение 18 ч.

Для получения бактериальной культуры I пас-
сажа по одной микробиологической петле 18-ча-
совой агаровой культуры штамма-продуцента по-
мещали в пробирки со скошенным агаром Хот-
тингера, содержащим канамицин в концентрации 
25 мкг/мл, и выращивали при температуре 37 °С 
в течение 8 ч. Затем биомассу смывали, добав-
ляя в каждую пробирку по 1 мл охлажденного 
 0,85%-ного раствора хлорида натрия, рН 7,2.

Для получения бактериальной культуры II пас-
сажа полученную микробную взвесь штамма 
B. anthracis 55∆TПА-1Spo− переносили во флако-
ны со скошенным агаром Хоттингера,  содержащим 
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канамицин (25 мкг/мл) и снова инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 18 ч. После этого ми-
кробную массу с поверхности агара смывали, до-
бавляя в каждый флакон по 3 мл охлажденного 
0,85%-ного раствора хлорида натрия, рН 7,2. Кле-
точную взвесь, собранную после обоих пассажей, 
переносили в один стерильный флакон и разводи-
ли 0,85%-ным раствором хлорида натрия, рН 7,2, 
до концентрация около 50∙109  кл / мл. Посевную 
культуру продуцента использовали в дальнейшем 
для инокуляции в ферментер из расчета 10 мл кле-
точной взвеси на 1 л среды.

Выращивание штамма B. anthracis 
55∆TПА-1Spo− в больших объемах проводили в 
пилотном ферментере с автоматическим поддер-
жанием параметров среды и рабочим объемом 
14 л. Перед выращиванием осуществляли стан-
дартные процедуры по подготовке биореакто-
ра, фильтров и очистительной системы. Загрузку 
питательной среды (бульон Хоттингера) в объе-
ме 5 л производили с помощью насоса при глу-
бине вакуума 40–53 кПа. Стерилизацию осущест-
вляли при 121 °С под давлением 110 кПа в тече-
ние 30 мин. После стерилизации и установления 
в биореакторе температурного режима 37 °С в пи-
тательную среду с соблюдением правил асепти-
ки добавляли стерильный раствор триптона до ко-
нечной концентрации не менее 20 мг/мл. Во вре-
мя выращивания культуры при температуре 37 °С 
бульон в реакторе непрерывно аэрировали возду-
хом путем перемешивания механической мешал-
кой со скоростью 150 об/мин. Количество пода-
ваемого воздуха составляло 0,5–0,6 л/мин на 1 л 
питательной среды. Через 16 ч прекращали пере-
мешивание и подачу воздуха и добавляли 2 мМ 
ЭДТА (Sigma, США) на 1 л среды, тем самым 
останавливая выращивание культуры.

Отделение клеточной биомассы  
и стерилизация культурального фильтрата

С помощью устройства для фильтрации Nal-
gene (США) емкостью 500 мл с фильтрацион-
ной мембраной 0,2 мкм небольшие объемы КЖ 
(до 1 л) стерилизовали, разделяя  на фракции куль-
турального фильтрата, содержащего рПА, и кле-
точной массы, содержащей ЕА1 (супернатант, по-
лучаемый из биомассы). При работе с большими 
объемами культуры штамма-продуцента отделе-
ние клеточной биомассы и одновременную стери-
лизацию получаемого культурального фильтрата 
осуществляли на установке с микрофильтраци-
онной мембраной Vivaflow 200 (Sartorius, Герма-
ния) с порогом отсечения 0,2 мкм. Для этого по-

сле окончания культивирования КЖ подавали в 
емкость фильтрационной установки и процесс 
концентрирования (фильтрации) осуществляли 
при оперативном давлении 250 кПа до уменьше-
ния объема обрабатываемого продукта, содержа-
щего клеточную массу, как минимум в 10 раз. От-
деленный стерильный культуральный фильтрат, 
содержащий ПА, и концентрат клеточной биомас-
сы, содержащий ЕА1, подвергали для дальней-
шей переработки после контроля специфической 
стерильности.

Выделение и хроматографическая очистка 
протективного антигена

Стерильный культуральный фильтрат разво-
дили в объемном соотношении 1:1 буфером, со-
держащим 50 мМ раствор натрия хлорида («Нева-
Реактив», Россия), 25 мМ диэтаноламин (Sigma) и 
2 мМ ЭДТА, рН 8,9. Затем раствор концентриро-
вали приблизительно в 20 раз путем фильтрации 
(оперативное давление около 250 кПа), применяя 
модуль Vivaflow 200 (Sartorius) с номинальным 
отсечением по молекулярной массе 30 кДа. Диа-
фильтрацию осуществляли на той же установке 
с использованием десятикратного объема указан-
ного буфера, добавляя его в емкость с концентри-
руемым продуктом.

Дальнейшую очистку проводили с помо-
щью хроматографической системы BioLogic Duo 
FlowTM (BioRad, США). Хроматографическую ко-
лонку размером 90 × 90 мм заполняли 100 мл смо-
лы Macro Prep 50Q (BioRad), дегазировали и про-
мывали равным объемом буфера, содержащего 
1 М раствор натрия хлорида. Затем колонку урав-
новешивали, пропуская последовательно 10 объ-
емов буфера, содержащего 25 мМ диэтанолами-
на, 50 мМ хлорид натрия, 2 мМ ЭДТА, pH 8,9, и 
1 объем того же буфера с добавлением 30 мМ рас-
твора калия хлорида, pH 8,9, со скоростью про-
тока 10 мл/мин. На колонку со смолой Macro 
Prep 50Q наносили сконцентрированный и отди-
ализованный культуральный фильтрат в объеме 
связывания смолы. Не связавшиеся с носителем 
белки проскока собирали. После этого смолу про-
мывали буфером для диафильтрации, содержа-
щим 30 мМ калий хлорид, в объеме, равном объе-
му носителя. Обе фракции объединяли.

Полученный препарат концентрировали в 
10 раз, как описано выше. Диафильтрацию осу-
ществляли, последовательно используя 10-крат-
ный объем буфера, содержащего 50 мМ хлорид 
натрия, 25 мМ диэтаноламин, 2 М ЭДТА, рН 8,9, 
и 10-кратный объем буфера, содержащего 145 мМ 
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ацетат  аммония и 2 мМ ЭДТА, pH 10,0. После 
этого препарат помещали в мелкие емкости и хра-
нили при –70 °С.

На следующем этапе хроматографическую 
колонку 25 × 800 мм заполняли носителем для 
гель-фильтрации Sephacryl-HR300 (BioRad, США)  
и уравновешивали тремя объемами буфер ного 
раствора, содержащего 0,1 М трис, 1 мМ ЭДТА и 
50 мМ хлорид натрия, рН 8,0. Систему програм-
мировали на скорость протока 2 мл/мин. Препа-
рат размораживали и наносили на колонку одно-
моментно в объеме не более 3% от объема геля. 
Концентрация белка в исходном препарате со-
ставляла не более 2,5 мг/мл. Контроль выхода 
белка осуществляли спектрофотометрически при 
длине волны 280 нм. Пробы, содержащие ПА, от-
бирали и после 10–15 хроматографических ци-
клов объединяли.

На последнем этапе осуществляли концен-
трирование рПА (приблизительно в 10 раз) с ис-
пользованием ультрафильтрационной мембраны 
Vivaflow 200 с номинальным отсечением по мо-
лекулярной массе 30 кДа или с помощью концен-
траторов Vivaspin-20 (Sartorius) с тем же диаме-
тром пор.

