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Аннотация
Введение. Основным биологическим сырьём при производстве иммунобиологических препаратов для ин-
дикации и идентификации Bacillus anthracis являются специфические антигены — протективный антиген 
(ПА) и белок ЕА1. 
Цель работы — определить антигенную идентичность иммунодоминантных белков, выделенных гель-хро-
матографией и электрофорезом, различных геновариантов B. anthracis. 
Материалы и методы. В работе использованы культуральные фильтраты изогенных вариантов штамма 
B. anthracis 575/122 (рХО1+, рХО2+): R01 (pXO1+, pXO2–); R00 (pXO1–, pXO2–). Гель-хроматографическое 
фракционирование и электрофоретическое разделение проведено по стандартным методикам. Антиген-
ные свойства белков, выделенных гель-хроматографией и электрофорезом, изучены в реакции иммуно-
диффузии с поликлональными моноспецифическими сыворотками к ПА и белку ЕА1 S-слоя. 
Результаты. При гель-хроматографическом разделении культуральных фильтратов B. anthracis 575/122: 
R01 (pXO1+, pXO2–) и R00 (pXO1–, pXO2–) получены фракция 1 и фракция 5. Сыворотки к белку ЕА1, а 
также к фракции 1 культуральных фильтратов штаммов B. anthracis 575/122 R00 и B. anthracis 575/122 
R01 выявили идентичные антигены. Сыворотка к антигенам фракции 5 B. anthracis 575/122 R01 содержит 
антитела к ряду белков, в том числе к ПА, выделенному электрофорезом. 
Обсуждение. В ходе работы была установлена антигенная идентичность иммунодоминантных белков, 
выделенных гель-хроматографией и электрофорезом. 
Заключение. Таким образом, нами в электрофорезе и гель-хроматографией выделены белок ЕА1 и ПА, 
которые могут быть использованы для получения моноклональных и поликлональных моноспецифиче-
ских антител, пригодных для конструирования диагностических препаратов.

Ключевые слова: Bacillus anthracis, протективный антиген, белок ЕА1, гель-хроматография, элек-
трофорез, реакция иммунодиффузии, антигенная идентичность
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Abstract
Introduction. The main biological raw materials for the production of immunobiological preparations for 
identification of Bacillus anthracis are its specific antigens,  the protective antigen and the EA1 protein. 
Purpose. To determine the antigenic identity of immunodominant proteins of different genovariants of B. anthracis 
isolated by gel chromatography and electrophoresis. 
Materials and methods. Culture filtrates of isogenic variants of B. anthracis strain 575/122 (pXO1+, pXO2+): R01 
(pXO1+, pXO2–); R00 (pXO1–, pXO2–) were used in the study. Gel chromatographic fractionation and electrophoretic 
separation were carried out according to standard methods. The antigenic properties of proteins isolated by gel 
chromatography and electrophoresis were studied by immunodiffusion with polyclonal monospecific sera against 
the protective antigen and the EA1 protein of the S-layer. 
Results. Gel chromatographic separation of B. anthracis 575/122 culture filtrates R01 (pXO1+, pXO2–) and 
R00 (pXO1–, pXO2–)yielded fractions 1 and 5. Sera against EA1 protein and antigens of fraction 1 of strains B. 
anthracis 575/122 R00 and B. anthracis 575/122 R01 culture filtrates identified the identical antigens. Serum 
against antigens of fraction 5 of B. anthracis 575/122 R01 contained antibodies to numerous proteins, including 
the protective antigen isolated by electrophoresis. 
Discussion. The antigenic identity of immunodominant proteins isolated by gel chromatography and 
electrophoresis was identified. 
Conclusion. EA1 and PA proteins isolated by electrophoresis and gel chromatography can be used for produc-
tion of monoclonal and polyclonal monospecific antibodies suitable for the design of diagnostic preparations.  

Keywords: Bacillus anthracis, protective antigen, EA1 protein, gel chromatography, electrophoresis, immuno-
diffusion reaction, antigenic identity.
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гель-хроматографией и электрофорезом, различных 
геновариантов B. anthracis.

Материалы и методы
В работе использованы изогенные вариан-

ты вирулентного штамма B. anthracis 575/122 
(рХО1+, рХО2+): токсинпродуцирующий 575/122 
R01 (рХО1+, рХО2–); бесплазмидный 575/122 R00 
(рХО1–, рХО2–) [9]. Исходный вирулентный штамм 
был получен из лаборатории коллекционных штам-
мов Волгоградского научно-исследовательского 
противочумного института Роспотребнадзора (вы-
делен санэпидемслужбой Молдавской ССР из шку-
ры крупного рогатого скота в июле 1982 г.). 

