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Резюме. Цель исследования – изучение неочищенных белковых фракций двух антигенных препаратов для опре-
деления возможности их использования при получении диагностических гипериммунных сывороток разной спе-
цифичности. Были исследованы диметилсульфоксид-антиген Y. pseudotuberculosis (ДА Y. pseudotuberculosis) и 
дезинтегрированные мембраны Y. pseudotuberculosis (ДМ Y. pseudotuberculosis). ДА Y. pseudotuberculosis полу-
чали в результате извлечения из целых микробных клеток антигенных субстанций при помощи диметилсульфок-
сида. ДМ Y. pseudotuberculosis были получены путём разрушения клеточных стенок бактерий додецилсульфатом 
натрия. Соотношение белков и углеводов для ДА Y. pseudotuberculosis составляло 30:1, а для 
ДМ Y. pseudotuberculosis – 7,5:1. В составе ДА Y. pseudotuberculosis преобладают белки с молекулярными мас-
сами: 45, 38, 20 и 17 кДа, а в ДМ Y. pseudotuberculosis – белки с молекулярными массами: 45, 38 и 23 кДа. Из 
перечисленных белков в наибольшем количестве в обоих антигенах содержится белок 38 кДа. Оба антигена 
Y. pseudotuberculosis способствуют значительной активизации клеточного и гуморального иммунных ответов у 
белых мышей. В ДА Y. pseudotuberculosis за образование антител отвечают родоспецифические иерсиниозные 
белки, а в ДМ Y. pseudotuberculosis, основной антителообразующей активностью обладают белки с видовой псев-
дотуберкулёзной специфичностью. Сыворотка к ДА Y. pseudotuberculosis взаимодействовала в иммуноблоттинге 
с белками из родственного антигена, имеющими молекулярные массы 45, 38, 32, 28 кДа, а сыворотка к ДМ 
Y. pseudotuberculosis взаимодействовала с белками молекулярных масс 38, 45, 58, 66 кДа. Неочищенные фракции 
белков с молекулярными массами 38 и 45 кДа могут в зависимости от способа получения антигена содержать в 
себе преимущественно родоспецифические или видоспецифические белки-порины и использоваться для полу-
чения диагностических антител разной специфической направленности. 
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Abstract. The aim of the study was to examine the crude protein fractions of two antigen preparations to determine the 
possibility of using them to obtain diagnostic hyperimmune sera of different specificity. The dimethyl sulfoxide antigen 
of Y. pseudotuberculosis (DA Y. pseudotuberculosis) and disintegrated membranes of Y. pseudotuberculosis (DM Y. 
pseudotuberculosis) were studied. DA Y. pseudotuberculosis was obtained by extracting antigen substances from whole 
microbial cells using dimethyl sulfoxide. DM Y. pseudotuberculosis were obtained by disrupting bacterial cell walls with 
sodium dodecyl sulfate. The protein to carbohydrate ratio for DA Y. pseudotuberculosis was 30:1, while for DM Y. pseudo-
tuberculosis it was 7.5:1. DA Y. pseudotuberculosis had more proteins with molecular weights of 45, 38, 20, and 17 kDa, 
while DM Y. pseudotuberculosis had more proteins with molecular weights of 45, 38, and 23 kDa. Of the listed proteins, 
the 38 kDa protein was found in the greatest quantity in both antigens. Both Y. pseudotuberculosis antigens significantly 
activated cellular and humoral immune responses of white mice. Genus-specific Yersinia proteins are responsible for 
antibody formation in DA Y. pseudotuberculosis, while, as for DM Y. pseudotuberculosis, the main antibody-forming 
activity is possessed by proteins with species pseudotuberculosis specificity. Serum to DA Y. pseudotuberculosis inter-
acted in immunoblotting with proteins from the related antigen having molecular masses of 45, 38, 32, 28 kDa, while 
serum to DM Y. pseudotuberculosis interacted with proteins of molecular masses of 38, 45, 58, 66 kDa. Unpurified frac-
tions of proteins with molecular masses of 38 and 45 kDa may, depending on the method of obtaining the antigen, 
contain predominantly genus-specific or species-specific porin proteins and be used to obtain diagnostic antibodies of 
different specific directions.  
Keywords: Yersinia pseudotuberculosis, disintegrated membranes, dimethyl sulfoxide antigen, porin proteins. 
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Введение 
Клеточная стенка псевдотуберкулёзного микроба 

(Yersinia pseudotuberculosis) содержит большое количе-
ство антигенов, которые могут обладать видовой (псев-
дотуберкулёзной) или родовой (иерсиниозной) специ-
фичностью. Антигены с родовой специфичностью, 
кроме псевдотуберкулёза, могут быть использованы 
также для диагностики кишечного иерсиниоза, возбу-
дителем которого является Yersinia enterocolitica [1]. 

