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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

Первый номер журнала за 2021 год содержит в основном работы оригинального характера. В исследовании 
Кулуева Б.Р. с соавторами из Уфы количественно определили содержание натурального каучука в органах ряда 
инулинсодержащих растений местного природного ареала и из опытных участков (были также использованы кол-
лекции кок-сагыза из США и Республики Казахстан). 

В экспериментальном исследовании Андриановой Е.В. (Тверской государственный медицинский университет) 
оценивали динамику заживления ожоговых ран кожи при местном лечении 2%-ной мазью c 2-этил-6-метил-3-
гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаонатом. Использование мази достоверно сокращает сроки регенерации 
термических ожогов. При этом снижается выраженность оксидативного стресса и протеолитической активности в 
тканях раневых дефектов.

Сотрудники Мордовского государственного университета им. Н.П. Огарева Атыкян А.Н. с коллегами по-
добрали оптимальные условия культивирования дереворазрушающих грибов Lentinus tigrinus c целью обеспечения 
максимального биосинтеза целлюлаз.

Коллективом сотрудников Российского научно-исследовательского противочумного института «Микроб» 
(Саратов) – Белоусов А.Д. и др. – разработаны способы контроля режима стерилизации в автоматическом стери-
лизаторе сложных сборных изделий, что послужило основой для валидации режима в промышленных регламентах 
производства лекарственных средств и медицинских изделий.

Исследователи из Ставропольского противочумного института Котенева Е.А. с соавторами применили 
способ селективной магнитной сорбции для диагностики возбудителя туляремии методом MALDI-TOF масс-
спектрометрического анализа. Предварительное селективное концентрирование позволило повысить чувствитель-
ность метода.

Чемисова О.С., Полеева М.В. (Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора) также ис-
пользовали метод MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ion-ization Time-of-Flight) масс-спектрометрии, 
только с целью идентификации биопленок парагемолитических вибрионов и определения сравнительной характери-
стики белковых спектров «планктонных» и «биопленочных» форм на разных биотических субстратах.

В статье Гнеушевой И.А. и др. из Орловского государственного аграрного университета приведены результаты 
серии экспериментов по применению биологически активных пептидных метаболитов Trichoderma аtrobrunneum в 
составе ранозаживляющего линимента 3% c Na-карбоксиметилцеллюлозой, пантенолом и карбополом для животных. 

В обзоре Лобановой В.А. и Клюкиной В.И. (Всероссийский научно-исследовательский и технологический 
институт биологической промышленности) рассмотрены биотехнологические аспекты совершенствования методов 
выявления антител к вирусу бешенства животных.

Главный редактор, 
президент Общества биотехнологов России, 
профессор Р.Г. ВАСИЛОВ

КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.1 

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ НАТУРАЛЬНОГО КАУЧУКА  
В ОРГАНАХ ИНУЛИНСОДЕРЖАЩИХ РАСТЕНИЙ

Б.Р. КУЛУЕВ1,2*, Ю.Р. МАГАСУМОВА2, А.Б. ЯКУПОВА2, Г.Р. ГУМЕРОВА1, Р.М. ТАИПОВА2

1 Институт биохимии и генетики – обособленное структурное подразделение  
ФГБНУ Уфимского федерального исследовательского центра Российской академии наук, 

2 Башкирский государственный университет, Уфа

Натуральный каучук и инулин являются ценными метаболитами, которыми наиболее богаты представители семейства 
астровых. Для повышения рентабельности производства представляется актуальным использование одного и того же расти-
тельного материала для получения как инулина, так и каучука. Целью нашей работы было определение содержания каучука 
в органах ряда инулинсодержащих растений. Наибольшее содержание натурального каучука из этой группы растений было 
обнаружено в листьях девясила высокого Inula helenium и стеблях топинамбура Helianthus tuberosus. Обсуждается также 
перспективность использования одуванчиков Taraxacum kok-saghyz и Taraxacum hybernum для одновременного получения 
из них каучука и инулина. Первый из этих одуванчиков содержит в корнях в среднем 4,5, а второй 2,5% каучука на сухую 
массу. Показано, что подсолнечник Helianthus annuus и одуванчик лекарственный Taraxacum officinale не представляют 
практической ценности как источники натурального каучука.

Ключевые слова: натуральный каучук, инулин, девясил высокий, топинамбур, цикорий обыкновенный, кок-сагыз, 
одуванчик осенний.

© 2021 г. Кулуев Б.Р., Магасумова Ю.Р., Якупова 
А.Б., Гумерова Г.Р., Таипова Р.М.
* Автор для переписки: 
Кулуев Булат Разяпович
заведующий лабораторией геномики растений Института 
биохимии и генетики УФИЦ РАН
E-mail: kuluev@bk.ru

Введение

Натуральный каучук на сегодняшний день яв-
ляется важнейшим сырьем, прежде всего для шинной 
промышленности, где его доля в составе смеси для легко-
вых покрышек составляет до 50%, для грузовых – до 
85–100%, для авиационных шин – до 100% [5]. Важ-
нейшим источником каучука является гевея бразильская 
Hevea brasiliensis из семейства Euphorbiaceae, способная 
произрастать только в тропической зоне. В связи с тем, 
что данное дерево все чаще поражается весьма опасным 
фитопатогеном Microcyclus ulei, становится актуальным 
поиск альтернативных растений-каучуконосов, в том 
числе способных произрастать и давать урожай в дру-
гих климатических зонах. Для умеренного пояса таким 
признанным источником качественного каучука стал 
одуванчик кок-сагыз (Taraxacum kok-saghyz) [9]. 

Большой интерес представляют также и дру-
гие виды одуванчиков, такие как одуванчик осенний 
(Taraxacum hybernum) и одуванчик короткорожковый 
(Taraxacum brevicorniculatum), в корнях которых также 
накапливается довольно много натурального каучука. 
Ранее нами был проведен поиск каучуконосов во флоре 
Республики Башкортостан и было показано, что список 
таких растений может быть значительно расширен, пре-
жде всего, за счет представителей семейства астровых 
[5]. Однако основной проблемой остается нерентабель-
ность производства натурального каучука из местного 
растительного сырья. Так, в отличие от гевеи бразиль-
ской, в случае использования одуванчиков и других 
представителей астровых должны быть задействованы 
большие промышленные мощности, что экономически 
может быть невыгодно. В то же время можно полагать, 
что эффективность такого производства может быть 
значительна увеличена при получении из одного и того 
же растительного сырья нескольких ценных веществ. 

Многие растения семейства астровых характери-
зуются высоким содержанием такого метаболита, как 
инулин. Инулин – это полисахарид, являющийся для 
человека эффективным пребиотиком, так как хорошо рас-
творяется в воде, не переваривается пищеварительными 
ферментами и поэтому может в полной мере быть исполь-
зован кишечной микрофлорой. Инулин является раство-
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римым пищевым волокном, которое при его употреблении 
внутрь может помочь снизить уровень липопротеинов 
низкой плотности («плохого» холестерина). Кроме того, 
инулин не влияет на уровень глюкозы в крови, поэтому 
может без опасения использоваться в рационе людей, 
больных диабетом [10]. Благодаря своим пребиотическим 
свойствам инулин проходит в неизменном состоянии до 
толстой кишки, где он способствует увеличению содер-
жания полезных бифидобактерий и подавлению влияния 
вредных патогенных бактерий. Инулин и его произво-
дные также применяются в пищевой промышленности 
для улучшения питательных и функциональных свойств 
продуктов и используются в качестве заменителя жира, 
чтобы уменьшить калорийность пищи [11].

Таким образом, инулин является весьма ценным 
метаболитом, получаемым человеком из растений. 
Большинство инулинсодержащих растений является 
представителями двудольных, относящихся к семействам 
Asteraceae, у которых инулин заменяет собой крахмал. 
Основным источником инулина в европейских странах 
является цикорий обыкновенный (Cichorium intybus) 
– это вид многолетних трав семейства астровых. Со-
держание инулина в цикории составляет 12–30% на 
сырую массу в зависимости от сорта [7]. 

В России для промышленного получения инулина 
также используется топинамбур (Helianthus tuberosus). 
Содержание инулина в клубнях топинамбура в расчете 
на сырую массу составляет около 22% [8]. Многообе-
щающим, но пока что не используемым для этих целей 
инулинсодержащим растением является девясил высокий 
(Inula helenium), также из семейства астровых [10]. 
Содержание инулина в корнях и корневищах девясила 
высокого составляет 50,2–53,1 и 36,9–39,1% на сухую 
массу, соответственно [8]. В последнее время проведено 
много исследований по одуванчику кок-сагызу, так как он 
является альтернативным источником для производства 
не только высококачественного каучука [2], но и ину-
лина. Было выявлено, что инулин составляет основной 
углеводный запас в корнях кок-сагыза (около 16–20% 
от сырой массы корня) [14]. Недавние исследования по-
казывают, что в корнях кок-сагыза содержится в среднем 
18% инулина и 20% сахарозы [13]. Еще одним перспек-
тивным каучуконосным видом одуванчиков является T. 
hybernum – одуванчик осенний, также известный как 
крым-сагыз [3, 4]. В советской литературе имеются 
сведения не только о содержании высококачественного 
каучука в крым-сагызе, но и о накоплении в его корнях 
инулина, причем до 50% в расчете на сухую массу [1]. 
Способность к накоплению в корнях инулина является 

характерным признаком рода Taraxacum. К примеру, 
близкий родственник кок-сагыза одуванчик коротко-
рожковый T. brevicorniculatum в корнях содержит около 
55,4% инулина на сухую массу [12]. 

Исходя из всех этих данных, представляется 
актуальным поиск растений, которые могли бы быть 
использованы в промышленных масштабах не только 
для получения инулина, но и натурального каучука. Это 
совмещенное производство могло бы способствовать 
увеличению рентабельности переработки данного рас-
тительного сырья. Целью настоящей работы была оценка 
количественного содержания каучука в наиболее извест-
ных инулинсодержащих растений семейства астровых.

Материалы и методы

Сбор растительного материала осуществляли на 
территории Республики Башкортостан в летне-осенний 
сезон 2020 года. Места сбора указаны в таблице 1. У 
топинамбура, девясила высокого, цикория обыкновенного, 
подсолнечника однолетнего (Helianthus annuus) и одуван-
чика лекарственного (Taraxacum officinale) содержание 
каучука определяли как в корнях, так и в органах побега. 
Это связано с тем, что для этих видов растений в литера-
туре имеется весьма скудная информация о содержании 
натурального каучука в отдельных органах. Кок-сагыз, 
одуванчик осенний и одуванчик короткорожковый не от-
носятся к флоре Республики Башкортостан, поэтому они 
были выращены на опытном участке Института биохимии 
и генетики УФИЦ РАН рассадным методом. 

У этих трех видов одуванчиков содержание каучука 
определяли только в корнях, так как имеется множество 
литературных данных о накоплении полиизопрена у этих 
видов именно в корнях. В работе были использованы две 
отдельные популяции кок-сагыза: KAZ08-023 из кол-
лекции USDA (США), а также L2, предоставленная 
профессором Утеулиным К.Р. (Республика Казахстан). 
Семена буросемянной и розовосемянной форм одуван-
чика осеннего были предоставлены с.н.с. Карадагской 
научной станции им. Т.И. Вяземского Фатерыгой А.В. 
Собранный растительный материал предварительно вы-
сушивали в проветриваемом помещении при комнатной 
температуре в течение 15 дней для перевода всего каучука 
в коагулированное состояние. Для каждого вида растения 
использовали по пять экземпляров (n=5). Затем расти-
тельный материал размельчали ножницами и помещали в 
керамические ступки с пестиком, которые в дальнейшем 
замораживали в течение двух часов при температуре 
-70 °С. Затем растирали растительный материал и перено-
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сили в предварительно взвешенные микропробирки на 1,5 
мл (эппендорфы). Взвешивали массу растительного по-
рошка и проводили процедуру выделения из него каучука 
с использованием полярных растворителей – дистиллиро-
ванной воды и ацетона, а также неполярного растворителя 
гексана, основываясь на методах, описанных в литературе 
[13]. Всю процедуру выделения каучука проводили при 
комнатной температуре. 

Модифицированный нами способ микровыделения 
каучука из растительного материала состоял в следую-
щем. В растительный порошок добавляли 1 мл дистил-
лированной воды, перемешивали образцы в течение 30 
минут, центрифугировали 12 тыс. об. мин. в течение 20 
мин., надосадок удаляли. Процедуру водной экстракции 
проводили дважды для более полного удаления водорас-
творимых компонентов. Затем в образцы добавляли по 
1 мл ацетона и перемешивали их в течение 3 часов (на 
встряхивателе «Ротамикс»), центрифугировали при 12 
тыс. об. мин. в течение 20 мин., надосадок удаляли. 

Таким образом, из растительного порошка убирали 
водный и ацетоновый экстракты, а каучук благодаря его 
переходу при сушке в коагулированное состояние и нерас-
творимость в полярных растворителях преимущественно 

продолжал оставаться в этих образцах. Последующую 
экстракцию каучука проводили при помощи гексана, 
который добавляли в количестве 1 мл, образцы переме-
шивали 16 часов (на встряхивателе «Ротамикс»). Затем 
образцы центрифугировали при 12 тыс. об. мин. в течение 
20 мин., надосадок переносили в новые заранее взве-
шенные микропробирки на 1,5 мл. Гексановый экстракт 
высушивали в термостате при +50 °C в течение 2,5 часов 
в вытяжном шкафу. Определяли массу высушенного 
экстракта. Результаты выражали в виде процента гекса-
нового экстракта к сухой массе растительного материала.

Результаты и обсуждение

Согласно проведенному нами ранее анализу ли-
тературы, рекордсменами по содержанию инулина на 
территории нашей страны являются три вида растений: 
цикорий обыкновенный, топинамбур и девясил высокий, 
содержащие приблизительно 70, 50 и 53% этого мета-
болита на сухую массу корня [8]. Поэтому было решено 
определить содержание каучука, в первую очередь, у этих 
трех растений. У цикория наибольшее содержание каучу-
ка нами было обнаружено в листьях и стеблях (табл. 1). 