Степень очистки ПА определяли по результа-
там электрофореза в денатурирующих условиях в 
10%-ном полиакриламидном геле, концентрацию 
белка – по оптической плотности на спектрофото-
метре при длине волны 280 нм. Очищенный рПА 
хранили при температуре –70 °С, лиофилизован-
ный – при температуре от 0 до 8 °С.

Выделение и очистка белка S-слоя ЕА1
Для выделения ЕА1 осажденную центрифу-

гированием клеточную массу отмывали от остат-
ков среды 0,85%-ным раствором хлорида натрия. 
Биомассу (500 мл) смешивали с 50 мл экстрагиру-
ющего буфера, содержащего 5 мМ трис-гидрох-
лорид, 1% SDS и 5 мМ 2-меркаптоэтанол. По-
сле этого смесь прогревали на водяной бане при 
70 °С в течение 30 мин, остужали и центрифуги-
ровали 30 мин при 7000 g и температуре 4 °С.

Стерилизацию полученного супернатанта 
проводили на фильтрационной установке с ис-
пользованием микрофильтрационной мембра-
ны Vivaflow 200 с порогом отсечения 0,2 мкм при 
оперативном давлении около 250 кПа. Контроль 
специфической стерильности осуществляли пу-
тем посева супернатанта на твердую и жидкую 
среды (0,1 мл на чашку с агаром Хоттингера или 
в пробирку с бульоном Хоттингера) и последую-
щей инкубации при 37 °С.

На следующем этапе клеточный экстракт под-
вергали диафильтрации 10 объемами буфера, со-
держащего 0,1 М трис-гидрохлорид и 2 мМ ЭДТА, 
рН 8,0, с использованием модуля Vivaflow 200 с 
номинальным отсечением по молекулярной массе 
30 кДа. Полуфабрикат, содержащий ЕА1, сохра-
няли при температуре –70 °С.

Очистку белка ЕА1 осуществляли с приме-
нением хроматографической системы  BioLogic 
Duo FlowTM. Хроматографическую колонку 
(26×200 мм) заполняли предварительно декан-
тированным гидроксиапатитом (Sigma, США) и 
уравновешивали 10 свободными объемами буфе-
ра, содержащего 5 мМ К2HPO4/KH2PO4, рН 6,8, 
при скорости протока 10 мл/мин до регистрации 
стабильной базовой линии. Полуфабрикат размо-
раживали и наносили на колонку, после чего элюи-
ровали белок, пропуская через колонку три свобод-
ных объема линейного градиента фосфата калия 
(К2HPO4/KH2PO4) − от 0 до 1 М. Выход белков кон-
тролировали спектрофотометрически (при длине 
волны 280 нм). Содержащие ЕА1 фракции собира-
ли и после 10–15 циклов очистки объединяли.

Второй этап очистки проводили на том же но-
сителе по аналогичной методике. Очищенный бе-
лок ЕА1 подвергали диафильтрации 10 объемами 
бидистиллированной воды при температуре 4 °С с 
использованием модуля Vivaflow 200 (30 кДа). При 
необходимости препарат белка ЕА1 концентриро-
вали, помещали в сосуды малой емкости и храни-
ли при –70 °С, а после лиофилизации – при 8 °С.

Электрофорез белков
Электрофоретическое разделение белков про-

водили в 10%-ном полиакриламидном геле с SDS. 
Для этого 20 мкл каждого образца смешивали в 
соотношении 1:1 с буфером, содержащим 0,125 M 
трис-гидрохлорид, 4% SDS, 20% глицерина, 2% 
2-меркаптоэтанола и 0,03 мM бромфеноловый си-
ний (рН 6,8). Смесь прогревали при температуре 
100 °С в течение 90 с и вносили в лунки полиа-
криламидного геля (15 мкл на лунку). Электрофо-
рез проводили в вертикальной камере (Amersham, 
США) в буфере, содержащем 25 мM трис, 192 мM 
глицин и 3,5 мM SDS (рН 8,3). Гель окрашивали 
в растворе, содержащем 0,3 мM кумасси брил-
лиантовый синий, 40% этанола (ЗАО «Брынца-
лов А-Ферейн»), 7% ледяной уксусной кислоты 
(Panreac, Испания) в течение 1−2 ч. Затем гель по-
мещали в раствор, содержащий 5%-ный этанол и 
7%-ную ледяную уксусную кислоту, и инкубиро-
вали при непрерывном покачивании до появления 
видимого результата.
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Определение концентрации  
белковых препаратов 

Концентрацию белка в препаратах определя-
ли спектрофотометрически [8].

Иммуноэлектронная микроскопия
Мечение антител коллоидным золотом про-

водили по методике, описанной ранее [9]. Под-
готовку препаратов для иммуноэлектронной ми-
кроскопии осуществляли согласно процедуре, 
описанной J. Farchaus с соавт. [10] с собственны-
ми модификациями [9]. Препараты анализирова-
ли с помощью электронного микроскопа Hitachi 
 HU-12А (Япония).

Иммунизация лабораторных животных
Иммунизацию лабораторных животных осу-

ществляли подкожно в область внутренней поверх-
ности бедра однократно или двукратно с интерва-
лом в 2 нед. Разовую дозу вводили морским свинкам 
в объеме 0,5 мл, линейным мышам – 0,2 мл. Живот-
ных контрольной группы инъецировали стериль-
ным 0,9%-ным раствором натрия хлорида в объе- 
ме 0,2 мл (мышей) или 0,5 мл (морских свинок).

Выделение лимфоцитов тимуса и селезенки
Линейных мышей разделяли на группы по 

6 животных и иммунизировали тестируемы-

ми препаратами. Биомоделей контрольной груп-
пы оставляли интактными. Животных умерщв-
ляли через 4 ч после иммунизации путем церви-
кальной дислокации в соответствии с директивой 
N 2010/63/ЕС Европейского парламента и Совета 
Европейского Союза от 22 сентября 2010 г. «О за-
щите животных, использующихся для научных 
целей». Лимфоциты выделяли общепринятыми 
методами [11].

Выделение РНК из лимфоцитов тимуса  
и селезенки, обратная транскрипция и ПЦР

Лимфоциты из селезенки и тимуса, хра-
нящиеся в растворе Хэнкса при температу-
ре –70 °C, размораживали до комнатной тем-
пературы. Выделение РНК из клеток проводи-
ли, применяя комплект реагентов «РИБО-сорб» 
(«ИнтерЛабСервис», Россия) согласно инструк-
ции фирмы-производителя. Обратную транс-
крипцию осуществляли с использованием ком-
плекта «Реверта» («ИнтерЛабСервис») в со-
ответствии с инструкцией производителя. 
Препарат кДНК сохраняли не более 12 мес при 
температуре не выше –70 °С. ПЦР проводили 
с использованием праймеров к фрагментам ге-
нов, кодирующих β-актин (положительный кон-
троль) и TLR 2, 4 и 6-го типов. Праймеры для 
ПЦР, используемые в работе, имели следующую  
структуру [12]:

β-актин-F . . . . . . . . . . . . . . .5ꞌ-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3ꞌ
β-актин-R . . . . . . . . . . . . . . .5ꞌ-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3ꞌ
TLR2-F . . . . . . . . . . . . . . . . .5ꞌ-CAGCTTAAAGGGCGGGTCAG-3ꞌ
TLR2-R . . . . . . . . . . . . . . . . .5ꞌ-TGGAGACGCCAGCTCTGGCTCA-3ꞌ
TLR4-F . . . . . . . . . . . . . . . . .5ꞌ-AGTGGGTCAAGGAACAGAAGCA-3ꞌ
TLR4-R . . . . . . . . . . . . . . . . .5ꞌ-CTTTACCAGCTCATTTCTCACC-3ꞌ
TLR6-F . . . . . . . . . . . . . . . . .5ꞌ-AGTGCTGCCAAGTTCCGACA-3ꞌ
TLR6-R . . . . . . . . . . . . . . . . .5ꞌ-AGCAAACACCGAGTATAGCG-3ꞌ

Олигонуклеотидные праймеры синтезирова-
ли в РосНИПЧИ «Микроб» на автоматическом 
синтезаторе «ДНК АSМ-800» («Биоссет», Рос-
сия). Амплификацию фрагментов генов прово-
дили на программируемом амплификаторе «Тер-
цик» («ДНК-технология», Россия) по следующей 
схеме: 1 цикл – 95 °С, 5 мин; 30 циклов – 95 °С, 
1 мин; 1 цикл – 60 °С, 1 мин; 1 цикл –72 °С, 1 мин  
и завершающий цикл − 5 мин,72 °С. Для электро-
форетического анализа ПЦР-продуктов в 2%-ном 
агарозном геле использовали горизонтальную ка-
меру (BioRad).

Определение пролиферативной 
активности иммунокомпетентных клеток  
цитофлуориметрическим методом

Фиксированные в этиловом спирте лимфоци-
ты тимуса и селезенки лабораторных животных 
осаждали центрифугированием при 250–300 g в 
течение 10 мин. К полученному осадку добавля-
ли калий-фосфатный буфер, pH 7,3 ± 0,1, содержа-
щий 50 мкг/мл пропидия иодида (Thermo Fisher 
Scientific, США), 100 мкг/мл РНКазы (Fermentas, 
США) и 0,1%-ный тритон Х-100 (Sigma).  После 
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15–20 мин экспозиции образцы смеси анализи-
ровали на проточном цитофлуориметре Dako 
Cytomation марки Cyan ADP (Dako Cytomation, 
Дания). Учет результатов осуществляли в соот-
ветствии с протоколом фирмы-производителя 
оборудования и реагентов.

Апоптоз оценивали по накоплению гиподипло-
идных клеток (< 2С ДНК на клетку) в пике, распо-
лагающемся левее пика, соответствующего дипло-
идным клеткам. Активацию иммунокомпетентных 
клеток определяли по их числу на этапе пролифе-
рации, включающем стадии S+G2+M клеточно-
го цикла (> 2С ДНК на клетку). Определяли так-
же соотношение количества клеток, находящихся 
в стадии апоптоза и пролиферации. Значение дан-
ного индекса меньше единицы свидетельствовало 
об отсутствии повреждающего действия исследу-
емых препаратов на иммунокомпетентные клетки.

Положительным контролем при определении 
цитотоксичности антигенных препаратов in vitro 
служили образцы цельной дефибринированной 
крови человека (здорового донора, 3 мл), в кото-
рые добавляли сибиреязвенные антигены (рПА 
или ЕА1) в количестве 10 мкг в стерильном физи-
ологическом растворе. В пробирки с отрицатель-
ным контролем вносили вместо антигенов физио-
логический раствор. Инкубацию проводили в те-
чение 1 сут при 37 ºС. Цитофлуориметрический 
контроль осуществляли, как описано выше.

После инкубации антигенных препаратов с 
дефибринированной кровью лейкоциты выделяли 
и окрашивали раствором, содержащим митрами-
цин и бромид этидия (Sigma).

Морфологические и гистологические 
исследования

Для определения токсичности по морфологи-
ческим показателям иммунизированных морских 
свинок умерщвляли хлороформом в установлен-
ные сроки (по три особи одновременно). После 
вскрытия проводили осмотр и выполняли макро-
метрическое исследование массы и размеров ор-
ганов животных.

Для гистологического исследования отбирали 
ткани печени, сердца, легких, почек, надпочечни-
ков, кожи, тимуса, селезенки, регионарных и от-
даленных лимфатических узлов животных. Ги-
стологический материал фиксировали в 10%-ном 
водном растворе нейтрального формалина. Даль-
нейшую обработку проводили по стандартной ме-
тодике [13], готовые полутонкие срезы окрашивали 
гематоксилином и эозином (Merck, США). Мате-
риал просматривали в микроскопе Olympus CX31 

при увеличении в 40−200 раз. Морфометрические 
характеристики оценивали с помощью денсито-
морфометрической программы аппаратно-прог- 
раммного комплекса «МЕКОС-Ц» (версия 2.1.0.0).

В почках определяли среднее количество клу-
бочков в поле зрения среза, в печени– число звезд-
чатых ретикулоэндотелиоцитов (клеток Купфера) 
в поле зрения среза, в лимфоидных органах − ко-
личество лимфатических фолликулов.

Количество почечных телец (клубочков) в изме-
ненном функциональном состоянии (полнокровие 
капиллярной сети, сморщенные клубочки, отек со-
судистых петель) представляли в процентном отно-
шении к числу клубочков без видимых изменений.

Активность лимфоидных органов характери-
зовали полуколичественным методом (в баллах от 
0 до 3). За 0 баллов принимали отсутствие актив-
ности; за 1 балл – слабо выраженную активность; 
за 2 балла – умеренно выраженную активность; 
за 3 балла – резко выраженную активность. Тест 
на фолликулы лимфатических узлов (В-зон) оце-
нивали в 3 балла, если эти зоны имели так назы-
ваемые светлые центры, богатые бластными фор-
мами клеток в стадии митоза и макрофагами, со-
держащими осколки ядер. На среднюю степень 
активности фолликулов (2 балла) указывали уве-
личение в светлых центрах числа эпителиоидных 
клеток и четкий периферический ободок из ма-
лых лимфоцитов вокруг центров. В фолликулах 
со слабой активностью (1 балл) светлые центры 
содержали мало клеток (характеризовались «запу-
стением») и были окружены широкой мантийной 
зоной из малых лимфоцитов. Фолликулы без свет-
лых центров считались неактивными (0 баллов).

Активность мозговых тяжей В-зон, а так-
же Т-зон (паракортикальных) считалась нулевой 
(0 баллов), если в них отсутствовала гиперплазия 
клеток. Преобладание бластных форм обуслов-
ливало оценку активности в 3 балла; смешанный 
состав (бласты и неактивированные лимфоциты 
либо зрелые плазматические клетки) – в 2 балла; 
преобладание неактивированных клеток с малым 
числом бластных элементов − в 1 балл.

Аналогичный подход применяли для оценки 
активности Т- и В-зон в селезенке, где нарастание 
гиперпластической активности, как и в лимфати-
ческих узлах, может сопровождаться увеличени-
ем размеров этих структур.

Статистические методы
Статистическую обработку экспериментальных 

данных осуществляли с применением стандарт-
ных методов: вычисление средней  арифметической 
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 абсолютных и относительных величин (М), сред-
ней ошибки средней арифметической (m) и коэф-
фициента достоверности различия средних (t).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выделение и очистка рПА и ЕА1 
из аспорогенного рекомбинантного 
штамма-продуцента

Штамм-продуцент Bacillus anthracis 
55∆TПА-1Spo−, не образующий споры, не синте-
зирующий факторы патогенности сибиреязвен-
ного микроба (отечный и летальный факторы, 
капсула) и хранящийся в ГКПБ в лиофилизован-
ном состоянии, высевали из ампул и пассирова-
ли дважды на средах с канамицином для полу-
чения достаточного количества биомассы. Даль-
нейшее выращивание проводили без добавления 
селективного антибиотика, что важно, исходя из 
перспективы использования целевых продуктов в 
составе препарата для вакцинации людей.  Куль-
тивирование продуцента осуществляли в течение 
16 ч при температуре 37 °С в бульоне Хоттингера, 
содержащем в качестве дополнительного ингре-
диента триптон: данные условия были подобра-
ны нами ранее с целью эффективной продукции 
рПА и снижения риска деградации белковых мо-
лекул под действием собственных протеолитиче-
ских ферментов штамма [14].