Наиболее часто для конструирования псевдоту-
беркулёзных диагностических препаратов используют 
липополисахаридный О-антиген (ЛПС) или видоспеци-
фические белки-порины с молекулярными массами 38-
40 кДа [1, 2]. 

Препараты способные определять сразу псевдоту-
беркулёзные и кишечноиерсиниозные антитела со-
здают на основе группы белков Yop (Yersinia outer 
membrane protein, белки наружной стенки иерсиний), 
образуемых иерсиниями при повышенной температуре 
37 ºС [3]. Однако некоторые белки-порины также обла-
дают родовой специфичностью [2], что определяет их 
перспективность для создания родоспецифических ди-
агностикумов. 

Помимо создания антигенных диагностических 
препаратов, такие антигены, как ЛПС, белок инвазин с 
молекулярной массой 103 кДа, и белки Yop, могут быть 
применены для получения гипериммунных диагности-
ческих сывороток, также используемых для создания 
уже антительных диагностических препаратов [1]. 

Все антигены перед использованием, как правило, 
подвергаются очистке от посторонних белков и 

углеводов, способных изменить специфичность получа-
емых диагностических препаратов или гипериммунных 
сывороток. Часто такая очистка и её контроль требуют 
специального оборудования, дорогих расходных мате-
риалов, высокой квалификации персонала [2]. Поэтому 
поиск возможности применения слабо очищенных ан-
тигенов является актуальной задачей. 

Следует также отметить, что совместная циркуля-
ция разных видов иерсиний у сельскохозяйственных 
животных требует комплексного применения родо- и 
видоспецифических диагностических препаратов [4]. 
Это определяет необходимость одновременного изуче-
ния антигенов разной специфичности для последую-
щего их использования при создании диагностических 
тест-систем. 

Нами были получены два неочищенных антиген-
ных препарата псевдотуберкулёзного микроба, кото-
рые планируется использовать для получения диагно-
стических гипериммунных сывороток различной специ-
фичности: диметилсульфоксид-антиген 
Y. pseudotuberculosis (ДА Y. pseudotuberculosis) и дезин-
тегрированные мембраны Y. pseudotuberculosis (ДМ 
Y. pseudotuberculosis). ДА Y. pseudotuberculosis получен в 
результате извлечения из целых микробных клеток ан-
тигенных субстанций при помощи диметилсульфоксида 
(ДМСО). ДМ Y. pseudotuberculosis получены путём раз-
рушения клеточных стенок бактерий додецилсульфа-
том натрия (SDS) и содержат белковые антигены и ЛПС. 

Цель исследования – изучение белковых фракций 
препаратов ДА и ДМ Y. pseudotuberculosis для определе-
ния возможности их использования при получении 
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диагностических гипериммунных сывороток с разной 
специфичностью. 

Материалы и методы  
ДА и ДМ выделяли из штамма Y. pseudotuberculo-

sis III О:3 сероварианта. Все бактериальные культуры, ис-
пользованные в работе, были получены из коллекции 
патогенных микроорганизмов ФКУЗ РосНИПЧИ "Мик-
роб". Иерсинии выращивали в течение 2 суток на мясо-

пептонном агаре при температуре 24 С. 
ДА Y. pseudotuberculosis получали из обработан-

ных ацетоном и высушенных бактерий, которые затем 
подвергали воздействию ДМСО. После извлечения ан-
тигена из бактерий его освобождали от избытка ДМСО 
диализом в карбонатном буферном растворе [5, 6]. 

Процесс получения ДМ состоял из разрушения 
клеток Y. pseudotuberculosis ультразвуком, обработки от-
мытых клеточных стенок 2%-м раствором SDS и осво-
бождением антигена от избытка SDS путём диализа в 
проточной воде [7, 8]. 

Соотношения белков и углеводов в антигенах 
определяли соответственно методом М.M. Bradford, 
1976 [9] и фенольным методом [10]. 

Состав белков в полученных препаратах изучали 
методом электрофореза в 12% полиакриламидном геле 
с SDS по U.K. Laemmli, 1970 [11]. Окраску геля проводили 
Кумасси синим R-250. 