Для получения бесклеточных культуральных 
фильтратов (КФ) использовали жидкую питатель-
ную среду Ristroph (R-среду) рН 8,0–8,3 и R-среду с 
казаминовыми кислотами («Difco») из расчёта 4 г/л 
питательной среды [10]. Штаммы культивировали 
при 37ºС в течение 18 ч, при 72 об/мин в биологи-
ческом шейкере «Exсella E-25/25R» («Еppendorf»). 
Культуральную жидкость стерилизовали фильтро-
ванием через фильтр ДР045, стерильность опре-
деляли высевом на сердечно-мозговой агар и в 
сердечно-мозговой бульон. КФ концентрировали 

Введение
Основным биологическим сырьём при про-

изводстве иммунобиологических препаратов яв-
ляются специфические антигены, выделенные из 
микробных биомасс, и иммунные сыворотки, полу-
ченные на их основе. При многообразии способов 
извлечения специфических антигенов из микроб-
ных клеток необходим комплекс последовательных 
манипуляций, который бы позволил изолировать 
полноценные в антигенном отношении фракции 
для производственных целей [1].

В качестве сырья при создании иммунобио-
логических препаратов для индикации и иденти-
фикации Bacillus anthracis используются имму-
нодоминантные белки, в том числе протективный 
антиген (ПА) и белок поверхностных структур ЕА1 
(extractable antigen) [2–5].

Ранее нами изучены внеклеточные антигены 
B. anthracis, выделенные гель-хроматографией и 
электрофорезом [6, 7]. Иммунодоминантные белки 
электрофоретических фракций идентифицирова-
ны MALDI-TOF MS как ПА (молекулярная масса 
(ММ) 85,810 кДа) и ЕА1 (ММ 91,360 кДа) [8].

Цель работы — определить антигенную иден-
тичность иммунодоминантных белков, выделенных 
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на установке ДС 2 «Amicon» с волоконными филь-
трами HLP10 («Amicon»), а затем на ультрафильтре 
PM10 [6].

Гель-хроматографическое фракционирование 
с использованием сверхтонкого сефакрила S-300 
HR «Pharmacia» в объёме 2,5 × 5,6 см и электрофо-
ретическое разделение в 10% полиакриламидном 
геле проводили по стандартным методикам [6, 7]. 
Белки визуализировали в блоке геля охлаждённым 
раствором 0,1М КСl. Белковые фракции вырезали, 
гомогенизировали и экстрагировали углекислым 
аммонием [7].

Кроличьи сыворотки к гель-хроматографиче-
ским фракциям и кроличьи моноспецифические 
поликлональные сыворотки к белку ЕА1 и ПА по-
лучали по методике, описанной ранее [6–8].

Все работы с экспериментальными животны-
ми согласованы и утверждены в рамках темы 084-
3-15 «Детекция иммунодоминантных антигенов 
штаммов Bacillus anthracis с различным набором 
плазмид вирулентности» на заседании комиссии по 
биоэтике (протокол № 2 от 22.05.2016).

Идентичность белков, выделенных гель-хро-
матографией и электрофорезом [9], определяли в 
реакции иммунодиффузии (РИД) [11].

Результаты 
В ходе работы получены КФ штаммов B. an

thracis 575/122 R01 (рХО1+, рХО2–) с содержанием 
белка 9,8 мг/мл и B. anthracis 575/122 R00 (рХО1–, 
рХО2–) с содержанием белка 5,5 мг/мл, проведено 
их гель-хроматографическое разделение. Хромато-
граммы изогенных вариантов штамма B. anthracis 
575/122 соответствовали хроматограммам КФ 
штаммов с аналогичным набором плазмид ви-
рулентности, а именно B. anthracis СТИ (рХО1+, 
рХО2–) и B. anthracis 81/1 R00 (рХО1–, рХО2–)  
(рис. 1) [6].

При электрофоретическом разделении белков 
КФ штамма B. anthracis 575/122 R01 определялся 
преимущественно белок с ММ 85,810 кДа, кото-
рый был идентифицирован в МАLDI-TOF MS как 
ПА, а КФ B. anthracis 575/122 R00 содержал белки: 
91,361 кДа, идентифицированный как ЕА1 [8], и 
ММ 87 кДа, который в МАLDI-TOF MS не удалось 
определить, однако по ММ он совпадал с белком 
Sap B. anthracis (86,7 кДа) [12]. 