На следующем этапе в процессе стерилизую-
щей фильтрации происходило разделение культу-
рального фильтрата и клеточной массы. Стериль-
ный культуральный фильтрат использовали для 
выделения рПА, а из концентрированной биомас-
сы экстрагировали белок ЕА1. Очищенный препа-
рат рПА получали при помощи последовательных 
этапов концентрирования, диафильтрации и двух-
ступенчатой хроматографии на ионообменном но-
сителе и носителе для гель-фильтрации. Выделе-
ние белка ЕА1 из супернатанта, образовавшегося 
после центрифугирования разрушенной клеточной 
массы, и его очистку осуществляли при помощи 
последовательных этапов диафильтрации и двух-
ступенчатой ионообменной хроматографии с при-
менением в качестве носителя гидроксиапатита.

Электрофоретическая подвижность белка, по-
лученного из культурального фильтрата, соответ-
ствовала молекулярной массе ПА сибиреязвен-
ного микроба − 83 кДа (рис. 1). Степень очист-
ки белка была не менее 85%; его концентрация в 
очищенном и сконцентрированном препарате со-
ставляла 10 мг/мл, а выход − 128 мг ПА на 1 л КЖ 
рекомбинантного штамма-продуцента.

Электрофоретическая подвижность белка, вы-
деленного из супернатанта разрушенной клеточ-
ной массы, соответствовала молекулярной мас-
се белка ЕА1 сибиреязвенного микроба − 94 кДа 
(см. рис. 1); степень очистки составляла 95%. 
Концентрация белка в очищенном препарате была 
равна 3,4 мг/мл, а выход составил 50 мг белка ЕА1 
на 1 л КЖ продуцента. В реакции иммуноблотин-
га со специфичными антителами к ПА и ЕА1 на 
уровне электрофоретической подвижности белков 
отмечали образование детектируемого иммунного 
комплекса. Иммунореактивность очищенных про-
теинов подтверждали также результатами ИФА с 
антителами к ПА и ЕА1 (данные не приведены).

Ранее [9] мы выделяли белок ЕА1 из бес-
плазмидного производного вакцинного штамма 
B. anthracis СТИDТ. Были получены убедительные 
доказательства его принадлежности к структурам 
S-слоя возбудителя сибирской язвы. Аминокислот-
ный анализ продемонстрировал характерное для 
бактериальных S-слоев соотношение полярных и 
неполярных аминокислот (66 и 34%, соответствен-
но), равные доли (соответственно 20 и 20,8%) кис-
лых и основных аминокислот, а  также типичное для 
белков S-слоя сибиреязвенного микроба отсутствие 
метионина и цистеина. Исследование ультраструк-
туры выявило паракристаллическое строение белка 
ЕА1 с симметричным расположением пор [9].
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Рис. 1. Электрофорез очищенных препаратов ЕА1 
(дорожка 1) и рПА (дорожка 2); выделенных из 
штамма B. anthracis 55∆TПА-1Spo−; дорожка 3 − 
маркеры молекулярной массы PageRulerTM Unstained 
Protein Ladder, Thermo Scientific

Fig. 1. Electrophoresis of purified preparations of ЕА1 
(lane 1) and rPA (lane 2) isolated from B. anthracis 
55∆TПА-1Spo− strain; lane 3, MM markers (PageRul-
erTM Unstained Protein Ladder, Thermo Scientific)
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Для подтверждения вышеописанных характе-
ристик белка ЕА1, полученного в настоящей ра-
боте из рекомбинантного штамма-продуцента 
B. anthracis 55∆TПА–1Spo−, проводили иммуноэ-
лектронную микроскопию с меченными коллоид-
ным золотом иммуноглобулинами, специфичными 
к белку ЕА1. Клетки штамма B. anthracis SterneDT 
после взаимодействия с указанными иммуногло-
булинами были сплошь покрыты непроницае-
мой для электронов меткой, при этом внутренние 
структуры становились неразличимыми (рис. 2). 
Отдельные гранулы были видны только в разре-
женных местах, преимущественно по краю и в 
межклеточном пространстве, и только на конгло-
мератах другого белка S-слоя − Sap, продуцируе-
мого сибиреязвенным штаммом в среду и облада-
ющего высокой степенью гомологии с ЕА1.

Таким образом, успешно апробирована еди-
ная технологическая схема получения рПА и 
ЕА1 из рекомбинантного продуцента B. anthracis 
55∆TПА-1Spo−, не образующего споры и не син-
тезирующего факторы патогенности сибире-
язвенного микроба. Реализация способа обеспе-
чивает высокий выход и качество обоих целевых 
антигенов.

Влияние антигенов, полученных из 
рекомбинантного штамма, 
на иммунологическую реактивность 
макроорганизма

Защита макроорганизма от патогенов опосре-
дуется скоординированным действием двух зве-
ньев иммунной системы – врожденного и приобре-
тенного. Стимуляция структур врожденного имму-
нитета инициирует каскад реакций, запускающих 

развитие адаптивного иммунитета. В этой связи 
изучали экспрессию генов, кодирующих толл-по-
добные рецепторы (TLR), в иммунокомпетент-
ных клетках экспериментальных животных, им-
мунизированных сибиреязвенными антигенами.

Мышей линии BALB/c иммунизировали од-
нократно рПА (10 мкг) или рПА с добавлением 
ЕА1 (10 мкг + 5 мкг). Для выяснения способно-
сти препаратов взаимодействовать со структура-
ми врожденного иммунитета через 4 ч после им-
мунизации из тимуса и селезенки биомоделей вы-
деляли лимфоциты. Полученный после обратной 
транскрипции материал использовали для поста-
новки ПЦР с праймерами к последовательностям 
генов TLR 2, 4 и 6-го типов. В качестве положи-
тельного контроля использовали результаты ПЦР 
с праймерами к гену домашнего хозяйства, коди-
рующему β-актин. Установлено, что добавление 
ЕА1 к рПА (без адъювантов) повышало экспрес-
сию генов исследованных типов TLR (рис. 3, до-
рожки 2, 4, 6, 8, 11, 13).

Влияние полученных из рекомбинантного 
штамма-продуцента антигенов на иммунную си-
стему биомоделей оценивали по пролифератив-
ной активности лимфоцитов органов централь-
ного и периферического иммуногенеза. Мышей 
линии BALB/c (по шесть особей в группе) имму-
низировали однократно подкожно препаратами 
рПА или рПА с добавлением ЕА1 в дозе 10 мкг. 
Контролем служили интактные животные. Пробы 
тимуса и селезенки забирали через 4 ч, на 1, 3, 7 
и 14-е сутки после иммунизации. Процентное со-
отношение тимоцитов и спленоцитов в фазах кле-
точного деления регистрировали с помощью про-
точного цитофлуориметра.