Иммунизацию белых мышей растворами ДА и ДМ 
Y. pseudotuberculosis проводили внутрибрюшинно объ-
ёмом 0.25 мл в дозах: 500, 250, 125, 63, 31, 16 мкг/жи-
вотное (по 3 мыши на дозу для каждого антигена). Анти-
ген смешивали с 0.25 мл полного адъюванта Фрейнда 
(ПАФ). В качестве отрицательного контроля для инъек-
ции использовали 0.01М фосфатный буферный рас-
твор. Двухкратную иммунизацию проводили с интерва-
лом в 10 дней. 

Через 10 дней после второй иммунизации у мы-
шей из брюшной полости извлекали перитонеальные 
макрофаги, у которых замеряли дыхательную актив-
ность [12]. Собранная из шейных сосудов кровь была ис-
пользована для определения антител методом непря-
мого иммуноферментного анализа (ИФА) на планшетах 
[13]. 

Пятикратную гипериммунизацию кроликов про-
водили с интервалами в 14 дней. 1 мл смеси антигена и 
ПАФ (1:1) вводили животному подкожно вдоль спины в 
3-4 точки. Количество антигена на кролика составляло 
2 мг. Кровь брали из ушной вены через 14 суток после 
последней иммунизации [6, 8] и исследовали в ИФА. 

Иммуноблоттинг проводили по методу H. Towbin 
et al., 1979 [14] с использованием сыворотки, получен-
ной к ДА или ДМ Y. pseudotuberculosis в разведении 
1:200, а также конъюгата – антикроличьих антител, ме-
ченных пероксидазой хрена (производства ООО фирмы 
"Имтек", г. Москва). 

Результаты  
Известно, что основными структурными компо-

нентами бактериальной клетки являются белки и 

углеводы, поэтому нами было определено их количе-
ство в антигенах. Соотношение белков и углеводов для 
ДА Y. pseudotuberculosis составляло 30:1, а для 
ДМ Y. pseudotuberculosis – 7,5:1. Это указывает на явное 
преобладание белков в обоих изучаемых нами антиге-
нах. 

Для определения белкового спектра 
ДА Y. pseudotuberculosis (ДА Y. p.) и 
ДМ Y. pseudotuberculosis (ДМ Y. p.) нами был проведён 
их электрофорез. В качестве препарата сравнения изу-
чали также лизат целых псевдотуберкулёзных клеток 
(ЦК Y. p.) (Рисунок 1). 
 

Рис. 1. Электрофорез белков Y. pseudotuberculosis 
 

Как видно из рисунка 1, белки, изучаемых антиге-
нов, составляют только часть от всех клеточных белков 
Y. pseudotuberculosis. В составе ДА Y. pseudotuberculosis 
преобладают белки с молекулярными массами: 45, 38, 
20 и 17 кДа, а в ДМ Y. pseudotuberculosis – белки с моле-
кулярными массами: 45, 38 и 23 кДа. Из перечисленных 
белков в наибольшем количестве в обоих антигенах со-
держится белок 38 кДа. 

С целью оценки антигенной активности ДА и ДМ 
Y. pseudotuberculosis нами была проведена иммуниза-
ция ими белых мышей. Клеточная иммунная реакция у 
иммунизированных мышей определялась нами по ды-
хательной активности их перитонеальных макрофагов. 
Гуморальная иммунная реакция наблюдалась по изме-
нению титров специфических антител в крови живот-
ных. (табл. 1). 
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Таблица 1. Иммунизация белых мышей ДА и ДМ Y. pseudotuberculosis 
Иммунизирующие 

дозы антигенов, 
мкг/мышь 

Концентрация формазана 
на макрофаг, г 

Титры антител в ИФА 
с антигенами 

ДА Y. p. ДМ Y. p. ДА Y. p. ДМ Y. p. 
500 10,5×10-10 12.2*10-10 1:25600 1: 12800 
250 9,7×10-10 11.6*10-10 1:12800 1:12800 
125 8,8×10-10 10.4*10-10 1:12800 1:6400 
63 7,3×10-10 8.7*10-10 1:6400 1:6400 
31 5,6×10-10 5.8*10-10 1:6400 1:3200 
16 3,6×10-10 3.0*10-10 1:3200 1:1600 
0 1.6*10-10 1:400 

 

Таблица 2. Специфичность гипериммунных сывороток, полученных к ДА и ДМ Y. pseudotuberculosis 