Таблица 1
 Средние значения массовой доли гексанового экстракта в органах анализированных инулинсодержащих 

растений к сухой массе растительной ткани

Вид растения Местонахождение Орган Массовая доля гексанового экс-
тракта на сухую массу ткани, %

Топинамбур Helianthus tuberosus с. Иглино, Иглинский р-н, Республи-
ка Башкортостан

Листья 2,8±0,9
Стебли 6,3±1,1
Клубни 2,0±0,5
Корни 2,0±0,8

Девясил высокий Inula helenium с. Иглино, Иглинский р-н, Республи-
ка Башкортостан

Листья 6,6±1,2
Корневище 5,1±0,6

Корни 3,9±0,8
Цикорий обыкновенный Cichorium 
intybus

д. Меллисоновка, Бижбулякский р-н, 
Республика Башкортостан

Листья 5,0±1,2
Стебли 4,5± 1,2
Корни 3,3± 1,4

Подсолнечник однолетний 
Helianthus annuus

с. Иглино, Иглинский р-н, Республи-
ка Башкортостан

Листья 0,8±0,2
Стебли 1,0±0,3
Корни 0,5±0,1

Одуванчик лекарственный 
Taraxacum officinale г. Уфа, Республика Башкортостан

Листья 2,0±04
Корни 1,1±0,5

Одуванчик кок-сагыз
Taraxacum kok-saghyz KAZ08-023

г. Уфа, Республика Башкортостан, 
опытный участок ИБГ УФИЦ РАН Корни 4,5±1,2

Одуванчик кок-сагыз Taraxacum 
kok-saghyz L2

г. Уфа, Республика Башкортостан, 
опытный участок ИБГ УФИЦ РАН Корни 4,5±1,5

Одуванчик короткорожковый 
Taraxacum brevicorniculatum

г. Уфа, Республика Башкортостан, 
опытный участок ИБГ УФИЦ РАН Корни 2,1±0,8

Одуванчик осенний Taraxacim 
hibernum буросемянный

г. Уфа, Республика Башкортостан, 
опытный участок ИБГ УФИЦ РАН Корни 2,5±0,9

Одуванчик осенний Taraxacim 
hibernum розовосемянный

г. Уфа, Республика Башкортостан, 
опытный участок ИБГ УФИЦ РАН Корни 2,5±0,5
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Массовая доля гексанового экстракта в листьях 
цикория составила 5% на сухую массу, что не уступает 
корням такого известного каучуконоса, как кок-сагыз [5]. 
У топинамбура максимальное количество каучука было 
характерно для стеблей, тогда как в листьях, клубнях и 
корнях массовая доля гексанового экстракта была гораз-
до меньше (см. табл. 1). Процент содержания каучука 
в стеблях топинамбура составил в среднем 6,3%, что 
превышает показатели кок-сагыза, в корнях которого 
нами обнаруживалось около 4,5% гексанового экстрак-
та на сухую массу (см. табл. 1). У девясила высокого 
также было найдено довольно значительное содержание 
каучукоподобных веществ: в его листьях содержание 
гексанового экстракта составило 6,6% (см. табл. 1). До-
вольно много каучука у девясила, судя по всему, имеется 
и в корневищах (5,1%). Еще одним видом растений, в 
корнях которого накапливается инулин, является под-
солнечник, хотя он по этому показателю и существенно 
уступает родственному топинамбуру. Наши исследования 
показали, что все части подсолнечника содержат очень 
мало каучукоподобных веществ (см. табл. 1). Пожалуй, 
самым широко распространенным видом растений из 
изученных нами является одуванчик лекарственный, у 
которого в корнях накапливается около 40% инулина на 
сухую массу [8]. Данный вид одуванчиков не отличался 
высоким содержанием каучука ни в листьях, ни в корнях 
(см. табл. 1). Из трех изученных нами каучуконосных 
видов одуванчиков наибольшим содержанием инулина 
характеризуются одуванчик осенний и одуванчик корот-
корожковый, содержащие в корнях около 50% инулина 
на сухую массу [8]. Однако эти два вида одуванчиков 
в корнях содержат чуть больше 2% гексанового экс-
тракта на сухую массу (см. табл. 1), то есть меньше, чем 
кок-сагыз. Необходимо отметить, что мы не установили 
разницы в содержании каучука у буросемянной и розово-
семянной форм одуванчика осеннего; в обеих формах оно 
составило в среднем 2,5%. Что характерно, у одуванчика 
короткорожкового в корнях накапливалось еще меньше 
каучука – 2,1% на сухую массу (см. табл. 1). Судя по 
литературным данным, кок-сагыз несколько уступает 
по содержанию инулина одуванчику осеннему [8]. Для 
обеих проанализированных популяций кок-сагыза нами 
было найдено в среднем 4,5% гексанового экстракта на 
сухую массу корня (см. табл. 1), что является наиболее 
высоким показателем для изученных нами каучуконос-
ных одуванчиков.

Исходя из полученных нами данных, наиболь-
ший интерес представляет девясил высокий, который 
отличается большим содержанием инулина и каучука, 

однако это растение является дикорастущим, что пока 
ограничивает широкое использование этого растения. 
Так, например, девясил, в отличие от культурных рас-
тений, характеризуется низкой всхожестью семян, 
недружностью всходов, неравномерным созреванием 
и относительно низкой продуктивностью корневищ. 
Поэтому перспективной представляется возможность 
доместикации девясила, тем более, что в его корневи-
щах, кроме инулина и каучука, есть и другие ценные 
метаболиты [6]. Наряду с этим топинамбур и цикорий 
тоже могут рассматриваться в качестве источников 
натурального каучука. Однако полимерность и моле-
кулярная масса полиизопрена у этих трех видов ину-
линсодержащих растений остается неизвестным. Как 
известно, применение в резиновой промышленности 
находит лишь каучук с молекулярной массой более 1 млн 
г/моль [5], в связи с чем каучук топинамбура, цикория 
и девясила должен быть дополнительно проверен на эти 
и другие качественные показатели. По-другому обсто-
ит дело с кок-сагызом, его каучук уже давно признан 
высококачественным и применимым в резиновой про-
мышленности. Учитывая, что корни этого одуванчика 
также содержат немало инулина, данный вид растений 
может стать рентабельным источником обоих расти-
тельных метаболитов. Одуванчик осенний также про-
дуцирует высококачественный каучук и довольно много 
инулина. Поэтому указанный вид также должен быть 
включен в список перспективных источников инулина 
и каучука. В то же время одуванчик лекарственный и 
подсолнечник содержат крайне мало каучука и не так 
много инулина, поэтому не являются перспективными 
для промышленного производства рассматриваемых 
растительных метаболитов.

Заключение

Итак, согласно проведенному нами эксперимен-
тальному исследованию, наиболее перспективными для 
одновременного получения инулина и натурального кау-
чука являются девясил высокий, а также одуванчики кок-
сагыз и крым-сагыз. Однако каучук девясила нуждается 
в дополнительных исследованиях на ряд качественных 
показателей, таких как полимерность, молекулярная 
масса и др.

Работа выполнена в рамках госзадания 
AAAA-A19-119021190011-0 при поддержке гранта 
Президента Республики Башкортостан (проект 
7ГР). 

Б.Р. Кулуев и др., с. 6–11
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IN THE ORGANS OF INULIN-CONTAINING PLANTS
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Natural rubber and inulin are valuable metabolites, which are the most abundant in the Asteraceae family. To increase the 
profitability of production, it seems relevant to use the same plant material for the production of both inulin and natural rubber. The 
purpose of our work was to determine the content of rubber in the organs of a number of inulin-containing plants. The highest content 
of natural rubber from this group of plants was found in the leaves of Inula helenium and stems of Helianthus tuberosus. The prospects 
of using dandelions Taraxacum kok-saghyz and Taraxacum hybernum for the simultaneous production of rubber and inulin from them 
are also discussed. The first of these dandelions contains an average of 4.5%, and the second 2.5% natural rubber on a dry mass of 
roots. It has been shown that the Helianthus annuus and the Taraxacum officinale are not of practical value as sources of natural rubber.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.3+616-001.17

БИОХИМИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ПРОРЕГЕНЕРАТОРНОГО ДЕЙСТВИЯ 
2-ЭТИЛ-6-МЕТИЛ-3-ГИДРОКСИПИРИДИНИЯ N-АЦЕТИЛ- 

6-АМИНОГЕКСАОНАТА

Е.В. АНДРИАНОВА, Е.Н. ЕГОРОВА*, М.Б. ПЕТРОВА, М.А. ПАХОМОВ

ФГБОУ ВО «Тверской государственный медицинский университет»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, Тверь

В эксперименте на крысах оценивалась динамика заживления ожоговых ран кожи при местном лечении 2%-ной ма-
зью c 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаоната. Выявлено, что использование мази достоверно 
сокращает сроки регенерации термических ожогов и происходит на фоне снижения выраженности оксидативного стресса и 
протеолитической (металлопротеиназы 9 типа – ММП-9) активности в тканях раневых дефектов. Установлена корреляция 
средней степени в отношении площадей ожоговых дефектов и протеолитической активности ММП-9 в тканях ран, а также 
в отношении протеолитической активности ММП-9 и выраженности оксидативного стресса в гомогенатах регенерирующих 
тканей на 7- и 14-е сутки эксперимента, то есть в фазы воспаления и пролиферации раневого процесса. 

Ключевые слова: 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаонат, матриксные металлопротеиназы, 
тканевые ингибиторы металлопротеиназ, ожоговая рана, регенерация.
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Введение

Морфологические и биохимические процессы, со-
ставляющие патогенез раневого процесса в коже после 
повреждающего воздействия, остаются в поле зрения 
отечественных и зарубежных исследователей [1, 3, 7]. 
Ожидаемый прогресс в данной области связан с поиском 
индукторов регенераторного процесса. Перспективными 
в аспекте стимуляции процессов заживления термиче-
ских ожогов кожи являются препараты N-ацетил-6-
аминогексановой кислоты (ацексамовой кислоты) и ее 
производные [2, 6], не обладающие токсическими свой-
ствами [4]. При этом представляет интерес исследование 
динамики показателей сопутствующих биохимических 
процессов, в частности, металлопротеазной активности 
и выраженности оксидативного стресса в регенериру-
ющих тканях, их корреляции между собой и площадью 
раневых дефектов для оценки ранозаживляющих свойств 
2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-
аминогексаоната (2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ).

Цель настоящей работы: в эксперименте на кры-
сах оценить динамику заживления ожоговых ран кожи 
при местном лечении 2% мазью c 2-этил-6-метил-3-
гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаоната, из-
учить выраженность оксидативного стресса и активность 
матриксных металлопротеиназ и их тканевых ингибиторов 
в регенерирующих тканях на этапах раневого процесса. 

Материалы и методы 

Эксперименты по моделированию ожогов выпол-
нены на 45 беспородных самках крыс массой 180–200 
г в соответствии с правилами «Европейской конвенции о 
защите позвоночных животных, используемых для экспе-
риментов или в иных научных целях» (Directive 2010/63/
EU). До нанесения дефекта животным выстригали шерсть 
и подшерсток в межлопаточной области и под общим ин-
галяционным наркозом [5] выполняли термический ожог 
III степени площадью 225 мм2 стальным трафаретом с 
экспозицией 8 секунд (t=240 °С). Крысы были разде-
лены на три группы по 15 особей в каждой. Контрольную 
группу № 1 составили животные с термическим ожогом 
без лечения, крысам контрольной группы № 2 на область 
ожога наносили мазевую основу (полиэтиленгликоль). 
Третья группа (опытная) получала местную терапию 
2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ (АО «ВНЦ БАВ», г. Старая 
Купавна) в виде 2% мази на основе полиэтиленгликоля. 
Нанесение веществ проводили со вторых суток экспе-
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римента до отторжения струпа ежедневно, однократно, 
после измерения площади ожога. Динамику заживления 
поражения оценивали по сокращению его площади, а так-
же рассчитывали скорость убывания площади дефекта за 
сутки по формуле: ∆S=((225-Sn)/225)×100 %, где 225 
– исходная площадь ожога (мм2), Sn – площадь раны на 
текущий день измерения (мм2).

На 7-, 14- и 21-е сутки животных выводили из экс-
перимента, осуществляли биопсию регенерирующих тка-
ней для морфологических и биохимических исследований. 
Гистологические микропрепараты получали с парафиновых 
блоков, изготовленных по общепринятому протоколу, 
окрашивали гематоксилином с эозином и использовали 
для общей оценки состояния исследуемых тканей. 

Для биохимических исследований из биоптатов 
регенерирующих тканей стандартизированной массы (без 
струпа и подкожной жировой клетчатки) изготавливали 
гомогенаты, используя гомогенизатор «Minilys» произ-
водства «Bertin Instruments» (Франция), в изотоническом 
растворе натрия хлорида в соотношении 1:10 (масса:объем). 
Индекс оксидативного стресса (ИОС) в супернатантах 
гомогенатов рассчитывали как отношение общей окси-
дантной активности к общей антиоксидантной активности, 
определенных фотометрическим методом с помощью тест-
систем «Total Oxidative status/capacity PerOx (TOS) Kit» 
и «Total Antioxidative status/capacity PerOx (TAS) Kit» 
производства «Immundiagnostik AG» (Германия). В супер-
натантах гомогенатов методом иммуноферментного анализа 
проводили количественное определение металлопротеиназы 
9-го типа (ММР-9) и тканевого ингибитора металлопро-
теиназ первого типа (ТIMP-1), используя тест-системы 
«Rat Total MMP-9» производства «R&D Systems, Inc.» 
(США) и «Rat TIMP-1» производства «Cloud-Clone 
Corp.» (США) соответственно. Для оценки результатов 
эксперимента использовали отношение ММР-9/ТIMP-1, 
поскольку именно соотношение фермента и его ингибитора 
характеризует частично протеолитическую активность в 
пораженных тканях [8] и влияет на процесс репарации. 
Статистический анализ полученных данных выполняли с 
помощью программы IBM® SPSS® Statistcs 23.0 «IBM 

Corporation» (USA). Количественные данные представле-
ны в виде среднего арифметического и стандартной ошибки 
среднего. Для оценки статистической значимости разности 
средних в двух группах применяли критерии Стьюдента и 
Манна – Уитни, в трех группах – Крускала – Уоллиса. 
Различия между показателями в группах считали стати-
стически значимыми при p<0,05. Для оценки зависимости 
между показателями использовали ранговый коэффициент 
корреляции Спирмена (Rs). 

Результаты и обсуждение

Планиметрическая оценка площади термических 
поражений кожи на 7-е сутки эксперимента показала, 
что у животных опытной группы абсолютные значения 
этого параметра были достоверно ниже в сравнении с 
обеими группами контроля (табл. 1). При этом скорость 
сокращения площади струпа составила в опытной группе 
21,7% против 4,4% и 7,1% в контрольных № 1 и № 2 
соответственно. Гистологические исследования выявили у 
крыс этой группы отсутствие тенденции к распростране-
нию воспалительного инфильтрата в окружающие ткани, 
что характеризует процесс очищения раневого поля как 
более качественный и интенсивный.

Биохимические показатели в гомогенатах тканей 
из области дефекта в опытной группе крыс достоверно 
были ниже, чем в обеих контрольных группах, между ко-
торыми статистически значимых различий не выявлено. 
Так, в опытной группе животных ИОС был меньше, чем 
в контрольных группах соответственно на 44,6 и 42,5%, 
а ММП-9/ТИМП-1 – на 31,4 и 25,8%.

Таблица 1
Площадь дефектов и биохимические показатели в 
гомогенатах в динамике регенерации термического 

ожога кожи крыс

Группы жи-
вотных

Показатели, (М±m)
Площадь 

ожога, мм2 ИОС, ед. ММП-9/
ТИМП-1, ед.