а b
Рис. 2. Иммуноэлектронная микроскопия клеток штамма B. anthracis SterneDT с мечеными антителами к белку ЕА1 
(выделенному из штамма B. anthracis 55∆TПА-1Spo−) (a) и те же клетки без обработки указанными антителами (b). 
Увеличение × 20000

Fig. 2. Immunoelectron microscopy of B. anthracis SterneDT strain cells with labeled antibodies to EA1 protein isolated from 
B. anthracis 55∆TПА-1Spo−strain (a) and same cells without treatment by above antibodies (b). Enlargement of × 20,000
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При иммунизации мышей рПА апоптозная и 
пролиферативная активность клеток тимуса су-
щественно не отличалась от аналогичных показа-
телей в группе контроля во все сроки исследова-
ния (табл. 1). В пробах селезенки, взятых через 
4 ч, на 1-е и 3-и сутки, число пролиферирующих 

спленоцитов также приблизительно соответство-
вало контрольным значениям. Однако на 7-е и 
14-е сутки регистрировали небольшое повыше-
ние пролиферативной активности клеток селе-
зенки − до 33,7 ± 1,6% и 33,7 ± 2,4% при значе-
нии 27,7 ± 1,6% в контрольных пробах, что может 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Рис. 3. ПЦР-анализ влияния полученных антигенов на экспрессию генов, кодирующих TLR врожденного иммуните-
та в клетках тимуса и селезенки мышей, иммунизированных рПА (дорожки 1, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 16) и рПА + ЕА1 (до-
рожки 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17). Результаты ПЦР с праймерами к фрагментам генов, кодирующих: дорожки 1–4 – TLR 
2-го типа (амплифицируемый фрагмент размером 380 пн); дорожки 5–8 –TLR 4-го типа (311 пн); дорожки 10–13 –
TLR 6-го типа (520 пн); 14–17– β-актин (348 пн, положительный контроль). Дорожка 9 – маркеры молекулярной мас-
сы (O’ GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus ready-to-use) 

Fig. 3. PCR analysis of the effect of obtained antigens on expression of genes encoding TLR of innate immunity in thymus 
and spleen cells of mice immunized by rPA (lanes 1, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 16) or rPA + EA1 (lanes 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17). PCR 
results with primers to fragments of genes encoding: lanes 1–4 – TLR type 2 (amplified fragment of 380 bp); lanes 5–8 – TLR 
type 4 (311 bp); lanes 10–13 – TLR type 6 (520 пн); lanes 14–17 – β-actin (348 bp, positive control). Lane 9, MM markers 
(O’ GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus ready-to-use)

Та бл и ц а  1
Соотношение тимоцитов и спленоцитов в стадии пролиферации и апоптоза у мышей,  
иммунизированных рПА

Ratio of thymocytes and splenocytes at the stages of proliferation and apoptosis in rPA-immunized mice

Иммунизирующий 
препарат

Время после 
иммунизации

Доля 
пролиферирующих 

клеток, %

Доля апоптозных 
клеток, %

Соотношение числа 
клеток на стадии 
апоптоза и роста 

Тимус
Контроль − 28,7 ± 1,5 3,6 ± 0,3 0,12

ПА (10 мкг)

4 ч 32,4 ± 0,8 3,2 ± 0,3 0,10
1 сут 32,8 ± 0,9 2,8 ± 0,2 0,09
3 сут 30,1 ± 1,3 2,3 ± 0,5 0,08
7 сут 30,9 ± 2,7 3,1 ± 0,5 0,10
14 сут 26,6 ± 0,7 2,8 ± 0,2 0,10

Селезенка
Контроль − 27,7 ± 1,6 2,8 ± 0,3 0,10

ПА (10 мкг)

4 ч 25,5 ± 2,5 4,5 ± 0,8 0,18
1 сут 24,2 ± 0,8 4,4 ± 1,2 0,18
3 сут 22,7 ± 1,9 5,8 ± 1,4* 0,25
7 сут 33,7 ± 1,6 5,2 ± 1,3 0,15
14 сут 33,7 ± 2,4 2,4 ± 0,4 0,07

*Достоверность различий в эксперименте по сравнению с контролем р < 0,05 (reliability of differences between experimental and 
control data р < 0,05).

348 пн

пн
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быть обусловлено пролиферацией В-клеток и про-
дукцией антител. Введение мышам рПА несколь-
ко повышало также апоптозную активность спле-
ноцитов – до максимального значения 5,8 ± 1,4 на 
3-и сутки. Однако во всех случаях соотношение 
клеток селезенки в стадии апоптоза и пролифера-
ции не превышало единицы (от 0,08 до 0,25), что 
свидетельствует об отсутствии повреждающего 
действия рПА на иммунокомпетентные клетки.

При иммунизации мышей белком ЕА1 во все 
сроки исследования количество тимоцитов в состо-
янии апоптоза и пролиферации также существен-
но не отличалась от аналогичных показателей в 
группе контроля (табл. 2). В то же время, введение 
ЕА1 лабораторным животным сопровождалось 
увеличением числа апоптозных клеток селезен-
ки на 7-е сутки после иммунизации − до 9,5 ± 2,8% 
(при 2,8 ± 0,3% в контрольных образцах). Тем не 
менее, к концу срока наблюдения данный показа-
тель снижался до значения 3,7 ± 0,5%. В продолже-
ние всего эксперимента соотношение клеток ти-
муса и селезенки на стадии апоптоза и пролифера-
ции было существенно меньше единицы, находясь 
в пределах от 0,09 до 0,29.

Оценку повреждающего действия рПА и ЕА1 
в экспериментах in vitro осуществляли методом 

проточной цитофлуориметрии на основе монито-
ринга состояния апоптоза у индуцированных лей-
коцитов крови человека. После инкубации анти-
генных препаратов с дефибринированной кровью 
лейкоциты выделяли и окрашивали раствором, 
содержащим митрамицин и бромид этидия. По 
результатам исследования не было выявлено сви-
детельств повреждающего действия тестируемых 
антигенов в отношении форменных элементов 
крови человека (данные не приведены).

Таким образом, установлено, что рПА и белок 
ЕА1 не оказывают повреждающего действия на 
клетки иммунокомпетентных органов лаборатор-
ных животных и одновременно достоверно повы-
шают экспрессию генов, кодирующих TLR 2, 4 и 
6-го типов врожденного иммунитета.

Исследование токсикологической 
безопасности антигенов, полученных из 
рекомбинантного штамма 55∆ТПА–1Spo−

Для оценки токсичности антигенных препара-
тов мышей линии BALB/c (по 10 особей в группе) 
иммунизировали рПА или ЕА1 однократно под-
кожно дозой 50 мкг; морским свинкам с той же це-
лью рПА или ЕА1 вводили по 100 мкг. Указанные 
количества в 4–10 раз  превышали  однократные 

Та бл и ц а  2
Соотношение тимоцитов и спленоцитов в стадии пролиферации и апоптоза у мышей,  
иммунизированных ЕА1

Ratio of thymocytes and splenocytes at the stages of proliferation and apoptosis in EA1-immunized mice

Иммунизирующий 
препарат

Время после 
иммунизации

Доля 
пролиферирующих 

клеток, %

Доля апоптозных 
клеток, %

Соотношение числа 
клеток на стадии  
апоптоза и роста 

Тимус
Контроль − 28,7 ± 1,5 3,6 ± 0,3 0,12

ЕА1 (10 мкг)