К электрофоретическим фракциям были по-
лучены кроличьи иммунные поликлональные сы-
воротки, которые использовались для постановки 
РИД с КФ B. anthracis 575/122 R01. Иммунопреци-
питаты к белкам S-слоя образовывались через 2 ч 
(рис. 2, а), а к ПА — через 18 ч (рис. 2, б).

Для определения в РИД идентичности белков 
гель-хроматографических и электрофоретических 
фракций использованы КФ штаммов B. anthracis 
575/122 R01 и B. anthracis 575/122 R00; сыворотки 

к фракции 1 КФ B. anthracis 575/122 R01 и 575/122 
R00 и фракции 5 КФ B. anthracis 575/122 R01; сы-
воротки к белку ЕА1, белку ММ 87 кДа и к ПА КФ 
B. anthracis 575/122 R01.

В результате РИД белки фракции 1 КФ B. an
thra cis 575/122 R01 и 575/122 R00 и белки ЕА1 и 
575/122 R00 ММ 87 кДа, выделенные электрофоре-
зом, образовывали идентичную иммунопреципити-
рующую линию.

Сыворотка к фракции 5 штамма B. anthracis 
575/122 R01 формировала иммунопреципитаты как 
с КФ B. anthracis 575/122 R01, так и с КФ B. anthracis 
575/122 R00. Сыворотка к ПА, выделенному в элек-

Рис. 2. РИД в геле белков электрофоретических фрак-
ций РИД через 2 ч (а) и через 18 ч (б).

1 — сыворотка к КФ B. anthracis 575/122 R01; 2 — ПА 
B. anthracis 575/122 R01; 3 — ЕА1 B. anthracis 575/122 R00;  

4 — белок B. anthracis 575/122 R00 ММ 87 кДа.
Fig. 2. Gel immunodiffusion of proteins from electrophoretic 

fractions after 2 hours (а) and 18 hours (b) incubation.
1 — serum to culture filtrate of B. anthracis 575/122 R01; 2 — pro-
tective antigen of B. anthracis 575/122 R01; 3 — EA1 B. anthracis 

575/122 R00; 4 — 87 kDa protein of B. anthracis 575/122 R00.

Рис. 1. Хроматограммы культуральных фильтратов 
B. anthracis.

Fig. 1. Chromatograms of B.anthracis culture filtrates.

B. anthracis 575/122 R01                  B. anthracis 575/122 R00

 

Фракция 1

Фракция 1

Фракция 5

 
                     а | a                                             б | b 
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трофорезе, образовывала одну гомогенную линию с 
КФ B. anthracis 575/122 R01, с B. anthracis 575/122 
R00 преципитирующих линий не выявлено (рис. 3). 

Обсуждение
Для конструирования диагностических 

тест-систем основными мишенями являются спе-
цифические антигены возбудителей заболеваний и 
иммунные сыворотки на их основе. Для B. anthracis 
в настоящее время таковыми являются белок EA1 и 
ПА [2–4, 13–15].

Существует достаточно большое количество 
эффективных методик получения антигенов из 
микробных клеток. Нами в течение ряда лет были 
освоены способы выделения ПА и белка ЕА1. Из-
учена видовая специфичность сывороток к белкам, 
выделенным гель-хроматографией из КФ штаммов 
B. anthracis с различным содержанием плазмид 
вирулентности, определена возможность исполь-
зования ПА для обнаружения антител в реакции 
непрямой гемагглютинации и в твердофазном им-
муноферментном методе, а белка ЕА1 возбудите-
ля сибирской язвы — в методе флуоресцирующих 
антител [6, 16, 17]. В последующих исследованиях 
данные белки были выделены из КФ изогенных ва-
риантов B. anthracis, накоплены в препаративном 
электрофорезе, идентифицированы в MALDI-TOF 
MS, а также определено их диагностическое значе-
ние [7–9]. 