7 суток
Контрольная 

№ 1 215,5±3,74 7,09±0,80 70,3±4,83

Контрольная 
№ 2 209,8±2,37 6,84±0,94 65,0±5,28

Опытная 176,0±12,62* 3,93±0,57* 48,2±1,84*

14 суток
Контрольная 

№ 1 126,1±3,50 5,96±0,83 78,9±3,24

Контрольная 
№ 2 120,6±2,37 4,72±0,52 72,5±2,20

Опытная 48,5±6,71*# 2,75±0,26*# 35,7±1,05*#

21-е сутки
Контрольная 

№ 1 43,3±5,49# 0,92±0,04# 49,0±0,84#

Контрольная 
№ 2 38,1±5,01# 0,86±0,07# 46,8±1,96#

Опытная 0 (рубец)*# 0,66±0,05*# 22,5±0,70*#

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) 
между показателями у животных опытной группы и груп-
пами контроля № 1 и № 2, # – различие статистически 
значимо (р<0,05) между показателями у животных группы 
в сравнении с предыдущим сроком эксперимента
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На 14-е сутки эксперимента площади термических 
дефектов кожи продолжали сокращаться с разной ско-
ростью у животных сравниваемых групп. Так, у крыс, 
получавших местную терапию ожогов мазью с 2-Э-6-
М-3-ГП N-А-6-АГ, она составила 78,2%, в то время 
как в контрольных группах № 1 и № 2 соответственно 
44,0 и 46,6%. Микроскопически раневой дефект у крыс 
этой группы под струпом был выполнен широким пластом 
грануляционной ткани, строение которой указывало на 
активно протекающую стадию пролиферации репара-
тивного процесса. 

Динамика изученных биохимических показателей 
в гомогенатах грануляционной ткани группы животных, 
получавших местное лечение 2% мазью, содержащей 
2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, статистически значимо 
отличалась от таковой в обеих контрольных группах, как 
и предыдущий срок наблюдения. Так, ИОС был ниже, 
чем в контрольных группах на 53,9 и 41,7%, а ММП-9/
ТИМП-1 – на 54,8 и 50,6% соответственно. Значения 
изученных биохимических показателей и их соотношений 
в обеих контрольных группах достоверно не различались.

На 21-е сутки эксперимента зона бывшего ожога у 
крыс опытной группы представлена соединительноткан-
ным рубцом, отторжение фрагментов струпа произошло 
на 17±1,3 день наблюдения, что свидетельствует о пол-
ном завершении регенераторных процессов под влиянием 
2% мази с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ. В то время как в 
контрольных группах № 1 и 2 регенерация еще не завер-
шена и площадь струпа составляла соответственно 19,1 и 
16,8% от исходной. Полученные результаты свидетель-
ствуют о прорегенераторных свойствах 2-Э-6-М-3-ГП 
N-А-6-АГ, примененного местно в виде 2% мази. 

В этот же срок наблюдения в гомогенатах новооб-
разованных тканей животных опытной группы ИОС был 
меньше, чем в контрольных группах, на 28,3 и 23,3%, а 
ММП-9/ТИМП-1 – на 54,1 и 51,9% соответственно. 
В обеих контрольных группах значения биохимических 
показателей достоверно не различались между собой.

Таким образом, напряженность оксидативного 
стресса и протеолитическая активность желатиназы 
ММР-9 в гомогенатах тканей в процессе регенерации 
снижались, причем в группе животных, получавших об-
работку ожоговых ран мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-
АГ, достоверно быстрее по сравнению с контрольными 
группами. 

Сравнение полученных результатов между собой 
в динамике экспериментального моделирования терми-
ческого ожога кожи в разные сроки раневого процесса 
выявило, что каждый из изученных показателей, включая 

площадь раневых дефектов, во всех группах животных 
на 21-е сутки эксперимента достоверно был ниже, чем 
на 14-е сутки. Однако только у крыс опытной группы 
значения всех показателей на 14-е сутки наблюдения 
были статистически значимо ниже, чем на 7-е сутки. 

Следовательно, результаты эксперимента по-
зволяют сделать вывод о том, что 2-Э-6-М-3-ГП 
N-А-6-АГ обладает прорегенераторным эффектом, 
поскольку достоверно ускоряет заживление термических 
ожогов кожи. Изучение динамики металлопротеиназ и 
их тканевых ингибиторов, а также общей оксидантной 
и антиоксидантной активности в гомогенатах тканей 
из области раневых дефектов продемонстрировало, 
что репарация термических ожогов при региональном 
лечебном воздействии мазью, содержащей 2% 2-Э-6-
М-3-ГП N-А-6-АГ, протекает на фоне снижения 
протеолитической активности и свободно-радикальных 
процессов в тканях. Для установления наличия взаимо-
связи между изучаемыми процессами нами был проведен 
корреляционный анализ зависимости площадей раневых 
дефектов – от показателей оксидативного стресса (S и 
ИОС), площадей раневых дефектов от протеолитической 
активности ММР-9 (S и ММП-9/ТИMП-1), а также 
протеолитической активности ММР-9 – от активности 
оксидативного стресса (ММР-9/ТIMP-1 и ИОС) на 
7-, 14- и 21-е сутки эксперимента. 

Корреляционный анализ зависимости ИОС и 
ММП-9/ТИMП-1 в гомогенатах тканей из области 
ожогов позволил установить корреляцию средней степени 
между ними только у крыс опытной группы на 7- и 14-е 
сутки эксперимента – 0,56 и 0,64 (р<0,05) соответ-
ственно. В указанные сроки исследования у животных, 
получавших аппликации мази с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-
6-АГ, наблюдалась достоверная корреляция (Rs=0,66 и 
Rs=0,53 соответственно) между площадями термических 
дефектов и протеолитической активностью ММР-9 (S 
и ММП-9/ТИMП-1). Статистически значимая кор-
реляция в отношении S и ИОС в гомогенатах тканей во 
всех группах животных и во все сроки наблюдения не 
обнаружена. 

Учитывая патогенез раневого процесса и причинно-
следственные связи между его факторами можно пред-
ложить следующую логическую цепочку взаимосвязи из-
ученных в данном эксперименте параметров. Термическое 
воздействие вызывает повреждение эпидермиса, дермы 
и подкожной клетчатки, в которых развивается местное 
воспаление и формируется раневой дефект. Постоянным 
типовым патологическим процессом в фазу воспаления 
(7-е сутки) является оксидативный стресс, в отноше-
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нии которого и протеолитической активности ММР-9 
в гомогенатах тканей обнаружена корреляция средней 
степени. В свою очередь, между протеолитической ак-
тивностью ММР-9 в гомогенатах тканей и площадями 
раневых дефектов также выявлена корреляция средней 
степени, что может свидетельствовать о том, что площадь 
заживающего ожога зависит, в том числе, от активности 
ММР-9. Подобная ситуация (влияние ОС и протеоли-
тической активности ММР-9) наблюдается и на стадии 
пролиферации (14-е сутки эксперимента), но исчезает на 
последней стадии раневого процесса – эпителизации. 
Предложенная схема влияния ОС на продукцию ММР-
9 и, в свою очередь, воздействие последней на процесс 
заживления ран кожи, представляются логичными, 
поскольку именно на стадиях воспаления и преимуще-
ственно пролиферации раневого процесса происходят 
процессы морфогенеза тканей кожи.

Заключение

Проведенные исследования показали, что местное ле-
чебное воздействие термических ожогов кожи крыс мазью, 
содержащей 2% 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния 
N-ацетил-6-аминогексаоната, достоверно сокращает сроки 
их заживления и происходит на фоне снижения выраженно-
сти оксидативного стресса и протеолитической (ММП-9) 
активности в тканях раневых дефектов. В группе животных, 
получавших мазевые аппликации с 2-этил-6-метил-3-
гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаонатом, вы-
явлена корреляция средней степени в отношении площадей 
ожоговых дефектов и протеолитической активности ММР-
9 в тканях ран, а также в отношении протеолитической 
активности ММР-9 и выраженности оксидативного стресса 
в гомогенатах регенерирующих тканей на 7- и 14-е сутки 
эксперимента, то есть в фазы воспаления и пролиферации 
раневого процесса. 
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ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ГРИБОВ  
LENTINUS TIGRINUS ВКМ F-3616 D С ЦЕЛЬЮ УВЕЛИЧЕНИЯ ВЫХОДА 

ЭКЗО- И ЭНДОГЛЮКАНАЗ
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1 ФГБОУ ВО НИ Мордовский государственный университет им. Н.П. Огарева, факультет биотехноло-
гии и биологии, кафедра биотехнологии, биоинженерии и биохимии; 

2 ФГБОУ ВО НИ Мордовский государственный университет им. Н.П. Огарева, факультет биотехноло-
гии и биологии, кафедра ботаники, физиологии и экологии растений, Саранск

Подобраны оптимальные условия культивирования, позволяющие обеспечить максимальный биосинтез целлюлаз дерево-
разрушающим грибом Lentinus tigrinus ВКМ F- 3616 D: начальное значение рН питательной среды – 5,0; температура культи-
вирования – 28 °С; продолжительность культивирования – 7 суток. Целлюлазы выделены и очищены до гомогенного состояния, 
что дало возможность повысить удельную активность исследуемого целлюлазного комплекса в 10,9 раза по сравнению с исходной. 
Анализ свойств очищенных ферментов показал, что исследуемый гриб продуцирует несколько типов целлюлаз – экзоглюканазы 
(целлобиогидролазы) с молекулярными массами 43 и 52 кДа и эндоглюканазы с молекулярными массами 25, 48 и 50 кДа.

Ключевые слова: целлюлазы, эндоцеллюлазы, целлобиазы, Lentinus tigrinus, оптимизация условий культивирования, 
выделение и очистка ферментов.
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Введение

Растительная биомасса в зависимости от вида расте-
ний содержит 31–40% целлюлозы, 35–48% гемицеллюло-
зы и 15–25% лигнина. Использование биотрансформации 
лигноцеллюлозы для производства различных продуктов 
(биотоплива, кормов, сахаров и т.д.) в настоящее время 
является быстро расширяющейся областью исследований, 
а эффективное использование ксилозы и глюкозы является 
одним из ключевых аспектов превращения этой биотранс-
формации в промышленную технологию [16, 18, 26]. 

Основным продуктом гидролиза целлюлозы слу-
жат глюкоза и другие гексозы, в то время как гемицел-
люлозные гидролизаты – это главным образом ксилоза 
и другие пентасахара [9, 22]. 

Гидролиз целлюлозы осуществляется целлюлазами 
– ферментами класса гидролаз, катализирующих гидролиз 
-1,4-гликозидных связей в молекуле целлюлозы с обра-
зованием набора олигосахаридов различной степени по-

лимеризации вплоть до мономера – глюкозы [28, 31–33]. 
По типу действия на субстраты целлюлазы делят на эндо-
1,4--глюканазы (КФ 3.2.1.4), экзо-целлобиогидролазы 
(КФ 3.2.1.91), экзо-1,4--глюкозидазы (КФ 3.2.1.74), 
-глюкозидазы (целлобиазы) (КФ 3.2.1.21) [12].

Гидролиз целлюлозы осуществляется целлюлаз-
ными полиферментными системами [5].

В природе целлюлазы синтезируются грибами, 
бактериями или актиномицетами [7, 13]. Наиболее же 
эффективными продуцентами целлюлаз выступают 
грибы бурой гнили, относящиеся к различным видам: 
Aspergillus amstelodamy, Aspergillus fumigatus, Aspergillus 
oryzae, Aspergillus terreus, Fusarium culmorum, Fusarium 
oxysporum, Fusarium solani, Penicillium notatum, 
Rhizopus oryzae, Trichoderma lignorum, Trichoderma 
virida, Trichoderma koningii и многие другие [2, 14, 17, 
20, 21, 29]. Грибы белой гнили (лигнолитики) изучены 
в этом плане хуже.

Известно, что и у грибов бурой и у грибов белой 
гнили ферментативный гидролиз целлюлозы и сопут-
ствующих ей полисахаридов (-глюканов, ксиланов) 
осуществляется комплексом различных ферментов, 
различающихся по субстратной специфичности, которые 
получили название целлюлазного комплекса [6]. 

Цель нашей работы заключалась в оптимизации 
условий культивирования гриба Lentinus tigrinus ВКМ 
F-3616 D с целью получения экзо- и эндоглюканаз.
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Материалы и методы 

Объекты исследования. В работе был использо-
ван лигнолитический гриб Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 
D, выделенный на кафедре биотехнологии, биоинжене-
рии и биохимии ФГБОУ ВО «МГУ им. Н.П. Огарева» 
и депонированный в ВКМ.

Культивирование микроорганизмов. Культуру гри-
ба поддерживали на агаризованной среде Чапека – Докса 
при 4 °С после выращивания их в течение 7 суток при 28 °С.

Для глубинного культивирования использовали 
жидкую среду Мэнделя – Вэбера [24] следующего со-
става (г/л): (NH4)2SO4 – 1,4; KH2PO4 – 2,0; МgSO4 
× 7H2O – 0,3; CaCl2 – 0,3; FeSO4 × 7H2O – 0,005; 
ZnSO4 × 7H2O – 0,0014; МnSO4 × 7H2O – 0,0016; 
CоCl2 – 0,002; карбоксиметилцеллюлоза – 10; твин 
80 – 2 мл, рН – 6,5.

Глубинное культивирование осуществляли в ко-
нических колбах Эрленмейера объемом 250 мл со 100 
мл среды, в шейкере-инкубаторе ES-20/60 («Biosan», 
Латвия) со скоростью вращения 200 об/мин при 28 °С 
в течение 7 суток. В опытные колбы вносили 3-суточный 
инокулят в количестве 10% к объему питательной среды.

Выделение ферментов. Для выделения белков 
были использованы стадии грубого фракционирова-
ния посредством центрифугирования, высаливания 
сульфатом аммония (80%-ное насыщение) и диализа 
против соответствующего буфера с последующим тон-
ким фракционированием с помощью гель-фильтрации, 
ионообменной хроматографии, электрофореза. Схема 
выделения представлена ниже:

Центрифугирование КЖ  
(10 000 об/мин, 15 мин, 4 °С)


Высаливание (80-ное насыщение (NH4)2SO4)


Диализ (20 мМ Tris-HCl буфер, рН 7,0)


Гель-хроматография (носитель – биогель Р 60 

(«BioRad»), буфер – 20 мМ Tris-HCl буфер, рН 7,0)


Ионообменная хроматография (анионообменные 
носители – Macro-Prep High Q, Marco-Prep DEAE 

(«BioRad»), буфер А – 20 мМ Tris-HCl, рН 7,5, 
буфер В – градиент 0-1 М NaCl, скорость потока –  

1 мл/мин)


ДДС-Электрофорез (12% ПААГ)

Метод определения концентрации белка. Содер-
жание белка в культуральной жидкости (КЖ), а также 
в ферментных препаратах определяли по методу Лоури, 
используя в качестве стандарта БСА [23]. Для спектрофо-
тометрических измерений использовали спектрофотометр 
UV mini-1240 фирмы «Shimadzu» (Япония).

Методы определения активности ферментов. 
Активность целлюлаз по фильтровальной бумаге (АФБ) 
определяли стандартным методом при 50 °С и рН 5,0, 
используя хроматографическую бумагу № 1 производ-
ства «Whatman» (Англия) [6].