4 ч 31,4 ± 1,5 3,1±0,4 0,10
1 сут 30,5 ± 0,4 2,8 ± 0,6 0,09
3 сут 28,1 ± 2,2 3,2 ± 0,8 0,11
7 сут 30,3 ± 0,6 3,2 ± 0,4 0,10
14 сут 29,7 ± 1,1 2,6 ± 0,1 0,09

Селезенка
Контроль − 27,7 ± 1,6 2,8 ± 0,3 0,10

ЕА1 (10 мкг)

4 ч 31,0 ± 1,5 6,6 ± 0,6* 0,21
1 сут 21,4 ± 2,0 2,8 ± 0,3 0,13
3 сут 18,6 ± 0,5 5,3 ± 0,6 0,29
7 сут 32,5 ± 1,0 9,5 ± 2,8* 0,29
14 сут 26,7 ± 2,1 3,7 ± 0,5 0,14

*Достоверность различий в эксперименте по сравнению с контролем р < 0,05 (reliability of differences between experimental and 
control data р < 0,05).
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дозы антигенов, используемые для иммунизации 
данных видов лабораторных животных (для мор-
ских свинок – 25,5 мкг рПА и 12,75 мкг ЕА1; для 
мышей – 10 мкг рПА и 5 мкг ЕА1). Ни в одном 
из случаев в течение 2 нед наблюдения не отмеча-
ли гибели животных, снижения массы их тела или 
нарушений общего состояния. 

Чтобы оценить воздействие антигенов на ор-
ганы и ткани макроорганизма проводили патомор-
фологическое исследование. Для этого морских 
свинок (по шесть особей в группе) иммунизиро-
вали подкожно однократно 50 мкг рПА (1-я груп-
па) или 50 мкг рПА и 25,5 мкг ЕА1 (2-я группа). 
Контролем служили интактные морские свинки. 
Анализ гистологических изменений проводили 
на 1, 3, 7, 21 и 27-е сутки после иммунизации.

Введение антигенных препаратов морским 
свинкам не влияло на их общее состояние. За вре-
мя наблюдения масса их тела естественным обра-
зом несколько увеличивалась.

В 1-е сутки наблюдения в месте введения пре-
паратов отмечали незначительный отек подкож-
ной клетчатки и очаговую инъекцию сосудов. 
При гистологическом исследовании на фоне уме-
ренного отека и очагового полнокровия сосудов 
подкожной клетчатки выявляли небольшие участ-
ки лимфоцитарной инфильтрации дермы, более 
выраженные у животных, иммунизированных 
только рПА. В обеих группах в материале от жи-
вотных, взятом во все сроки после иммунизации, 
изменений в месте введения не наблюдали, при 

гистологическом исследовании полностью отсут-
ствовал экссудативно-инфильтративный компо-
нент (данные не приведены).

Со стороны паренхиматозных органов при ма-
кроскопическом исследовании за весь период на-
блюдения не отмечали значимого изменения их 
массы и размеров, грубых дистрофических изме-
нений, инфильтративных процессов или резкого 
нарушения кровенаполнения сосудов. В течение 
первых семи суток при гистологическом исследо-
вании регистрировали признаки умеренного функ-
ционального напряжения клеток паренхимы пече-
ни, почек, кардиомиоцитов на фоне очаговых явле-
ний полнокровия сосудов (данные не приведены).

В почках лабораторных животных, иммуни-
зированных только рПА, описанные изменения 
были более выраженными (рис. 4a): встречались 
отдельные клетки эпителия извитых канальцев в 
состоянии гидропической дистрофии, отмечалась 
очаговая лимфоцитарная инфильтрация стромы 
у отдельных животных. У морских свинок этой 
группы изменения гломерулярного аппарата чаще 
характеризовались умеренным полнокровием ка-
пиллярных петель сосудистых клубочков почеч-
ных телец. Так, в 1-е сутки наблюдения количе-
ство почечных телец с полнокровием капилляров 
у морских свинок, иммунизированных рПА, до-
стигало 52% (при контрольных значениях от 4 до 
6%), затем постепенно снижалось и к 7-м суткам 
не превышало 20%. В группе лабораторных жи-
вотных, иммунизированных рПА + ЕА1 (рис. 4b), 

Рис. 4. Срезы почек морских свинок (окраска гематоксилин-эозином) в различные сроки после подкожной иммуниза-
ции животных полученными антигенами: a − рПА, 1-е сутки. Видны очаговые дистрофические изменения эпителия 
извитых канальцев и умеренное полнокровие капиллярных петель сосудистого клубочка почечного тельца (увеличе-
ние × 100); b − рПА + EA1, 3-и сутки. Видны клетки слущенного эпителия в просвете канальцев (увеличение × 200)

Fig. 4. Slices of guinea pig kidney (staining with hematoxylin-eosin) at various times after subcutaneous immunization of 
test animals with obtained antigens: (a), rPA, 1st day. Focal distrophic changes of kidney convoluted tubules and moderate 
plethora of capillary loops of vesicular gland of renal corpuscle are seen (enlargement of × 100); (b), rPA + EA1, 3rd day. 
Squamous epithelial cells in lumen of tubules are seen (enlargement of ×200)

а b
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соответствующие значения оказались значитель-
но ниже: в 1-е сутки – 32%, а на 7-е сутки – 7%. 
Описанные изменения гломерулярного аппара-
та не сопровождались уменьшением количества 
функционально активных почечных телец в поле 
зрения среза. В обеих группах этот показатель 
был даже несколько выше, чем у контрольных ин-
тактных животных. В группе морских свинок, им-
мунизированных рПА, на протяжении всего пе-
риода наблюдения он находился в пределах от 
7,9 ± 3,2 до 6,4 ± 2,38; в другой группе животных, 
иммунизированных сочетанием рПА и ЕА1 − от 
9,8 ± 1,82 до 6,6 ± 3,16. При этом контрольное зна-
чение составляло 6,3 ± 1,17.

В печени у иммунизированных животных обе-
их групп с 1-х по 3-и сутки отмечали умеренный 
застой в системе циркуляции крови (полнокровие 
внутридольковых синусоидальных гемокапилля-
ров) и системе оттока (полнокровие центральных 
вен). Описанные изменения сочетались с функ-
циональным напряжением светлых гепатоцитов 
центра печеночных долек. Однако к 7-м суткам 
морфологические характеристики функциональ-
ных структур органа у иммунизированных и ин-
тактных морских свинок достоверно не различа-
лись (данные не приведены).

При использовании обоих препаратов для им-
мунизации в печени наблюдали увеличение ко-
личества клеток Купфера, свидетельствующее о 
функциональной активации ретикулоэндотелиаль-
ной системы. У морских свинок, иммунизирован-
ных рПА, количество этих элементов за первые 
7 сут достигало значения 21,5 ± 2,1, что в 3 раза 
превышало аналогичный показатель в группе ин-

тактного контроля 6,7 ± 0,94. В последующие сро-
ки количество клеток Купфера несколько снижа-
лось до значения 13,0 ± 1,29. В пробах от морских 
свинок, получивших рПА с ЕА1, в течение всего 
периода наблюдения количество клеток Купфера 
было в 2 раза больше контрольных значений.

Со стороны сердца и легких изменения были в 
допустимых пределах на всем протяжении наблю-
дения в обеих группах. В сердце были видны оча-
говое функциональное напряжение кардиомиоци-
тов (очаговая зернистая дистрофия) и умеренное 
полнокровие капиллярной сети. При гистологи-
ческом исследовании легких на фоне чередования 
участков с неравномерной воздушностью легоч-
ной ткани встречались полнокровные сосуды.  
У единичных животных отмечали перибронхи-
альную лимфогистиоцитарную реакцию (рис. 5).