Использованные бактерии 
Сыворотки, полученные к антигенам 

ДМ Y. р. ДА Y. р. 
Титры антител 

Y. pseudo- 
tuberculosis и их серо-

варианты 

О:1 1:25600 1:51200 
О:3 1:25600 1:51200 
О:4 1:12800 1:12800 
О:5 1:25600 1:6400 

Y. entero- 
colitica и их серовари-

анты 

О:3 1:200 1:25600 
О:5 1:200 1:25600 
О:6 1:200 1:6400 
О:9 1:200 1:25600 

Y. frederiksenii 1:200 1:12800 
Y. kristensenii 1:100 1:6400 
Y. intermedia 1:200 1:12800 

Escherichia coli 1:400 1:400 
Salmonella typhimurium 1:100 1:100 

Proteus vulgaris 1:400 1:200 
Enterobacter aerogenes 1:200 1:200 

Brucella abortus 1:200 1:200 
 
Оба антигена Y. pseudotuberculosis способ-

ствуют значительной активизации клеточного и гу-
морального иммунных ответов (табл. 1). Оптималь-
ной иммунизирующей дозой для обоих антигенов 
является 63 мкг/мышь, т.к. при более высоких дозах 
динамика роста антителообразования и дыхатель-
ной активности макрофагов замедляется (табл. 1). 
Пересчёт величины иммунизирующей дозы с мыши 
на кролика составляет 2 мг [15]. 

Для исследования специфичности антител, по-
лученных к ДА и ДМ Y. pseudotuberculosis, нами был 
проведена пятикратная иммунизация кроликов дан-
ными антигенами (табл. 2). 

Из таблицы 2 видно, что в ДА Y. pseudotubercu-
losis за образование антител отвечают родоспеци-
фические иерсиниозные белки. Это хорошо демон-
стрируют высокие титры антител с клетками всех ви-
дов иерсиний: с Y. pseudotuberculosis – 1:6400-
1:51200, с Y. enterocolitica, Y. frederiksenii, Y. kristen-
senii и Y. intermedia – 1:6400-1:25600. 

В гипериммунной сыворотке, полученной к ДМ 
Y. pseudotuberculosis, основной антителообразую-
щей активностью обладают белки с видовой псев-
дотуберкулёзной специфичностью, т.к. эта сыво-
ротка взаимодействовала в ИФА с клетками 
Y. pseudotuberculosis в титрах 1:12800-1:25600, а с 
клетками других видов иерсиний – всего лишь в тит-
рах 1:100-1:200  

Для определения массы наиболее активных в 
антигенном плане белков полученные 

гипериммунные сыворотки крови кроликов были 
исследованы в иммуноблоттинге (рис. 2). 

Рис. 2. Иммуноблоттинг белков ДА и ДМ 

Y. pseudotuberculosis с родственными сыворотками 

 

Иммуноблотттинг сыворотки крови, получен-
ной к ДА Y. pseudotuberculosis, показал наличие ан-
тител к белкам с молекулярными массами 45, 38, 32, 
28 кДа, входящими в состав ДА Y. pseudotuberculosis. 
Однако наиболее яркая реакция была отмечена с 
белком массой 38 кДа (рис. 2). 

Сыворотка к ДМ Y. pseudotuberculosis наиболее 
активно взаимодействовала в иммуноблоттинге с 
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белком молекулярной массы 45 кДа, а также с бел-
ками 38, 58, 66 кДа, входящими в состав данного ан-
тигенна (см. рис. 2). 

Таким образом, можно отметить, что неодно-
родные фракции белков с молекулярными массами 
38 и 45 кДа могут в зависимости от способа получе-
ния антигена содержать в себе преимущественно 
родоспецифические или видоспецифические белки. 

Обсуждение 
Температура культивирования псевдотуберку-

лёзного микроба, используемого для получения ан-
тигенов (26 ºС), и величины молекулярных масс бел-
ков, входящих в составы ДА и ДМ, указывают присут-
ствие в обоих антигенах преимущественно белков-
поринов. Антигенные свойства и химическая при-
рода данных белков достаточно хорошо изучены в 
работа О. Ю. Портнягиной и др. [2]. Однако, получа-
емые нами белки-порины имели высокую степень 

очистки, что повышало стоимость антигенов, произ-
водимых на их основе. Проведённые эксперименты 
с неочищенными фракциями белков-поринов ука-
зывают на возможность их использования при про-
изводстве диагностических препаратов различной 
специфичности. 

Заключение 
Полученные результаты свидетельствуют о 

преобладании в ДА и ДМ Y. pseudotuberculosis фрак-
ций белков-поринов, которые в зависимости от спо-
соба получения антигена могут содержать в себе 
преимущественно родоспецифические или видо-
специфические белки. Отсутствие этапов очистки 
фракции белков-поринов при производстве ДА и 
ДМ Y. pseudotuberculosis от посторонних белков и 
ЛПС не снижает значительно специфичности данных 
антигенов и позволяет их использовать для получе-
ния диагностических гипериммунных сывороток. 
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