Авицелазную активность определяли по началь-
ной скорости образования ВС (динитросалициловым 
методом) при гидролизе МКЦ по методике: в пробирку 
вместимостью 10 см3 вносили 100 мг МКЦ, приливали 
1 см3 0,1 М ацетатного буфера с рН 5,0 и 1 см3 фильтрата 
культуральной жидкости. Смесь инкубировали 60 мин 
при 50 °С. Полученные гидролизаты фильтровали и 
определяли в них содержание редуцирующих сахаров ме-
тодом с применением 3,5-динитросалициловой кислоты 
[25]. За единицу авицелазной (экзоглюканазной) актив-
ности принимали такое количество фермента, которое в 
принятых стандартных условиях (pH – 5,0, температура 
инкубации – 50 °С, продолжительность гидролиза – 1 ч) 
катализирует гидролиз микрокристаллической целлюло-
зы с образованием 1 микромоля редуцирующих сахаров.

Эндоглюканазную активность определяли по началь-
ной скорости образования ВС при использовании в качестве 
субстрата 1%-ного раствора Na-КМЦ в 0,1М ацетатном 
буферном растворе с рН 5,0. В пробирку объемом 10 см3 по-
мещали 1 мл 1%-ного раствора Na-КМЦ в 0,1 М ацетатном 
буферном растворе с рН 5,0 и 1 см3 исследуемого фильтрата 
культуральной жидкости, перемешивали и инкубировали 
при 50 °С в течение 10 мин. Полученные гидролизаты 
фильтровали и определяли в них содержание редуцирующих 
сахаров методом с применением 3,5-динитросалициловой 
кислоты [25]. За единицу КМЦ-азной (эндоглюканазной) 
активности принимали такое количество фермента, которое 
в принятых стандартных условиях (pH – 5,0, температура 
инкубации – 50 °С, продолжительность гидролиза – 10 
минут) катализирует гидролиз целлюлозы с образованием 
1 микромоля редуцирующих сахаров.

Результаты и обсуждение

Оптимизация условий культивирования. Ранее 
нами были подобраны оптимальные концентрации и ис-
точники азота и углерода [4]. Поэтому перед нами стояла 
задача оптимизации условий культивирования.
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Как известно, рН является одним из наибо-
лее важных факторов, влияющих как на рост самих 
грибов, так и на способность их к биосинтезу со-
ответствующих ферментов [3, 10]. В связи с этим 
были проведены исследования по изучению влияния 
исходного значения рН питательной среды для гриба 
Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D. Для этого куль-
тивирование продуцентов осуществляли в диапазоне 

значений рН от 4,0 до 7,0 с шагом 0,5 при 28 °С в 
течение 11 суток в динамических условиях в шейкере-
инкубаторе (200 об./мин). В процессе культивирова-
ния проводили измерение авицелазной и КМЦ-азной 
активностей в культуральной жидкости каждые сутки 
с момента начала культивирования и по полученным 
значениям судили о динамике накопления целлюлаз 
в среде (рис. 1).

   
 а б

в

Рис. 1. Влияние начального рН ферментационной среды на биосинтез целлюлаз грибом Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D: 
а) динамика авицелазной активности, б) динамика КМЦ-азной активности, в) динамика целлюлазной активности на 
7-е сутки культивирования

Н.А. Атыкян и др., с. 17–27

Как видно из данных, приведенных на рисунке 1, 
уровень биосинтеза целлюлаз постепенно возрастает с 
увеличением значения исходного рН ферментационной 
среды и достигает своего максимума при рН 5,0–5,5.

Температура ферментационной среды являет-
ся также одним из важнейших факторов, оказывает 
влияние на скорость клеточных реакций, характер 
метаболизма и потребности в питательных веществах. 
Описаны случаи, когда температура, обеспечивающая 
оптимальный рост, соответствует температуре, которая 

обеспечивает максимальный биосинтез интересующих 
ферментов [27].

Именно поэтому в ходе дальнейшей работы нами 
были проведены исследования по влиянию температуры 
культивирования в диапазоне от 24 °С до 38 °С с шагом 
2 °С на биосинтез целлюлаз гриба Lentinus tigrinus ВКМ 
F-3616 D.

Из полученных данных (рис. 2) видно, что макси-
мальный биосинтез целлюлаз данным продуцентом на-
блюдается при культивировании при температуре 28 °С.
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Рис. 2. Влияние температуры на биосинтез целлюлаз грибом Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D: а) динамика авицелазной 
активности, б) динамика КМЦ-азной активности, в) динамика целлюлазной активности на 7-е сутки культивирования

Также было проведено исследование по определению 
оптимального времени культивирования для биосинтеза цел-
люлаз исследуемыми грибами. Для этого культивирование 
продуцентов проводили в динамических условиях при уста-
новленных ранее оптимальных значениях рН и температуры, 
то есть рН 5,0 и 28 °С. За динамикой накопления целлюлаз 
следили по ферментативной активности в культуральной 
жидкости в течение 10 суток, с отбором проб каждые сутки.

Результаты выполненного эксперимента приведе-
ны на рисунке 3. Как следует из представленных данных, 
для биосинтеза целлюлаз грибом Lentinus tigrinus ВКМ 
F-3616 D оптимальная продолжительность культи-
вирования составляет 7 суток, так как наблюдается 
максимальная целлюлазная активность: авицелазная 
(3,96±0,14 Ед/мл) и КМЦ-азная (2,02±0,08 Ед/мл).

Следовательно, на основании проведенных 
исследований нами были установлены оптимальные 
условия культивирования, позволяющие обеспечить 
максимальный биосинтез целлюлаз: начальное значение 
рН питательной среды – 5,0; температура культивиро-

вания – 28 °С; продолжительность культивирования 
– 7 суток.

Рис. 3. Влияние продолжительности культивирования на 
биосинтез целлюлаз Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D

Выделение, очистка и идентификация цел-
люлаз. Из культуральной жидкости, полученной по 
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оптимизированному варианту, выделяли целлюлазные 
ферменты. На первом этапе получали грубый фермент-
ный препарат гриба L. tigrinus. Для этого отделяли 
культуру гриба путем центрифугирования (10 000 об./

мин, 10 мин), из супернатанта выделяли белки методом 
высаливания (80%-ное насыщение (NH4)2SO4), далее 
проводили диализ против соответствующего буфера 
(табл. 1) с контролем по сульфату бария.

Таблица 1
 Выделение и очистка целлюлаз гриба Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D

Этап выделения и очистки Объем образца, 
мл

Концентрация 
белка, мг/мл

Активность, 
Ед/мл

Удельная 
активность,  
Ед/мг белка

Степень 
очистки

Центрифугирование КЖ 100 0,78±0,02 3,96±0,18 5,08±0,25 1,0
Высаливание сульфатом аммония 
(80% насыщение) 10 3,82±0,15 22,23±0,12 5,82±0,29 1,1

Диализ против буфера 15 3,66±0,11 24,19±0,08 6,61±0,19 1,3

Гель-хроматография 24 1,42±0,14 14,61±0,02 10,28±0,16 2,0

Ионообменная хроматография: 
Фракция I 
Фракция II 
Фракция III

8 
4 
10

0,48±0,11
0,37±0,05
0,27±0,07

25,87±2,15
24,43±1,34
12,44±1,41

53,76±2,21
66,93±3,42
45,74±2,75

10,9

Н.А. Атыкян и др., с. 17–27

Как видно из полученных данных (см. табл. 1), 
проведение данных стадий фракционирования позволило 
получить грубый ферментный препарат гриба L. tigrinus 
ВКМ F-3616 D, обладающий удельной целлюлазной 
активностью, равной 6,61±0,19 Ед/мг белка. Тем самым 
удалось повысить удельную активность ферментного 
препарата по сравнению с исходной в культуральной 
жидкости в 1,3 раза.

На следующем этапе для фракционирования ис-
следуемого нами ферментного комплекса применяли 
метод гель-хроматографии с целью удаления излишков 
соли после осуществления процесса высаливания и со-
держащихся в культуральной жидкости окрашенных 
вторичных метаболитов.

Фракционирование и выделение ферментов осу-
ществляли с использованием хроматографической системы 
NGS с коллектором фракций BioFrac и программным 
обеспечением фирмы «Bio-Rad» (США). Хроматографи-
ческая система состояла из автоматического контроллера 
процесса, насосов, ультрафиолетового и кондуктометри-
ческого проточных детекторов и коллектора фракций. 
Поскольку из литературных данных [10] известно, что в 
среднем молекулярная масса целлюлаз составляет 20–100 
кДа, поэтому в качестве носителя для хроматографии 
использовали биогель Р-60 фирмы «Bio-Rad» (США), 
выполненный на основе полиакриламида, с областью 
разделения белков по относительной молекулярной массе 
30–70 кДа. Использовали колонку диаметром 1 см, 

высота слоя сорбента (биогель Р-60 фирмы «Bio-Rad», 
США) составляла 80 см. Элюентом служил 20 мМ Tris-
HCl буфер (рН 7,0), объем наносимого образца – 10 мл 
(36,62±2,12 мг белка), скорость потока – 0,5 мл/мин, 
объем фракций – 0,5 мл [15, 19, 30].

В процессе выделения за элюцией белка с колон-
ки следили спектрофотометрически по поглощению на 
длине волны 280 нм. Полученные в ходе хроматографии 
фракции были отобраны и проанализированы на наличие 
целлюлазной активности (рис. 4).

Рис. 4. Гель-хроматография грубого ферментного 
препарата целлюлаз гриба L. tigrinus ВКМ F-3616 D 
(носитель – биогель Р-60, буфер – 20 мМ Tris-HCl, 
рН 7,0; скорость потока – 0,5 мл/мин; объем фрак-
ций – 0,5 мл)
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Как видно из представленных данных (см. рис. 
4), в результате проведения гель-хроматографии грубого 
ферментного препарата гриба L. tigrinus целлюлазная 
активность была обнаружена во фракциях с 12 по 60. 
Отобранные таким образом фракции, обладающие ис-
следуемой ферментативной активностью, были объеди-
нены и проанализированы на содержание белка, была в 
них определена и целлюлазная активность (см. табл. 1).

Для определения компонентного состава получен-
ного после гель-хроматографии ферментного препарата 
был проведен SDS-электрофорез в денатурирующих 
условиях в 12%-ном полиакриламидном геле. Получен-
ные результаты приведены на рисунке 5.

Рис. 5. SDS-электрофорез (12% ПААГ) ферментного 
препарата гриба Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D по-
сле гель-хроматографии: 1 – маркер; 2 – ферментный 
препарат

Из рисунка 5 видно, что в составе полученного 
после гель-хроматографии ферментного препарата 
гриба Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D было обнару-
жено тринадцать белковых компонентов, с различной 
молекулярной массой: 20; 25; 28; 30; 32; 37; 43; 48; 
50; 55; 74; 96 и 110 кДа. То есть, помимо исследуемых 
нами целлюлаз, в составе ферментного комплекса гриба 
Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D присутствует большое 
количество побочных белковых фракций, что, в свою 
очередь, требует применения более тонких методов 
фракционирования.

Итак, можно сделать общий вывод о том, что 
использование процесса гель-хроматографии является 
эффективным этапом очистки. Данный метод позво-
ляет не только удалить из ферментного препарата соли 
и другие метаболиты, содержащиеся в культуральной 
жидкости, но и фракционировать белки, проявляющие 
исследуемую нами целлюлазную активность. Несмо-

тря на то, что в результате гель-хроматографии кон-
центрация белка в препаратах значительно снизилась 
(см. табл. 1), что обусловлено разбавлением раствора 
буфером в ходе процесса выделения, указанный метод 
позволил повысить удельную активность препарата 
L. tigrinus с 6,61±0,19 до 10,28±0,16 Ед/мг белка, 
что в 1,5 раза больше по сравнению с предыдущим 
этапом очистки.

Дальнейший этап выделения и очистки заклю-
чался в проведении ионообменной хроматографии. Для 
этого использовали колонку с ионообменным носителем 
– Macro-Prep DEAE («BioRad», США). Объем ко-
лонки составлял 1 мл, объем наносимого образца – 10 
мл (14,22±2,41 мг белка). Элюентом служил 20 мМ 
Tris-HCl буфер (рН 7,5), скорость потока – 1,0 мл/мин, 
объем фракций – 2 мл. Исследуемые белки элюировали 
в градиенте 0–0,5 М NaCl в течение 10 минут [6]. За 
элюцией белка с колонки следили спектрофотометриче-
ски по поглощению на длине волны 280 нм. Полученные 
фракции были отобраны и проанализированы на наличие 
целлюлазной активности (рис. 6).

Рис. 6. Ионообменная хроматография целлюлазного 
комплекса гриба L. tigrinus ВКМ F-3616 D на колонке 
Macro-Prep DEAE (скорость потока – 1 мл/мин, 
объем фракций – 2 мл)

Из полученных данных (см. рис. 6) видно, что при 
элюировании в градиенте NaCl выходило три пика – 
фракция I (с 17 по 20), фракция II (с 21 по 22) и фракция 
III (с 23 по 27), обладающие целлюлазной активностью 
(см. табл. 1).

Для определения компонентного состава получен-
ных после ионообменной хроматографии фракций был 
проведен SDS-электрофорез в денатурирующих усло-
виях в 12%-ном полиакриламидном геле. Полученные 
результаты приведены на рисунке 7.
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Рис. 7. SDS-электрофорез (12% ПААГ) целлюлазно-
го комплекса гриба Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D 
после ионообменной хроматографии на колонке Macro-
Prep DEAE: 1 – маркер; 2 – фракция I; 3 – фракция 
II; 4 – фракция III

Из рисунка 7 видно, что в составе фракции I и 
II содержатся гомогенные белки молекулярной массой 
25 и 43 кДа, соответственно. Что касается фракции 
III, из приведенной электрофореграммы видно, что в ее 
составе присутствуют три белковых компонента с раз-
личной молекулярной массой: 48, 50 и 52 кДа. То есть, 
необходимо провести еще один этап фракционирования 
с целью выделения белков, содержащихся в III фракции, 
в гомогенном виде.

С этой целью фракцию III подвергли ионооб-
менной хроматографии на колонке Macro-Prep High 
Q («BioRad», США). Объем колонки составлял 1 мл, 
объем наносимого образца – 10 мл (2,72±0,11 мг белка). 
Элюентом служил 20 мМ Tris-HCl буфер (рН 7,5), 
скорость потока – 1,0 мл/мин, объем фракций – 0,5 мл. 
Исследуемые белки элюировали в градиенте 0–0,5 М 
NaCl в течение 10 минут. За элюцией белка с колонки 
следили спектрофотометрически по поглощению на длине 
волны 280 нм (рис. 8).

Из представленной хроматограммы (см. рис. 8) 
видно, что в ходе разделения фракции III посредством 
ионообменной хроматографии на колонке Macro-Prep 
High Q («BioRad», США) вышли три пика, соот-
ветствующие идентифицированным ранее гомогенным 
белкам с молекулярной массой 48, 50 и 52 кДа. Для 
подтверждения данных предположений фракции, со-
ответствующие указанным пикам, были объединены в 
три: фракция III/1 (с 9 по 14), фракция III/2 (с 15 по 
17) и фракция III/3 (с 18 по 26) и подвергнуты SDS-
электрофорезу в денатурирующих условиях в 12%-ном 
полиакриламидном геле. Полученные результаты при-
ведены на рисунке 9.