Общая стресс-реакция организма на введение 
рПА и рПА + ЕА1 заключалась в некотором сни-
жении массы надпочечников в первые 3 сут на-
блюдения, более выраженном у морских свинок 
1-й группы: для правого надпочечника до значе-
ния (0,06 ± 0,005) г при контрольном показателе 
(0,12 ± 0,03) г, для левого надпочечника до значе-
ния (0,035 ± 0,005) г при контрольном показателе 
(0,07 ± 0,05) г (табл. 3).

При гистологическом исследовании надпочеч-
ников тест-животных отмечали умеренное расши-
рение пучковой зоны с изменением ядерно-цито-
плазматического соотношения у отдельных клеток, 
очаговое опустошение клеток клубочковой зоны и 
некоторое снижение феохромии мозгового веще-
ства на фоне нормального соотношения коркового 
и мозгового веществ органа.  Описанные  изменения 

а b
Рис. 5. Срезы легких морских свинок (окраска гематоксилин-эозином) на 21-е сутки после подкожной иммунизации 
животных полученными антигенами: a – рПА (видна перибронхиальная лимфогистиоцитарная реакция); b – рПА + 
ЕА1, без видимых изменений. Увеличение × 100.

Fig. 5. Slices of guinea pig lungs (staining with hematoxylin-eosin) on 21st day after subcutaneous immunization of test an-
imals with obtained antigens: (a), rPA, peribronchial lymphohistiocyte reaction is seen; (b), rPA + ЕА1, no visible changes. 
Enlargement of × 100
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также были более выражены у лабораторных жи-
вотных, иммунизированных только рПА. В це-
лом умеренное напряжение клеток, обеспечива-
ющих синтез кортикостероидов и минералокор-
тикоидов, на фоне незначительного «истощения» 
хромаффинной системы укладывалось по объему, 
характеру, срокам развития и угасания в картину 
стресс-реакции биомодели на вводимый препарат.

Ни в одном из случаев не отмечали угнетения 
функции лимфоидных органов. На 21-е сутки у 
иммунизированных морских свинок обеих групп 
наблюдали увеличение массы селезенки более чем 
в 1,5 раза по сравнению с массой органов у кон-
трольных животных (до значений (1,39 ± 0,015) г 
и (1,28 ± 0,1) г против (0,8 ± 0,09) г). В эти же сро-
ки возрастание массы тимуса почти в 2 раза отме-
чали только у морских свинок, иммунизирован-
ных рПА + ЕА1 (до значения (0,75 ± 0,05) г при 
контрольном показателе (0,42 ± 0,15) г). Гистоло-
гическое исследование показало умеренную ги-
перплазию фолликулярных структур. На 27-е сут-
ки масса селезенки и тимуса у животных в экспе-
рименте и в контроле различалась незначительно.

Гистологическое исследование тимуса жи-
вотных при нормальном соотношении корково-
го и мозгового вещества выявило в обеих группах 
умеренные гиперпластические процессы со сто-
роны лимфоидных элементов и относительную 

активацию митотической активности в мозговом 
веществе, начиная после 7-х суток, с уменьшени-
ем указанных проявлений к 27-м суткам (данные 
не приведены).

Изменения в регионарных лимфатических уз-
лах у животных, иммунизированных рПА, харак-
теризовались планомерным увеличением массы 
органа в период с 1-х суток ((0,035 ± 0,015) г) до 
7-х суток ((0,06 ± 0,01) г) с возвратом к исходно-
му значению на 27-е сутки. У контрольных мор-
ских свинок масса регионарных лимфатических 
узлов составила ((0,01 ± 0,00) г), что в 6 раз мень-
ше максимального показателя для иммунизиро-
ванных животных. Масса отдаленных лимфати-
ческих узлов также увеличивалась с 1-х суток 
((0,025 ± 0,005) г) по 7-е сутки ((0,06 ± 0,005) г) и 
уменьшалась к 27-м суткам ((0,045 ± 0,005) г). Та-
ким образом, максимальное значение в экспери-
менте различалось с контрольным ((0,03 ± 0,01) г) 
в 2 раза.

Масса регионарных лимфатических узлов у жи-
вотных, иммунизированных рПА + ЕА1, увеличи-
валась вдвое, начиная с 1-х суток ((0,04 ± 0,001) г) до 
21-х суток ((0,08 ± 0,001) г), и почти возвращалась к 
исходному значению на 27-е сутки ((0,045 ± 0,005) г). 
Максимальный показатель превышал контрольный 
в 8 раз. Для отдаленных лимфатических узлов от-
мечали сходную тенденцию, но значение массы 

Та бл и ц а  3
Масса органов морских свинок (г), иммунизированных рПА и рПА + ЕА1

Weight (g) of organs of guinea pigs immunized by rPA or rPA + EA1

 Время после 
иммунизации

Надпочечник
Селезенка Тимус РЛУ ОЛУ

правый левый
Контроль 0,12 ± 0,03 0,07 ± 0,05 0,8 ± 0,09 0,42 ± 0,15 0,01 ± 0 0,03 ± 0,01

Иммунизация рПА
1 сут 0,060 ± 0,005* 0,035 ± 0,005* 0,36 ± 0,02* 0,35 ± 0,01 0,035 ± 0,015* 0,025 ± 0,005
3 сут 0,070 ± 0,001* 0,055 ± 0,001 0,36 ± 0,025* 0,18 ± 0,04* 0,060 ± 0,01* 0,035 ± 0,005
7 сут 0,060 ± 0,005* 0,060 ± 0,005 0,37 ± 0,03* 0,12 ± 0,005* 0,075 ± 0,015* 0,060 ± 0,005*

21 сут 0,065 ± 0,005 0,070 ± 0,005 1,39 ± 0,015 0,11 ± 0* 0,050 ± 0,01* 0,050 ± 0,01
27 сут 0,090 ± 0,03 0,090 ± 0,03 0,49 ± 0,02 – 0,035 ± 0,005* 0,045 ± 0,005

Иммунизация рПА + ЕА1
1 сут 0,060 ± 0,025* 0,060 ± 0,001 0,42 ± 0,13 0,14 ± 0,01* 0,040 ± 0,001* 0,050 ± 0,005
3 сут 0,055 ± 0,005* 0,060 ± 0,001 0,44 ± 0,03 0,18 ± 0,08* 0,040 ± 0,005* 0,035 ± 0,015
7 сут 0,090 ± 0,005 0,070 ± 0,02 0,37 ± 0,03* 1,29 ± 0,12 0,035 ± 0,002* 0,011 ± 0,009*

21 сут 0,085 ± 0,005 0,075 ± 0,005 1,28 ± 0,1 0,75 ± 0,05 0,080 ± 0,001* 0,900 ± 0,001*

27 сут 0,075 ± 0,005 0,085 ± 0,005 0,51 ± 0,025 0,17 ± 0,02* 0,045 ± 0,005* 0,040 ± 0

Примечание: РЛУ – регионарные лимфатические узлы; ОЛУ – отдаленные лимфатические узлы.
*достоверность различий по сравнению с контролем р < 0,05 (reliability of differences between experimental and control data р < 0,05).
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 органа на 21-е сутки ((0,9 ± 0,001) г), превышало 
исходное ((0,05 ± 0,005) г) в 18 раз, а контрольное  
значение – в 30 раз.