Целью настоящей работы являлось уста-
новление идентичности антигенов, выделенных 
гель-хроматографией и электрофорезом, различных 
геновариантов B. anthracis. Для этого были получе-
ны гипериммунные кроличьи сыворотки. Процесс 
получения сывороток к гель-хроматографическим 
фракциям занимал меньше времени. Для получения 
сывороток к белкам ЕА1 и ММ 87 кДа нам понадо-
билось около 18 мес. При гель-проникающей хрома-
тографии происходит разделение по молекулярным 
весам, но тонкая очистка невозможна, и фракции со-
держат смесь антигенов с преобладанием того или 
другого. В нашей работе в РИД сыворотки к белкам 
ЕА1 и ММ 87 кДа, выделенным из полиакриламид-
ного геля, а также сыворотки к первым фракци-
ям КФ бесплазмидного и токсинпродуцирующего 
штаммов выявили идентичные антигены. Следова-
тельно, в данных гель-хроматографических фрак-
циях содержатся белки S-слоя ММ 94 и 87 кДа (ЕА1 
и Sар) [12]. Сыворотка к ПА B. anthracis 575/122 
R01, выделенному электрофорезом, в отличие от 
сыворотки к фракции 5, образовывала одну чёткую 
гомогенную линию с КФ B. anthracis 575/122 R01, а 
с КФ B. anthracis 575/122 R00 иммунопрецепитатов 
не выявлено. Препаративный электрофорез позво-
ляет не только определять ММ белков с точностью 
до 5%, но и даёт высокое разрешение, переводит в 
растворимую форму большинство белков, которые 

нельзя солюбилизировать другими методами [18]. 
Происходит более эффективное разделение белков, 
чем гель-хроматографией, что подтверждено дан-
ными иммуноблотинга [7].

Важнейшим качеством, определяющим имму-
ногенность антигенов, являются размер молекулы, 
доза вводимого антигена, пространственная струк-
тура белка. Смесь белковых компонентов вызывает 
более выраженный иммунный ответ, чем введение 
очищенного антигена [19], что объясняет длитель-
ность получения сывороток к белкам, выделенным 
электрофорезом. 

Таким образом, нами при помощи электро-
фореза и гель-хроматографии в препаративных 
количествах накоплен ряд идентичных белков ге-
новариантов B. anthracis, что в дальнейшем позво-
лит использовать данные методики при разработке 

Рис. 3. Антигены, выявляемые сыворотками к белкам 
гель-хроматографических и электрофоретических фрак-

ций.
а: 1 — КФ B. anthracis 575/122 R01; 2 — КФ B. anthracis 575/122 
R00; 3 — сыворотка к белку ЕА1 КФ B. anthracis 575/122 R00; 

4 — сыворотка к фракции 1 КФ B. anthracis 575/122 R01; 5 — сы-
воротка к фракции 5 КФ B. anthracis 575/122 R01; 6 — сыворотка 
к фракции 1 КФ B. anthracis 575/122 R00; 7 — сыворотка к белку 
КФ B. anthracis 575/122 R00 ММ 87 кДа; 8 — сыворотка к ПА КФ 

B. anthracis 575/122 R01;
б: 1 — сыворотка к фракции 1 КФ B. anthracis575/122 R01;  

2 — сыворотка к белку ЕА1 КФ B. anthracis 575/122 R00; 3 — сы-
воротка к фракции 5 КФ B. anthracis 575/122 R01; 4 — сыворотка 

к ПА КФ B. anthracis 575/122 R01; 5 — КФ B. anthracis 575/122 
R00; 6 — КФ B. anthracis 575/122 R01.

Fig. 3. Antigens detected by sera to proteins from fractions 
separated in gel-chromatography and electrophoresis.

а: 1 — culture filtrate of B. anthracis 575/122 R01; 2 — culture 
filtrate of B. anthracis 575/122 R00; 3 — serum to EA1 protein from 
B. anthracis 575/122 R00 culture filtrate; 4 — serum to fraction 1 of 
B. anthracis 575/122 R01 culture filtrate; 5 — serum to fraction 5 
of B. anthracis 575/122 R01 culture filtrate; 6 — serum to fraction 

1 of B. anthracis 575/122 R00 culture filtrate; 7 — serum to 87 kDa 
protein from B. anthracis 575/122 R00 culture filtrate; 8 — serum to 

protective antigen from B. anthracis 575/122 R01 culture filtrate;
b: 1 — serum to fraction 1 of B. anthracis 575/122 R01 culture 

filtrate; 2 — serum to EA1 protein from B. anthracis 575/122 R00 
culture filtrate; 3 — serum to fraction 5 of B. anthracis 575/122 

R01 culture filtrate; 4 — serum to protective antigen of B.anthracis 
575/122 R01 culture filtrate; 5 — culture filtrate of B. anthracis 
575/122 R00; 6 — culture filtrate of B. anthracis 575/122 R01.

 
                     а | a                                             б | b 
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схем иммунизации для получения моноклональных 
и поликлональных моноспецифических антител, 
пригодных для конструирования диагностических 
препаратов.
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