Рис. 8. Ионообменная хроматография фракции III на 
колонке Macro-Prep High Q: скорость потока – 1 мл/
мин, объем фракций – 0,5 мл

Рис. 9. SDS-электрофорез (12% ПААГ) фракции III 
ферментного препарата гриба Lentinus tigrinus ВКМ 
F-3616 D после ионообменной хроматографии на ко-
лонке Macro-Prep High Q: 1 – маркер; 2 – фракция 
III/1; 3 – фракция III/2; 4 – фракция III/3

Из рисунка 9 видно, что в составе исследуемых 
фракций – фракция III/1, фракция III/2, фракция III/3 
– содержатся гомогенные белки молекулярной массой: 
50, 48 и 52 кДа, соответственно. Также были определены 
изоэлектрические точки выделенных белков. Получен-
ные данные представлены в таблице 2.

Таблица 2
Биохимические характеристики компонентов  

целлюлазного комплекса гриба Lentinus tigrinus 
ВКМ F-3616 D

Молекулярная масса белка, кДа рI
25 4,0
43 3,9
48 4,2
50 4,0
52 4,5
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Это значит, что после проведенной очистки 
целлюлазного комплекса гриба Lentinus t igrinus 
ВКМ F-3616 D были получены гомогенные белки 
с молекулярными массами: 25, 43, 48, 50 и 52 кДа. 
При этом надо отметить, что молекулярные массы 
выделенных нами целлюлаз близки к найденным ра-
нее для других грибных целлюлаз (25–65 кДа) [11]. 
Например, молекулярная масса целлюлазы грибов 
Phanerochaete chrysosporium и Cerrena unicolor со-
ставляла 44 кДа [8], а Volvariella volvacea – 42 кДа 
[15]; целлюлазы же гриба Chrysosporium lucknowense 
также имеют молекулярные массы в диапазоне 25–65 
кДа [1].

Как известно, целлобиогидролазы разрушают 
целлюлозу, последовательно отщепляя целлобиозные 
остатки с концов молекулы целлюлозы. Для них харак-
терна высокая активность по отношению к кристалличе-
ским субстратам – МКЦ (Авицел) и фильтровальной 
бумаге. Эти субстраты являются основными для опреде-
ления активности целлобиогидролаз. Для эндоглюканаз 
же характерна высокая активность по отношению к 
КМЦ и -глюкану [6, 34].

В связи с этим для определения субстратной 
специ фичности выделенных ферментов были определены 
активности по отношению к ряду полисахаридных суб-
стратов. Полученные данные представлены в таблице 3.

Таблица 3 
Субстратная специфичность ферментов целлюлазного комплекса  

гриба Lentinus tigrinus ВКМ F-3616 D, ед/мг белка

Ферменты КМЦ -глюкан ФБ МКЦ nНФГ Целлобиоза
ЭНГ 25 кДа 12,02±0,04 3,26±0,08 0,001±0 0,004±0,001 - -
ЦБГ 43 кДа 0,01±0,01 0,03±0,04 0,091±0,021 0,180±0,021 - 0,004±0,001
ЭНГ 48 кДа 2,54±0,02 1,23±0,09 0,001±0,001 0,005±0,001 - -
ЭНГ 50 кДа 5,10±0,05 4,71±0,06 - 0,010±0,002 - -
ЦБГ 52 кДа 0,07±0,01 0,01±0 0,242±0,081 0,311±0,032 0,004±0,001 0,001±0,001

При исследовании субстратной специфичности 
выделенных целлюлаз гриба Lentinus tigrinus ВКМ 
F-3616 D (см. табл. 3) было выявлено, что белки с мо-
лекулярной массой 25, 48 и 52 кДа обладали высокой 
активностью по отношению к КМЦ, -глюкану и низкой 
– к кристаллическим видам целлюлозы – фильтроваль-
ной бумаге и МКЦ. Поэтому, согласно классификации 
целлюлаз, их можно отнести к эндоглюканазам.

Белки с молекулярной массой 43 и 52 кДа были 
идентифицированы как целлобиогидролаза, поскольку они 
проявляли характерную активность по отношению к МКЦ 
и фильтровальной бумаге (0,24±0,08 ед/мг); при этом их 
эндоглюканазная активность была незначительной.

Заключение

Таким образом, в результате оптимизации со-
става [4] и условий культивирования удалось подобрать 
вариант с высоким выходом компонентов целлюлазного 
комплекса гриба Lentinus tigrinus ВКМ F-3613D. Вы-
деление и очистка ферментов в гомогенном виде для 
дальнейшего исследования их свойств позволили повы-
сить удельную активность исследуемого целлюлазного 
комплекса в 10,9 раза по сравнению с исходной. По-
казано, что исследуемый гриб продуцирует несколько 

типов целлюлаз – целлобиогидролазы с молекулярными 
массами 43 и 52 кДа и эндоглюканазы с молекулярными 
массами 25, 48 и 50 кДа.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования РФ 
(грант FZRS-2020-0003).
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OPTIMIZATION OF CONDITIONS FOR CULTIVATION OF MUSHROOMS 
LENTINUS TIGRINUS VKM F-3616 D WITH THE PURPOSE OF INCREASING 

THE OUTPUT OF EXO- AND ENDOGLUCANASES

N.A. ATYKYAN1, E.A. LEVINA1, S.A. IBRAGIMOVA1, S.V. APARIN2, V.V. REVIN1

1 N.P. Ogarev Mordovia State University, Faculty of Biotechnology and Biology, Department of Biotechnology, 
Bioengineering and Biochemistry;  

2 N.P. Ogarev Mordovia State University, Faculty of Biotechnology and Biology, Department of Botany, Physiology 
and Plant Ecology, Saransk

The optimal cultivation conditions have been selected to ensure the maximum biosynthesis of cellulases by the wood-destroying 
fungus Lentinus tigrinus VKM F-3616 D: the initial pH of the nutrient medium is 5.0; cultivation temperature – 28 °C; the duration 
of cultivation is 7 days. Cellulases were isolated and purified to a homogeneous state, which made it possible to increase the specific 
activity of the investigated cellulase complex by 10.9 times compared to the initial one. Analysis of the properties of purified enzymes 
showed that the studied fungus produces several types of cellulases – exoglucanase (cellobiohydrolase) with molecular weights of 43 
and 52 kDa and endoglucanase with molecular weights of 25, 48 and 50 kDa. 

Keywords: cellulases, endocellulases, cellobiases, Lentinus tigrinus, optimization of cultivation conditions, isolation and 
purification of enzymes. 
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Введение

Учитывая важность процесса стерилизации в под-
тверждении качества, эффективности и безопасности 
лекарственного средства (ЛС) и медицинского изделия 
(МИ) в рамках процедуры государственной регистрации, 
в состав технической документации включено требование о 
предоставлении «описания метода стерилизации, сведения 
о методах валидации в отношении процесса стерилизации» 
[8, 9]. Должно быть документированное подтверждение 
того, что в конкретных условиях стерилизационный режим 
может эффективно и воспроизводимо выполняться на кон-
кретном оборудовании при определенной стерилизуемой 
загрузке, предусмотренной технологическим процессом.

В процессе производства в РосНИПЧИ «Ми-
кроб» ЛС и диагностических МИ не на всех техноло-
гических этапах возможно использование одноразовых 
стерильных емкостей. Применяются возвратные сте-
клянные бутыли с комплектом крышек и коннекторов 
(«Duran», Германия; Borosil, Индия; Simax, Чехия) 
объемом 3, 5, 10 л и расходные материалы к ним, а так-
же оригинальные металлические пробки с силиконовым 
уплотнением и трубками. Пример сложного сборного 

изделия на основе лабораторных стеклянных бутылей 
представлен на рисунке 1.

Рис. 1. Сборное изделие с питательной средой для 
культивирования микроорганизмов

Сборные изделия применяют для культивирования 
микроорганизмов, для сбора и хранения промежуточного 
материала, для розлива профильтрованного препарата и 
других операций. Бутыли под ватно-марлевыми проб-
ками используют на предварительных технологических 
этапах производства.

Емкости после использования обеззараживают в па-
ровых стерилизаторах, потом разбирают, комплектующие 
очищают, моют и сушат в соответствии с нормативными 
требованиями [1, 2, 7]. Вновь смонтированные сборные 
изделия поступают на стерилизацию насыщенным во-
дяным паром. Ранее на этом технологическом этапе 
использовался режим со стерилизационной выдержкой 
(90+5) мин при температуре (132+2) °С, который был 
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разработан при эксплуатации паровых гравитационных 
стерилизаторов. Заполнение камеры паром и его про-
никновение, особенно в трубчатые изделия, на этих 
аппаратах малоэффективно. Поэтому для достижения 
гарантированной стерильности во всех трудностерили-
зуемых участках загрузки было многократно увеличено 
время стерилизационной выдержки. Этот режим приводил 
к преждевременному износу материалов и оборудования, 
увеличенному расходу энергии и рабочего времени, что в 
конечном итоге отражалось на себестоимости продукции.

Приведенный пример сборного изделия (см. рис. 
1) относится к трудно стерилизуемым, и необходимо 
учитывать, что внутри изделий сложной формы и боль-
шой массы температура может быть ниже, чем в камере 
стерилизатора, и достигать необходимого значения с 
некоторым запаздыванием (временем выравнивания) [5,  
6, 10]. Актуальным в таком случае становится разделе-
ние контроля условий стерилизации на «наружный» (в 
камере стерилизатора) и «внутренний» (внутри изделия).

В настоящее время в производстве ЛС и МИ в 
РосНИПЧИ «Микроб» используют автоматические 
форвакуумные стерилизаторы, позволяющие проводить 
заполнение камеры паром в циклическом режиме с равно-
мерным распределением температурного поля по объему 
камеры. Для контроля работы парового форвакуумного 
стерилизатора и контроля эффективности режима сте-
рилизации имеется достаточная номенклатура коммер-
ческих зарегистрированных в Российской Федерации 
средств. Однако при решении конкретной практической 
задачи потребитель сталкивается с отсутствием единых 
рекомендаций по организации производственного кон-
троля. Для каждого режима стерилизации в зависимости 
от характеристики объекта, его сложности с точки зрения 
проникновения насыщенного пара и исходной контами-
нации необходимо выбрать адекватный набор средств 
контроля, способный подтвердить соблюдение условий 
стерилизации и доказать ее эффективность.

Целью работы явился выбор средств контроля 
стерилизации и их экспериментальное применение для 
подтверждения эффективности режима со временем сте-
рилизационной выдержки (20+2) мин при температуре 
(132+2) °С для сложных сборных изделий в автомати-
ческих форвакуумных стерилизаторах.

Материалы и методы

В работе использовали форвакуумный паровой 
стерилизатор Sterivap HP E-669 ED (Чехия) с авто-
матическим управлением режимами стерилизации и ос-

нащенный внутри камеры гибким датчиком температуры 
(РТ 3.1) [11]. В качестве моделей использовали пустую 
стеклянную бутыль емкостью 10 л под ватно-марлевой 
пробкой с бумажным колпачком и сложное сборное 
изделие на основе стеклянной бутыли 10 л с системой 
силиконовых трубок с фильтром и заглушками, монти-
руемых на герметичной металлической пробке (рис. 2).

Рис. 2. Сборное изделие с датчиками температуры 
и индикаторами контроля процесса стерилизации. 1 
– Хеликс-тест-Винар, 2 – датчик РТ 3.1, 3 – реги-
стратор, 4 – АБИ1, 5 – АБИ2, 6 – АБИЗ

Выбран режим стерилизации со временем стери-
лизационной выдержки (20+2) мин при температуре 
(132+2) °С, который рекомендован для стерилизации 
лабораторной посуды и заложен в программное обе-
спечение медицинского автоматического стерилизатора 
[7]. При этом обеспечивается уровень гарантированной 
стерильности в 10-6, что является достаточным в произ-
водственной практике [3, 4].

Соблюдение параметров режима и эффективность 
стерилизации контролировали по комплексу результатов 
физико-химических и бактериологических средств, как 
в камере парового стерилизатора, так и внутри стерили-
зуемого объекта.

Температура в камере стерилизатора измерялась 
штатным датчиком стерилизатора (РТ 1.2). Его пока-
зания высвечивались на дисплее стерилизатора и печата-
лись на чеке-протоколе цикла стерилизации. Показания 
гибкого датчика температуры (РТ 3.1) считывали с 
дисплея стерилизатора (Меню – Изображение блоков 
– Изображение блока камеры) (рис. 3).
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Рис. 3. Показания датчиков температуры РТ 1.2  
и РТ 3.1 во время стерилизационной выдержки

Измерение температуры внутри бутыли в процессе 
стерилизации проводили с помощью автономного цифро-
вого регистратора температуры TR-2E в защитной капсуле 
«Thermochron protector». Регистратор и адаптер для связи с 
персональным компьютером (ПК) входят в состав измери-
тельного комплекса «Автоклав-Рег-К», зарегистрированного 
в Государственном реестре средств измерений РФ [12].

Параметры измерений регистратора (текущее 
время, точность, интервал и длительность) выбирали 
на ПК. После измерений информацию с регистратора 
считывали с помощью адаптера на ПК. 

Для контроля режима стерилизации использовали 
интегрирующие химические индикаторы 5-го класса 
(«ТерраМед») и автономные биологические одноразовые 
индикаторы (АБИ) «Биостер пар 132/20» («БиоТест-
Пущино»). Для испытания на полноту удаления воздуха 
при стерилизации трубчатой загрузки использовали 
«Хеликс-тест-Винар», относящийся к специальным 
индикаторам класса 2, который помещали внутрь сили-
коновых трубок монтажа.

Результаты и обсуждение

Задача заключалась в измерении температуры 
в процессе стерилизации в наиболее трудно прогрева-
емых участках внутри бутыли и силиконовых трубок. 
Температура этих участков должна достигать значения 
(132+2) °С и поддерживаться в течение не менее 20 мин. 
Регистратор помещали на дне и на середине высоты по 
центру внутри пустой бутыли. На дне бутыли размеща-
ли также биологический индикатор. Бутыль закрывали 
ватно-марлевой пробкой с бумажным колпачком. Среди 
других аналогичных бутылей ее помещали в камеру стери-
лизатора при максимальной загрузке. График изменения 
температуры внутри емкости и в камере стерилизатора 
приведен на рисунке 4.

Рис. 4. График изменения температуры при стерилизации бутылей, режим 132/20

Температура (132+2) °С во время стерилизацион-
ной выдержки поддерживается во всех участках внутри 
бутыли в течение не менее 20 мин. Изменение цвета ме-
ток химиндикаторов по сравнению с эталоном сравнения 
показало соблюдение критических параметров стерили-
зации. Биологический индикатор не изменил свой цвет 

после стерилизации и инкубации. Это свидетельствует 
об инактивации споровых тест-микроорганизмов. Кон-
трольный индикатор, не подвергавшийся стерилизации, 
после инкубации изменил свой цвет на желтый.