Изменения в органах периферической иммун-
ной системы, обусловленные иммуногенетически-
ми процессами, проявлялись в виде последователь-
ной активации Т- и В-зон. В селезенке и лимфати-
ческих узлах у подопытных животных наблюдали 
умеренное нарастание пролиферативной активно-
сти от 1 до 3 баллов и изменение клеточного со-
става органов в период с 3-х по 27-е сутки. До-
стоверных отличий в степени выраженности этих 
процессов и сроках их наступления у животных, 
иммунизированных рПА и рПА+ЕА1, выявлено не 
было: колебания учитываемых параметров отмеча-
лись в пределах статистической погрешности.

В лимфатических узлах (рис. 6) регистрирова-
ли различную степень активации отдельных фол-
ликулов (В-зон), появление фолликулов, в центре 
которых встречались бластные формы клеток, уве-
личение количества митозов, наличие единичных 
содержащих осколки ядер макрофагов и умерен-
ную гиперплазию паракортикальных (Т-) зон. В 
паракортикальных зонах отмечали также смешан-
ный клеточный состав (умеренное количество бла-
стов, неактивированные лимфоциты и единичные 
зрелые плазматические клетки) или преобладание 
бластных форм клеток (2 балла), начиная с 21-х су-
ток в 1-й группе и уже после 7-х суток во 2-й груп-
пе. В мозговом веществе (мозговые тяжи) лимфа-
тических узлов иммунизированных рПА животных 
после 7 сут регистрировали появление незначи-
тельного количества эозинофильных лейкоцитов.

В селезенке нарастание гиперпластической 
активности в Т- и В-зонах отмечали после 7 сут 
в обеих группах. Количество функционально ак-
тивных фолликулов в срезе органа увеличивалось 
к 27-м суткам до 20 в 1-й группе и до 17 во 2-й 
группе, в то время как в контроле обнаруживали 
до 8 неактивных фолликулов на срезе. Начиная с 
21-х суток, у животных, иммунизированных толь-
ко рПА, регистрировали появление в селезеноч-
ных тяжах умеренного количества эозинофиль-
ных лейкоцитов (рис. 7). Их присутствие в некото-
рых случаях может косвенно свидетельствовать о 
начале развития реакций гиперчувствительности 
замедленного действия.

Таким образом, штамм B. anthracis 
55∆TПА-1Spo− является эффективным источни-
ком сибиреязвенных антигенов, входящих в со-
став прототипа сибиреязвенной вакцины. В на-
стоящей работе апробирована единая техно-
логическая схема получения рПА и ЕА1 из 
рекомбинантного продуцента. Предложенный 
подход позволит повысить рентабельность про-
изводства вакцинного препарата. Отсутствие се-
лективного антибиотика на основной стадии 
культивирования исключает его негативное вли-
яние на биологические характеристики конечно-
го продукта. Реализация способа обеспечивает 
высокий выход как рПА, так и белка S-слоя ЕА1. 
Концентрирование и диафильтрация рПА и ЕА1 
с использованием ультрафильтрационной уста-
новки, а также двухступенчатая хроматографи-
ческая очистка на различных носителях позволя-
ют достичь высокой степени очистки  антигенов. 

а b
Рис. 6. Срезы регионарных лимфатических узлов морских свинок (окраска гематоксилин-эозином), иммунизирован-
ных полученными антигенами, в различное время после иммунизации: a − рПА, 21 сут; b − рПА + ЕА1, 27 сут. В обо-
их случаях видны признаки гиперпластических процессов в фолликулах и паракортикальных зонах. Увеличение × 40

Fig. 6. Slices (stained by hematoxylin-eosin) of regional lymph nodes in guinea pigs immunized by obtained antigens at var-
ious times after immunization: (a), rPA, 21 days.; (b), rPA + EA1, 27 days. Signs of hyperplastic processes in follicles and 
paracortical zones are seen in both cases. Enlargement of × 40
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Очищенные антигены, выделенные из реком-
бинантного штамма B. anthracis, не оказывают 
токсического действия на органы и ткани имму-
низированных животных. Выявленные при па-
томорфологическом исследовании небольшие 
изменения в органах морских свинок, иммуни-
зированных рПА или комбинацией рПА с ЕА1, 
являются отражением адаптационно-компенса-
торных реакций макроорганизма и имеют тен-
денцию к нормализации. Двукратное превыше-
ние количества клеток Купфера в тканях печени 
подтверждает функциональную активацию ре-
тикулоэндотелиальной системы. Реакция имму-
нокомпетентных органов соответствует умерен-
ным проявлениям иммуногенеза. Установлено, 
что добавление дополнительного антигена ЕА1 к 
рПА не приводит к усилению токсического воз-
действия на макроорганизм, а напротив, сопро-
вождается менее выраженной картиной допусти-
мых патоморфологических изменений в органах 
и тканях иммунизированных животных на фоне 
более яркой реакции лимфоидных органов.
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Рис. 7. Срезы селезенки морских свинок (окраска гематоксилин-эозином), иммунизированных полученными антиге-
нами, в различное время после иммунизации: a − рПА, 21 сут (увеличение × 400). Видны эозинофилы в селезеночных 
тяжах.; b − рПА + ЕА1, 27 сут (увеличение × 200). Видны признаки гиперпластических процессов в фолликулах

Fig. 7. Slices (stained by hematoxylin-eosin) of spleen in guinea pigs immunized by obtained antigens made at various times 
after immunization: (a), rPA, 21 days (enlargement of × 400). Eosinophils are visible in splenic ligations; (b), rPA + EA1, 27 
days (enlargement of × 200). Signs of hyperplastic processes in follicles are seen



60

МИКШИС и др.

Biotechnology, 2017, V. 33, No. 5

E ff e c t  o f  A n t i g e n s  O b t a i n e d  f r o m  B a c i l l u s  a n t h r a c i s 
5 5 ∆ Т П А - 1 S p o − R e c o m b i n a n t  S t r a i n  o n  O rg a n s  a n d  Ti s s u e s  
o f  I m m u n i z e d  A n i m a l s

N.I. MIKSHIS*, P.Yu. POPOVA, A.P. SEMAKOVA, O.M. KUDRYAVTSEVA, S.A. BUGORKOVA,  
and A.L. KRAVTSOV

The Russian Research Anti-Plague Institute Microbe, Federal Service for Surveillance in the Sphere of Consumers 
Rights Protection and Human Welfare (Rospotrebnadzor), 410005 Saratov, Russia

e-mail: rusrapi@microbe.ru, Mikshis_N@mail.ru*

Received March 13, 2017
Accepted April 12, 2017

Abstract−A recombinant B. anthracis strain 55ΔTPA-1Spo− has been used for the development and 
evaluation of a new method for the combined production of immunogenic anthrax antigens, the protective 
antigen and S-layer protein EA1, components of the anthrax vaccine. The technique includes the seed 
culture preparation, growth on a liquid medium without antibiotic, sterilization filtration, concentration, 
diafiltration, and chromatographic purification on various carriers, and provides the high yield of both target 
products. It was demonstrated that the purified antigens, singly or in combination, do not have toxic effect 
on organs and tissues of vaccinated test animals in amounts a few times superior to immunizing doses. 
Insignificant changes detected by the histological examination reflected the adaptation-compensatory 
reactions of the macroorganism tending to normalization. The response of immune-competent organs 
corresponded to moderate manifestations of immunogenesis. It was established that the addition of the 
EA1 protein to the recombinant protective antigen leads to the increase in the expression of genes that 
determine the innate immunity TLR. The immunization of test animals with the combined preparation as 
compared to the single rPA resulted in more expressed immunobiological alterations in lymphoid organs.
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