По совокупным результатам контроля можно 
сделать вывод, что выбранный режим стерилизации, 
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включая этапы предварительной откачки и заполнения 
камеры паром, является достаточным.

Следующим этапом было обоснование предлагае-
мого режима для стерилизации сложного сборного изде-
лия, содержащего стеклянную емкость, и монтируемых с 
ней дополнительных элементов. Наличие длинных сили-
коновых трубок (не менее 1,5 м) с диаметром не более 8 
мм, закрытых ватно-марлевыми пробками или имеющих 
на концах другие элементы, усложняет проникновение 
пара в объект. Необходимо было использовать средства 
контроля, позволяющие подтвердить соблюдение усло-
вий стерилизации.

Внутри бутыли на середину ее высоты по центру 
помещали цифровой регистратор. Гибкий датчик РТ 

3.1 вводили внутрь силиконовой трубки на 30–40 см и 
трубку закрывали ватно-марлевой пробкой (см. рис. 2).

Химические индикаторы помещали в контрольные 
точки камеры снаружи бутылей, а «Хеликс-тест-Винар» 
– внутрь силиконовых трубок. Автономные биологиче-
ские индикаторы размещали на дне бутыли и в полости 
силиконовых трубок, находящихся вне и внутри емкости. 
Бутыль помещали в камеру при максимальной загрузке 
среди других аналогичных емкостей.

График изменения температуры в камере, внутри 
трубки и на середине высоты по центру бутыли представ-
лен на рисунке 5. Из экспериментальных данных можно 
сделать вывод, что температура во всех точках достигает 
значения (132+2) °С в течение не менее 20 мин.

Рис. 5. График изменения температуры при стерилизации сложного сборного изделия, режим 132/20

А.Д. Белоусов и др., с. 28–33

Изменение цвета меток химиндикаторов «Терра-
Мед» и «Хеликс-тест-Винар» по сравнению с эталоном 
сравнения показало соблюдение критических параметров 
стерилизации: температуры, времени стерилизационной 
выдержки, наличие водяного насыщенного пара. Био-
логические индикаторы «Биостер пар 132/20» в точках 
№ 1, 2, 3 не изменили свой цвет после стерилизации и 
инкубации при 55 °С. Это свидетельствует об инакти-
вации споровых тест-микроорганизмов. Контрольный 
индикатор, не подвергавшийся стерилизации, после 
инкубации изменил свой цвет на желтый (рис. 6).

Анализ данных с датчиков температуры в сово-
купности с результатами химических и биологических 
индикаторов позволяют сделать вывод, что во всех точ-
ках сложного сборного изделия, труднодоступного для 
проникновения водяного насыщенного пара, соблюдены 
условия эффективной стерилизации.

Рис. 6. Контроль эффективности режима стерилизации 
биологическими индикаторами. К – АБИ контроль, 
1 – АБИ из трубки вне бутыли; 2 – АБИ из трубки 
в полости бутыли, 3 – АБИ со дна бутыли
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Заключение

Таким образом, выбран оптимальный комплекс 
средств контроля и доказана эффективность режима сте-
рилизации насыщенным водяным паром при температуре 
(132+2) °С и продолжительности времени стерилизаци-
онной выдержки (20+2) мин для лабораторных стеклян-
ных бутылей и сложных сборных изделий на их основе. 
Уменьшилась продолжительность полного цикла стери-
лизации, по сравнению с ранее применявшимся режимом. 
Полученные данные послужили основой для валидации 
режима, который введен в промышленные регламенты 
производства лекарственных средств и медицинских 
изделий, выпускаемых РосНИПЧИ «Микроб».
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FEATURES OF STEAM STERILIZATION CONTROL FOR ASSAMBLED 
PRODUCTS IN MANUFACTURING PHARMACEUTICALS

A.D. BELOUSOV, M.V. ANTONYCHEVA, M.M. CHALBUSHEV, K.I. KHOLMATOV,  
N.I. VAKHRUSHINA, S.V. ASTAF’IEVA

Russian Research Anti-Plague Institute «Microbe» of the Rospotrebnadzor, Saratov

Depending on the type of object to be sterilized and the equipment used, steam sterilization controls have been selected. The 
results of sterilization mode control in an automatic sterilizer in regard to complex assembled products based on laboratory glass bottles 
used in the production of medicines are described in the paper. The data obtained served as a basis for validation of regime, which 
is introduced into manufacturing specifications for the production of pharmaceuticals and medical products released by the Russian 
Research Anti-Plague Institute «Microbe».
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.61:616-078:579.841.93

ПРИМЕНЕНИЕ СЕЛЕКТИВНОЙ МАГНИТНОЙ СОРБЦИИ  
ПРИ ИНДИКАЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ТУЛЯРЕМИИ МЕТОДОМ MALDI-TOF 

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

Е.А. КОТЕНЕВА*, А.В. КАЛИНИН, Т.В. ЖАРНИКОВА, О.А. ГНУСАРЕВА,  
И.В. ЖАРНИКОВА, А.С. ГЕОГДЖАЯН, С.А. КУРЧЕВА, О.И. ЦЫГАНКОВА,  

Е.С. КОТЕНЕВ, А.В. АБРАМОВИЧ

ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора, Ставрополь

Представлено описание алгоритма селективного концентрирования и пробоподготовки микроорганизмов на примере 
F. tularensis для детекции методом MALDI-TOF MS анализа. Изложена последовательность проведения исследования, 
включающая в себя селективное концентрирование и выделение патогена методом специфической магнитной сорбции, обез-
зараживание образцов и проведение масс-спектрометрического анализа с использованием мишени MSP Anchor Chip 96, 
которая позволяет дополнительно сконцентрировать образец, повышая чувствительность исследования. Для идентификации 
используются как коммерческие базы данных, так и in-house варианты, разработанные для выявления микроорганизмов I–II 
групп патогенности. Применение на стадии пробоподготовки железосодержащего сорбента позволяет избавиться от матричных 
эффектов и повысить селективность анализа. 

Ключевые слова: MALDI-TOF масс-спектрометрия, магнитные сорбенты, туляремия, лабораторная диагностика, 
F. tularensis, масс-спектры, базы данных.

© 2021 г. Котенева Е.А., Калинин А.В., Жарникова Т.В.,  
Гнусарева О.А., Жарникова И.В., Геогджаян А.С., Курчева С.А., 
Цыганкова О.И., Котенев Е.С., Абрамович А.В.
* Автор для переписки:
Котенева Елена Анатольевна
канд. биол. наук, заведующий лабораторией постгеномных  
технологий Ставропольского противочумного института  
Роспотребнадзора
E-mail: postgenom_stv@mail.ru

Введение

В настоящее время идентификация микроорганиз-
мов проводится бактериологическими, молекулярно-ге-
нетическими и серологическими методами [5]. Развитие 
времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-активи-
рованной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-
TOF MS) изменило подход к рутинной идентификации 
микроорганизмов в микробиологических лабораториях. 
Времяпролетная масс-спектрометрия отличается высо-
кой точностью и скоростью проведения анализа, низкой 
стоимостью и возможностью автоматизации анализа, что 
важно как в исследовательских работах, так и в рутинной 
практике работы клинических и бактериологических ла-
бораторий [7, 10].

При применении этой технологии анализируются 
спектральные характеристики белковых молекул, пре-

имущественно рибосомальных белков, являющихся 
уникальным «отпечатком пальца» конкретного микро-
организма [1, 14]. Идентификация проходит путем со-
поставления масс-спектров белковой фракции образца 
с базой данных эталонных спектров, которая может 
быть как коммерческой, содержащей спектры многих 
известных микроорганизмов, так и исследовательской, 
созданной для идентификации и исследования определен-
ного патогена [13]. Усилия современных исследователей 
направлены на адаптацию данного метода к исследова-
нию биологического материала и объектов окружающей 
среды, минуя стадию выделения чистой бактериальной 
культуры [11, 12]. 

Образцы объектов окружающей среды (вода, по-
гадки, земля и т.д.) представляют особую трудность для 
индикации патогена непосредственно в материале. Это 
может быть связано с низкой концентрацией патогена 
в образце, наличием посторонней микрофлоры и инги-
биторов, затрудняющих проведение анализа. Решить 
эти проблемы можно путем селективного извлечения 
целевых аналитов на стадии пробоподготовки образца 
с использованием сорбентов, что позволяет сократить 
число подготовительных этапов анализа, удалить за-
грязнители и ингибиторы, повысить чувствительность 
метода [4, 8]. Перспективны сорбционные системы, 
сочетающие сорбент-реагент-элюент, обеспечивающие 



35

количественное извлечение патогенов и их десорбцию. 
В этом случае не требуется проведение длительного 
и трудоемкого разложения концентратов, становится 
осуществимым многократное использование сорбента и 
определение возбудителя в элюате. 

Использование сорбентов с магнитными свой-
ствами дает возможность провести предварительное 
концентрирование и очистку от посторонних примесей, 
что приводит к усовершенствованию процесса пробо-
подготовки [2]. 

Материалы и методы

В работе использовали штаммы F. tularensis 15 
НИИЭГ, F. tularensis 890-Аз, F. tularensis Schu, полу-
ченные из лаборатории «Коллекция патогенных микро-
организмов» ФКУЗ Ставропольский противочумный 
институт Роспотребнадзора. Культуры возбудителя 
F. tularensis выращивали на Ft агаре при температуре 
37±0,5 °С в течение 48–72 ч.

Экспериментальные работы проводили с ис-
пользованием образцов полевого материала и объектов 
окружающей среды, собранных в результате командиро-
вок по эпизоотологическому обследованию курируемых 
территорий: образцы сена (3), блох (12), клещей (9), 
воды (6), погадок животных (4 шт).

Для селективного концентрирования использо-
вали активированные и модифицированные магнитные 
иммунные сорбенты (МИС), полученные по ранее раз-
работанной нами методике [12]. Сорбент получен в ре-
зультате синтеза FeSO4, активирован 2% раствором по-
лиглюкина, модифицирован 0,1% раствором вторичного 
алкилсульфата натрия и иммобилизован с туляремийными 
иммуноглобулинами для селективного концентрирования 
возбудителя туляремии. Регенерацию и очистку МИС 
проводили следующим образом: сорбент инкубировали 
в 0,1 М буферном растворе с рН 1,5–2,0 в течение 10 
мин. Далее пять-шесть раз промывали 0,1 М фосфатно-
солевым буферным раствором (ФосСБ) с рН 7,2–7,4.

Культуру F. tularensis суспендировали в дистилли-
рованной воде по стандарту мутности 10 МЕ и отбирали 
50 мкл, переносили в пластиковую пробирку объемом 
1,5 мл, добавляли 50 мкл активированных МИС и до-
водили до объема 300 мкл. Пробирку встряхивали на 
вортексе 2 раза в течение времени инкубации (20 минут). 
Благодаря тому, что частицы МИС имеют высокую 
магнитную восприимчивость, разделение можно осуще-
ствить в одну стадию с помощью магнита, без центри-
фугирования или фильтрации. После окончания времени 

инкубации сорбент дважды отмывали дистиллированной 
водой в объеме 1 мл от несвязавшихся антигенов. Далее 
вносили 50 мкл элюирующего раствора – 0,03 М KOH 
на 10 мин и, используя магнитный штатив, переносили 
надосадочную жидкость в чистую микропробирку. 

Параллельно проводили постановку контрольных 
проб: контроль магнитных сорбентов (без инкубации с 
микробной взвесью) и контроль микробной взвеси (от-
сутствие магнитных сорбентов). 

Обеззараживание штаммов F. tularensis и экс-
тракцию кислоторастворимых белков проводили по 
ранее предложенному методу [3]. Дополнительно лизат 
фильтровали через PVDF фильтры с диаметром пор 
0,22 мкм. Далее в фильтрат добавляли равный объ-
ем 50% ацетонитрила, после чего использовали для 
MALDI-TOF масс-спектрометрического анализа. 
Для контроля специфической стерильности белковых 
экстрактов штаммов F. tularensis их нейтрализовали [9] 
и делали контрольные высевы каждого образца на 5 
чашек с Ft-агаром, которые инкубировали в течение 10 
суток при 37 °С с ежедневным просмотром посевов. Во 
время проверки на специфическую стерильность образцы 
белковых экстрактов хранили при -80 °С. Все работы с 
культурами F. tularensis проводили в соответствии с СП 
1.3.3118-13 «Безопасность работы с микроорганизмами 
I–II групп патогенности (опасности)» [6].

В работе были использованы питательные сре-
ды: Ft-агар (Оболенск, Россия), Tryptic soy broth 
(Liofilchem, Italy), Microbiology agar (Sigma, USA); 
реактивы: L-histidine (Amresco LLC), TWEEN-80, 
pure (AppliChem, Germany), TFA (trifluoroacetic acid 
spectroscopy grade, ultrapure) (AppliChem, Germany), 
Acetonitrile (HLPC-gradient grade), «Bacterial Test 
Standart» (Bruker Daltonics Germany), -циано-4-
гидроксикоричную кислоту (HCCA) (Bruker Daltonics 
Germany), спирт этиловый (ГОСТ Р 51652-2000). 

Получение масс-спектров экстрактов клеток F. 
tularensis осуществляли с помощью времяпролетного 
масс-спектрометра Microflex LRF «Bruker Daltonics», 
работающего на основе технологии MALDI (Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization). Использовались 
следующие параметры прибора: метод сбора спектров 
MBT_Process, диапазон детекции масс 1800–22000 
Da, мощность лазера – 20–60%. Для калибровки при-
бора применяли коммерческий стандарт Bruker Bacterial 
Test Standard. В работе использовали мишени двух типов: 
MSP 96 Polished Steel Targets и MSP Anchor Chip 96 
(Bruker Daltonics, Germany). Для сокристаллизации об-
разца на мишени применяли раствор матрицы HCCA 
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(-гидроксикоричной кислоты). Сбор масс-спектров про-
водили с помощью программного обеспечения Flex Control 
(v.3.3) (Bruker Daltonics, Germany) в автоматическом или 
ручном режимах. Анализ и обработку масс-спектров про-
водили с использованием программного обеспечения Flex 
Analysis (v.3.3). Сборку суперспектров проводили из 20 
единичных масс-спектров в программе MALDI Biotyper v. 
3.0. по стандартному алгоритму. Идентификация образцов 
происходила в автоматическом режиме в программном 
обеспечении MALDI Biotyper Real time Classification 
(v.3.1) (Bruker Daltonics, Germany) с использованием 
электронной базы данных «Белковые профили масс-
спектры микроорганизмов I–II групп патогенности» ГР 
№ 2-16620345 и электронной базы данных «Протеомные 

профили штаммов Francisella tularensis sp. holarctica, вы-
деленные на территории природного очага туляремии в 
Ставропольском крае, и референтных штаммов сравнения 
в среде программы Biotyper v. 3.0.» ГР № 2019620236. 
Идентификацию образцов проводили в автоматическом 
режиме в программной среде Biotyper RTC V 3.1.

Результаты и обсуждение

В результате проведенных масс-спектрометри-
ческих исследований с использованием мишени MSP 96 
Polished Steel Targets штаммы F. tularensis не прошли ви-
довую идентификацию, так как давали значения SV≤1,6, 
что недостаточно для видовой идентификации (рис. 1).

Рис. 1. Идентификация полученных спектров в ПО Biotyper V 3.1  
с использованием мишени MSP 96 Polished Steel

Положительный результат идентификации 
штаммов был получен при использовании мишени 
MSP Anchor Chip 96, которая сконструирована таким 
образом, что точка нанесения образца представляет 
собой поверхность диаметром 0,4–2 мм, окруженную 
гидрофобной зоной по периметру, вследствие чего 
минимальная площадь гидрофильной поверхности 
позволяет сконцентрировать материал исследуемого 
образца, повышая чувствительность исследования. 
Наличие гидрофобной зоны вокруг места нанесения 
образца предотвращает его «растекание» по поверх-
ности мишени, а также отталкивает полярные орга-
нические растворители, что способствует повышению 
эффективности сбора масс-спектров. Применение 
технологии MSP Anchor Chip позволило получить 
качественные спектры и собрать их в автоматическом 
режиме с последующей идентификацией образцов в 
автоматическом режиме в программном обеспечении 
MALDI Biotyper Real time Classification (v.3.1) (Bruker 

Daltonics, Germany). Данные представлены на рисунке 
2. Значение коэффициента повысилось с 1,3 до 2,334 
(достоверная видовая идентификация). 

Эксперименты проводились с чистыми культура-
ми, пробами, контаминированными штаммами туляремии 
в разной концентрации (108–103 м.к./мл), а также с 
образцами полевого материала и объектов окружающей 
среды. В результате получены данные о количестве ма-
териала, необходимого для исследования (100 мкл – 100 
мл), длительности инкубации образца с концентрирую-
щим сорбентом (30 мин для объемов до 50 мл и 2–3 ч 
для объемов 100 мл и выше). На серийных разведениях 
бактериальных взвесей оценены такие показатели, как 
чувствительность и воспроизводимость метода. Чувстви-
тельность метода MALDI-TOF MS за счет применения 
технологии селективной иммуносорбции удалось повы-
сить с 105 до 103 м.к./мл. Воспроизводимость спектров 
носила стабильный характер между сериями независимых 
экспериментов (2 повтора).
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Рис. 2. Идентификация полученных спектров в ПО Biotyper V 3.1 с использованием мишени  
MSP Anchor Chip 96 и технологии селективной магнитной сорбции

В результате проведенных экспериментов с чи-
стыми культурами F. tularensis и контаминированными 
пробами получены идентичные положительные данные. 
При исследовании образцов из объектов окружающей 
среды (34 пробы из природного очага туляремии) по-
лучено 2 положительных результата, подтвержденных 
методом ПЦР. Выявить возбудителя туляремии бак-
териологическим и серологическими методами (РНГА, 
РИФ, ИФА), без предварительного селективного 
концентрирования не удалось, так как концентрация воз-
будителя в данных объектах окружающей среды (вода) 
ниже чувствительности вышеперечисленных методов.

В настоящее время работа ведется в направлении со-
вершенствования процесса пробоподготовки на этапе отмывки 
элюированных образцов от мелкодисперсных магнитных ча-
стиц, которые, оставаясь в растворе, препятствуют получению 
качественных спектров в автоматическом режиме. Сборка 
спектров в ручном режиме проходит для 100% образцов, 
в автоматическом – в 30–50% случаев. Для большинства 
исследованных образцов полевого материала наблюдалось 
совпадение результатов, полученных методом MALDI-TOF 
MS и генетическими и/или серологическими методами. 

Заключение

Для получения 100% воспроизводимых результатов 
сейчас продолжается разработка методических приемов 
по сочетанному применению селективного концентриро-
вания микроорганизмов из объектов окружающей среды 
на магнитном иммуносорбенте с последующей детекци-
ей методом MALDI-TOF масс-спектрометрическим 
анализом, которые обеспечат возможность исследовать 
образцы с высокой степенью загрязнения, неограничен-

ного объема, низкой концентрации патогена, с высокой 
чувствительностью, выявляемостью, что значительно по-
высит достоверность результатов исследований и позволит 
усовершенствовать эпизоотологический и эпидемиологи-
ческий мониторинг возбудителей инфекций.
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THE USE OF SELECTIVE MAGNETIC SORPTION IN THE INDICATION 
OF THE CAUSATIVE AGENT OF TULAREMIA BY MALDI-TOF MASS 

SPECTROMETRIC ANALYSIS

E.A. KOTENEVA, A.V. KALININ, T.V. ZHARNIKOVA, O.A. GNUSAREVA,  
I.V. ZHARNIKOVA, A.S. GEOGJAYAN, S.A. KURCHEVA, O.I. TSYGANKOVA,  

E.S. KOTENEV, A.V. ABRAMOVICH 

Stavropol Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Stavropol

A description of the algorithm for selective concentration and sample preparation of microorganisms, using the example of F. 
tularensis, for detection by MALDI-TOF MS analysis is presented. The sequence of the study is described, including selective 
concentration and isolation of the pathogen by specific magnetic sorption, disinfection of samples and mass spectrometric analysis 
using the MSP Anchor Chip 96 target, which allows additional concentration of the sample, increasing the sensitivity of the study. 
For identification, both commercial databases and in-house variants developed for the identification of microorganisms of groups I–II 
of pathogenicity are used. The use of an iron-containing sorbent at the sample preparation stage allows you to get rid of matrix effects 
and increase the selectivity of the analysis.
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databases.

Address:
Koteneva E.A., Ph.D.
Head of the laboratory of post-genomic technologies,
Stavropol Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor
E-mail: postgenom_stv@mail.ru

Для цитирования:
Е.А. Котенева, А.В. Калинин, Т.В. Жарникова, О.А. Гнусарева, И.В. Жарникова, А.С. Геогджаян, С.А. 
Курчева, О.И. Цыганкова, Е.С. Котенев, А.В. Абрамович. Применение селективной магнитной сорбциипри 
индикации возбудителя туляремии методом MALDI-TOF масс-спектрометрического анализа. Вестник био-
технологии и физико-химической биологии им. Ю.А. Овчинникова 2021; 17(1):34–39. 

For citation:
E.A. Koteneva, A.V. Kalinin, T.V. Zharnikova, O.A. Gnusareva, I.V. Zharnikova, A.S. Geogjayan, S.A. Kurcheva, 
O.I. Tsygankova, E.S. Kotenev, A.V. Abramovich. The use of selective magnetic sorption in the indication of the causative 
agent of tularemia by MALDI-TOF mass spectrometric analysis. Bulletin of Biotechnology and Physicochemical 
Biology named after Yu.A. Ovchinnikov 2021; 17(1):34–39 (in Russian).

Е.А. Котенева и др., с. 34–39



40

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.843:579.26:543

МЕТОД MALDI-TOF МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ 
БИОПЛЕНОК ПАРАГЕМОЛИТИЧЕСКИХ ВИБРИОНОВ

О.С. ЧЕМИСОВА*, М.В. ПОЛЕЕВА

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора

Парагемолитические вибрионы – условно-патогенные галофильные микроорганизмы, обитающие преимущественно в 
соленых водоемах и изолируемые из различных морепродуктов. Употребление в пищу зараженных морепродуктов способно 
вызывать заболевания у людей, протекающие по типу гастроэнтерита. Способность бактерий к формированию биопленок 
приводит к тому, что «биопленочные» штаммы демонстрируют множественную лекарственную устойчивость, что представ-
ляет собой потенциальную угрозу для здоровья человека. Метод MALDI-TOF масс-спектрометрии может использоваться 
не только для идентификации микроорганизмов, но и для проведения внутривидового типирования. Цель работы – изучение 
возможности использования метода MALDI-TOF масс-спектрометрии для идентификации биопленок парагемолитических 
вибрионов и сравнительная характеристика белковых спектров «планктонных» и «биопленочных» форм на разных биотических 
субстратах. Показано, что в процессе перехода штаммов Vibrio parahaemolyticus из «планктонной» в «биопленочную» форму 
наблюдаются изменения фенотипических свойств, в том числе масс-спектров, что влияет на достоверность идентификации 
вибрионов методом MALDI-TOF масс-спектрометрии. Видовая идентификация штаммов возможна только после проведения 
бактериологического посева.

Ключевые слова: MALDI-TOF масс-спектрометрия, Vibrio parahaemolyticus, биопленка, субстрат, композитный 
индекс корреляции, кластерный анализ, дендрограмма.
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Введение

В настоящее время метод MALDI-TOF масс-
спектрометрии активно используется в практике 
микробиологических лабораторий для видовой иденти-
фикации культур микроорганизмов. Кроме того, масс-
спектрометрия позволяет анализировать различные био-
молекулы: белки, липиды, полисахариды, нуклеиновые 
кислоты [2, 4, 14, 16, 18]. 

При проведении анализа масс-спектров бактери-
альных штаммов возможно выявление пиков, характерных 
не только для вида, но и для определенных штаммов, что 
позволяет использовать метод масс-спектрометрического 
анализа для внутривидового типирования [4]. Исполь-
зование кластерного анализа и композитного индекса 
корреляции – Composite Correlation Index (ССI) дает 
возможность проводить внутривидовую дифференциа-
цию. Присутствие в масс-спектрах определенных пиков 

может коррелировать с наличием у микроорганизмов 
факторов патогенности (адгезинов, токсинов, гемоли-
зинов), быстрое определение которых необходимо для 
выбора правильной тактики лечения [5, 16]. 

Кроме факторов патогенности и вирулентности, 
немаловажным феноменом является способность микро-
организмов к формированию биопленок. Биопленка 
представляет собой совокупность микробных клеток, 
которые связаны с поверхностью и заключены в матри-
цу преимущественно полисахаридной природы и могут 
образовываться на самых разных поверхностях, таких 
как живые ткани, медицинские изделия, трубопроводы 
[9]. Граница раздела фаз «твердое вещество-жидкость» 
обеспечивает идеальную среду для прикрепления и роста 
микроорганизмов. 

Ежегодно в мире вылавливается и потребляется 
свыше 100 миллионов тонн морепродуктов [13], которые 
относятся к скоропортящимся и представляют опасность 
для здоровья из-за загрязнения патогенами [23]. Vibrio 
parahaemolyticus является наиболее распространенным 
возбудителем, обитающим на морепродуктах (креветки, 
рыба, моллюски) и способным вызвать серьезные забо-
левания у людей [1, 7, 19, 20, 22]. Занимая различные 
экологические ниши, парагемолитические вибрионы 
благодаря наличию одного полярного жгутика могут 
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существовать в воде как в планктонной форме, так и 
быть прикрепленными к инертным частицам, таким 
как зоопланктон, рыбы, моллюски и ракообразные [6]. 
Способность V. parahaemolyticus к формированию био-
пленок приводит к тому, что штаммы демонстрируют 
множественную лекарственную устойчивость, устой-
чивость к дезинфектантам, что представляет собой 
потенциальную угрозу для здоровья человека [24]. 
Формируя биопленки, микроорганизмы могут быть в 
1000 раз более устойчивыми к стрессу, чем планктонные 
формы [11, 12]. 

Разными авторами были получены данные, сви-
детельствующие о достоверных различиях белкового со-
става «биопленочных» и «небиопленочных» форм микро-
организмов родов Candida, Acinetobacter, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus pneumoniae и других [10, 17, 
21, 25], в связи с чем актуальным представляется изуче-
ние с использованием масс-спектрометрического анализа 
наличия маркеров «биопленочных» и «небиопленочных» 
форм парагемолитических вибрионов. 

Целью работы явилось изучение возможности ис-
пользования метода MALDI-TOF масс-спектрометрии 
для идентификации биопленок парагемолитических 
вибрионов и сравнительная характеристика белковых 
спектров планктонных и биопленочных форм на разных 
биотических субстратах. 

Материалы и методы

Штаммы. В работе были исследованы штаммы 
V. parahaemolyticus, характеристика которых приведе-
на в таблице 1. Штаммы имели как природное, так и 
клиническое происхождение и различались по наличию 
основного фактора патогенности парагемолитических 
вибрионов – наличию гена tdh – прямого термоста-
бильного гемолизина V. parahaemolyticus. Все штаммы 
были получены из коллекции Музея живых культур с 
Центром патогенных для человека вибрионов ФКУЗ 
Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспо-
требнадзора.

Таблица 1 
Характеристика штаммов V. parahaemolyticus, использованных в работе

№ п/п № штамма в коллекции Генетическая характеристика Объект выделения Место и год выделения

1 13331 tdh+ trh- человек Япония, 1971 г.

2 14704 tdh- trh- рыба Азовское море, 1984 г.

3 14810 tdh+ trh- человек г. Новороссийск, 1976 г.

4 16696 tdh- trh- морская вода г. Новороссийск, 1973 г.

5 19013 tdh+ trh- человек г. Бердянск, 1988 г.

6 19149 tdh- trh- морская вода г. Находка, 2009 г.

Питательные среды. Для культивирования 
штаммов использовали 1% пептонную воду с 2% NaCl 
(рН 7,8); 2% агар Мартена с 2% NaCl (рН 7,7); 0,3% 
агар Мартена с 2% NaCl (рН 7,7).

Биотические субстраты. В качестве субстратов 
использовали чешую рыбы и хитиновый экзоскелет кре-
ветки, которые нарезали пластинами 5×5 мм, автоклави-
ровали при 130 °С, 1,5 атм в течение 60 минут.

Культивирование биопленки. Из суточной 
агаровой культуры штаммов V. parahaemolyticus го-
товили взвесь 109 (микробных клеток/мл) мк.кл./мл. 
Во флаконы с 50 мл морской воды и субстратами до-
бавляли взвесь вибрионов до конечной концентрации во 
флаконе 104 мк.кл./мл. Параллельно проводили высев 

на твердую питательную среду для определения КОЕ/
мл. В качестве контроля все исследуемые штаммы засе-
вали во флаконы с 50 мл морской воды без субстратов. 
Флаконы инкубировали при комнатной температуре 
(t=25–27 °С).

На 6-е сутки культивирования для проведения 
масс-спектрометрического анализа отбирали по 0,3 
мл из контрольных проб. Из опытных флаконов сте-
рильно отбирали фрагменты хитина и чешуи, трижды 
отмывали физиологическим раствором (рН 7,2) от не-
связавшихся клеток, избавлялись от излишков влаги с 
помощью фильтровальной бумаги и помещали в 0,3 мл 
дистиллированной воды. Также отбирали по 0,3 мл проб 
планктонных микроорганизмов. После этого проводили 



42

Вестник биотехнологии, 2021, Т. 17, № 1

экстракцию этанолом/муравьиной кислотой. В качестве 
матрицы использовали -циано-гидроксикоричную 
кислоту.

На 10-е сутки культивирования биотические 
субстраты высевали методом «отпечатков» [8], высев 
планктонных образцов всех штаммов проводили по 0,1 
мл на твердую питательную среду. Посевы инкубировали 
в течение 24 часов при 37 °С и использовали для про-
ведения масс-спектрометрического анализа. В качестве 
контроля использовали испытуемые штаммы, хранящи-
еся на пробирках с 0,3% агаром Мартена с 2% NaCl. 
Для осуществления масс-спектрометрии готовили взвесь 
109 мк.кл./мл выросших штаммов биопленки и план-
ктона. После этого проводили экстракцию этанолом/
муравьиной кислотой. В качестве матрицы использовали 
-циано-гидроксикоричную кислоту. 

MALDI-TOF-масс-спектрометрия. MALDI-
TOF масс-спектрометрию проводили с использованием 
масс-спектрометра «Autoflex speed III Bruker Daltonics» 
(Германия) с программным обеспечением: FlexControl 
– программа для управления времяпролетными масс-
спектрометрами серии flex компании Bruker; Flex Analysis 
– программа для ручного анализа полученных масс-
спектров (визуальное сопоставление, оценка качества 
масс-спектров, калибровка); Biotyper – программа для 
обработки и анализа масс-спектров, полученных на масс-
спектрометрах фирмы Bruker для анализа общего индекса 
корреляции спектров, кластерного анализа спектров.

Видовую идентификацию проводили с исполь-
зованием базы белковых спектров компании Bruker. 
Вероятность соответствия исследуемого спектра извест-
ному таксону определяется показателем Score: высокая 
достоверность видовой идентификации характеризуется 
Score ≥2,000; высокая достоверность родовой иденти-
фикации – Score от 1,700 до 1,999 [2]. 

Результаты и обсуждение

Согласно литературным данным, в практике 
клинических лабораторий возможно использование 
масс-спектрометрического анализа как экспресс-метода 
для проведения идентификации микроорганизмов в био-
логических жидкостях (кровь, моча) без предваритель-
ного выделения культуры [3, 15]. Парагемолитические 
вибрионы способны к образованию биопленки на био-
тических поверхностях, таких как чешуя рыб, хитиновые 
покровы моллюсков, а при развитии вибриозов у рыб 
возбудитель выделяется из биологического материала 
практически в чистом виде. Учитывая это, нами в каче-

стве модели для эксперимента получена биопленка чистой 
культуры парагемолитических вибрионов на чешуе рыб 
и хитиновом панцире креветок, и в качестве контроля – 
планктонная форма – взвесь вибрионов в стерильной 
морской воде. Нами была оценена возможность про-
ведения идентификации путем осуществления прямого 
масс-спектрометрического анализа с биотического 
субстрата без предварительного посева на питательные 
среды. Проведенный масс-спектрометрический анализ 
непосредственно субстратов и планктона после культи-
вирования на них штаммов V. parahaemolyticus показал 
невозможность идентификации штаммов из «планктон-
ных» проб и пластинок хитина и чешуи. 

Для того чтобы оценить степень изменений, воз-
никающих у штаммов при формировании биопленок, 
биотические субстраты высевали методом «отпечатков» 
– ОБ (отпечаток биопленки), а «планктонные» образцы 
(ПО) всех штаммов – по 0,1 мл на твердую питательную 
среду. Выросшие штаммы идентифицировали с помо-
щью масс-спектрометрического анализа. В результате 
идентификации культур после одного пассажа из ПО и 
ОБ парагемолитических вибрионов из всех исследуемых 
проб в автоматическом режиме все они, независимо от 
их формы («планктонная» или «биопленочная») и от 
субстратов, были отнесены к виду V. parahaemolyticus c 
показателями Score выше 2,000, что свидетельствует о 
высокой достоверности определения вида.

При сравнении масс-спектров штамма V. 
parahaemolyticus, выросшего после пассажа отпечатка 
биопленки на питательной среде, и непосредственно 
биопленки V. parahaemolyticus на пластинке чешуи, 
видно несовпадение пиков (рис. 1). Вероятно, это 
связано с наличием примесей пептидов – продуктов ги-
дролиза самих субстратов (например, коллагена чешуи), 
дающих при масс-спектрометрии фоновые пики. Также 
необходимо учитывать тот факт, что при внесении спек-
тров в базы данных используются суточные культуры, 
более длительное культивирование в составе биопленок 
может приводить к изменениям белкового спектра. 

Также был проведен сравнительный анализ бел-
ковых масс-спектров штаммов V. parahaemolyticus по-
сле посева из различных модельных образцов (рис. 2). 
Все штаммы, независимо от субстратов, имели общие 
пики, отличающиеся по интенсивности. Так как метод 
масс-спектрометрии позволяет проводить анализ пре-
имущественно консервативных рибосомальных белков, 
специфичных для микроорганизмов, состав которых не 
зависит от условий существования, это объясняет сход-
ство белковых масс-спектров. 
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Рис. 1. Сравнительный анализ масс-спектров V. parahaemolyticus 14704. По горизонтали: соотношение m/z (масса/
заряд); по вертикали: интенсивность пиков. A – штамм, выросший после отпечатка пластинки чешуи; B – пластин-

ка чешуи после культивирования с V. parahaemolyticus

Рис. 2. Масс-спектры «биопленочных» и «планктонных» форм штамма V. parahaemolyticus 13331. По горизонта-
ли: соотношение m/z (масса/заряд); по вертикали: интенсивность пиков. A – штамм, выросший после отпечатка 
пластинки хитина; B – контроль штамма; C – штамм, выросший после отпечатка пластинки чешуи; D – штамм, 

культивируемый на морской воде

О.С. Чемисова, М.В. Полеева, с. 40–47
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Сходство между масс-спектрами штаммов V. 
parahaemolyticus после посева модельных образцов было 
изучено путем построения корреляционной матрицы в 
программе Biotyper (Bruker Daltonics) (рис. 3) и вычис-
ления композитного индекса корреляции (ССI) (табл. 2). 
Значения CCI, близкие к 1, свидетельствуют о высокой 
степени сходства спектров, значения, близкие к 0, – о 
четких различиях. В матрице цвет ячеек соответствует 
значению ССI (1,0 – коричневый, далее по мере умень-
шения оранжевый, желтый, зеленый, синий). 

Рис. 3. Корреляционная матрица «биопленочных»  
и «планктонных» форм штаммов парагемолитических 
вибрионов. По горизонтали: варианты штаммов; по 
вертикали: варианты штаммов; hit – «биопленочная» 
форма штамма на хитине; isx – штамм, выросший на 
питательной среде; pl hit – «планктонная» форма штам-
ма на хитине; pl sc – «планктонная» форма штамма на 
чешуе; sc – «биопленочная» форма штамма на чешуе; 
sw – штамм, выросший в морской воде

Индекс корреляции для спектров ПО и ОБ у из-
ученных штаммов составил от 0,022 до 0,955 (см. табл. 2). 
Наибольшие различия наблюдались у исходного штамма 
V. parahaemolyticus 16696 и у его «биопленочной» формы, 
выращенной на чешуе (CCI=0,022). Самый стабильный 
белковый масс-спектрометрический состав отмечался у 
штамма V. parahaemolyticus 14810 при переходе в «био-
пленочную» форму на чешуе (CCI=0,955).

Наименьшие изменения в масс-спектрах зареги-
стрированы у штаммов, пассированных в модели морской 
воды, в то время как попадание штамма на субстрат при-
водило к изменениям спектра, возможно, из-за смены 
питательных веществ как следствие активации других 
ферментов (хитиназ, протеиназ и др.).

Таблица 2 
Композитный индекс корреляции масс-спектров 

«планктонных» и «биопленочных» штаммов  
V. parahaemolyticus

№ 
штамма

Условия вы-
ращивания

Штамм 
из 

морской 
воды

«Биопленоч-
ный» штамм на 

чешуе

«Биопленоч-
ный» штамм на 

хитине

1 2 4 5 7

13331 исходный 
штамм 0,881** 0,770*** 0,893**

14704 исходный 
штамм 0,778*** 0,887** 0,820**

14810 исходный 
штамм 0,813** 0,955* 0,877**

16696 исходный 
штамм 0,864** 0,022***** 0,771***

19149 исходный 
штамм 0,817** 0,837** 0,683****

Примечание: * – 0,999–0,900 (оранжевый); **– 
0,899–0,800 (желтый); *** – 0,799–0,700 (зеленый); 
**** – 0,699–0,600 (голубой); ***** – менее 0,600 (синий) 

С помощью программы Biotyper 3.1 на основе 
масс-спектрометрических профилей штаммов построена 
MSP-дендрограмма (рис. 4). Культуры разделены на 2 
кластера, к кластеру А относились штаммы с генотипиче-
ской характеристикой tdh-trh-, выделенные из объектов 
окружающей среды и гидробионтов. К кластеру В отно-
сились как «планктонная», так и «биопленочная» форма 
штаммов V. parahaemolyticus tdh+trh- из клинического 
материала, а также одни из штаммов tdh-trh- из морской 
воды Таким образом, анализ дендрограммы свидетель-
ствует, что изменения масс-спектров не зависели от суб-
страта и формирования биопленки вибрионами, то есть 
носили неспецифический разнонаправленный характер.

Рис. 4. MSP дендрограмма «биопленочных» и «план-
ктонных» форм штаммов V. parahaemolyticus. По гори-
зонтали: дистанция; по вертикали: варианты штаммов 
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Заключение

Изменения масс-спектров штаммов парагемолити-
ческих вибрионов в процессе перехода в «биопленочную» 
форму влияют на достоверность идентификации вибрионов 
методом MALDI-TOF масс-спектрометрического анализа. 
Вероятно, это связано с наличием примесей пептидов – про-
дуктов гидролиза самих субстратов (например, коллагена 
чешуи), дающих при масс-спектрометрии фоновые пики. 
Также необходимо учитывать тот факт, что при внесении 
спектров в базы данных используются суточные культуры 
и более длительное культивирование в составе биопленок 
может приводить к изменениям белкового спектра. При 
этом отмечено отсутствие корреляции между изменениями в 
масс-спектрах и формой существования микробных клеток, 
субстратом для образования биопленок. Для проведения 
масс-спектрометрического анализа с целью идентифика-
ции культур парагемолитических вибрионов необходим 
предварительный бактериологический высев исследуемого 
материала на стандартизованные питательные среды.
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MALDI-TOF MASS SPECTROMETRY METHOD  
FOR STUDY BIOFILMS OF PARAHEMOLYTIC VIBRIOS

O.S. CHEMISOVA, M.V. POLEEVA

Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don

Vibrio parahaemolyticus is opportunistic halophilic microorganism, inhabitant of sea water and isolated from various seafood. 
Seafood contaminated by V. parahaemolyticus are a common cause of human illness, acute gastroenteritis. The bacteria ability to form 
biofilms leads to multiple drug resistance, which is a potential threat to human health. The MALDI-TOF mass spectrometry method 
can be used not only for identification of microorganisms, but also for intraspecific typing. The purpose of the work is to study the 
possibility of using the MALDI-TOF mass spectrometry method for identification of V. parahaemolyticus biofilms and comparative 
characteristics of mass-spectra of «plankton» and «biofilm» forms on different biotic substrates. It is shown that during the transition 
of V. parahaemolyticus strains from «planktonic» to «biofilm» form, changes in phenotypic properties, including mass spectra, are 
observed, which affects the reliability of vibrions identification by MALDI-TOF mass spectrometry. Species identification of strains 
is possible only after bacteriological cultivation.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.62

ОБОСНОВАНИЕ ВОЗМОЖНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ МЕТАБОЛИТОВ 
TRICHODERMA SPP. В СОСТАВЕ РАНОЗАЖИВЛЯЮЩЕГО СРЕДСТВА 

ДЛЯ ВЕТЕРИНАРИИ

И.А. ГНЕУШЕВА, И.Ю. СОЛОХИНА*, Н.Е. ПАВЛОВСКАЯ, Н.Ю. АГЕЕВА

ФГБОУ ВО «Орловский государственный аграрный университет имени Н.В. Парахина», Орел

В статье приведены исследования по применению биологически активных пептидных метаболитов (БАПМ) Trichoderma 
аtrobrunneum ВКПМ F-1434 в составе ранозаживляющего линимента 3% c Na-карбоксиметилцеллюлозой (Na-КМЦ), 
пантенолом и карбополом для животных. Показано, что при применении в лечении инфицированных ран экспериментальных 
крыс-самцов линимента с БАПМ Trichoderma аtrobrunneum 3% на основе Na-КМЦ можно рекомендовать данную формо-
образующую основу для практического применения в ветеринарной практике. Проводя исследование микробиоценоза раны 
экспериментальных животных при развитии гнойно-воспалительного процесса в инфицированной ране, установлено, что 
линимент с БАПМ Trichoderma аtrobrunneum 3% на основе Na-КМЦ обладает бактериостатическим эффектом в отноше-
нии Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa. В ходе гистологического исследования у крыс наблюдали наибольшую 
интенсивность формирования соединительнотканных структур кожи в процессе заживления раны с линиментом БАПМ 
Trichoderma аtrobrunneum 3% на основе Na-КМЦ.

Ключевые слова: линимент, Trichoderma аtrobrunneum, биологически активные пептидные метаболиты.
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Введение

Плесневые грибы рода Trichoderma spp. являются 
эффективными продуцентами вторичных метаболитов 
– соединений, продуцируемых самим организмом, но 
не участвующих в росте, развитии или репродукции 
[14], и представляют интерес для растениеводства, 
фармацевтической промышленности в качестве компо-
нента биопрепаратов для лечения заболеваний растений 
и животных [8, 14].

Некоторые вторичные метаболиты гриба оказыва-
ют выраженное антимикробное действие, благодаря чему 
перспективны для использования в качестве источников 
новых лекарственных антибактериальных препаратов 
[16]. Получение антибиотических соединений грибами 
Trichoderma spp. было впервые описано Вайндлингом 
[24].

Метаболитами, обладающими антибактериальной 
активностью, являются летучие (например, этилен, водо-

родцианиды, спирты, монотерпены, альдегиды и кетоны 
с длиной цепи до C4) и нелетучие (например, пептаиболы 
и дикетопиперазин, такие как глиотоксин и глиовирин) 
соединения [20, 22].

Грибы Trichoderma spp. способны синтезировать 
биологически активные нерибосомальные пептиды с 
антимикробной активностью, такие как циклоспорины, 
пептаиболы, интерес к которым резко возрос в послед-
нее время в связи с перспективами их использования 
для разработки лекарственных препаратов нового 
поколения [1, 4, 12]. Эти пептиды рассматривают в 
качестве молекул-кандидатов, с помощью которых 
можно преодолеть устойчивость к антибиотикам у 
патогенных микроорганизмов, вирусов и раковых 
клеток [15].

Пептаиболы с различной биологической актив-
ностью синтезируются грибами рода Trichoderma [21]. 
Так, пептаиболы – трихоконины, образуемые штаммом 
T. pseudokoningii SMF2, индуцируют обширный апоптоз 
у фитопатогенного микроорганизма Fusarium oxysporum. 
Tрихоспорины B-VIIa и B-VIIb, продуцируемые T. 
polysporum, проявляют антитрипаносомиазную актив-
ность в отношении Trypanosoma brucei brucei. Активно 
изучают применение в фармации трихозеанина (про-
дуцент T. artroviride) (Hermosa et al., 2014) [10, 11] и 
сузуказилина А (продуцент T. viride штамм 63 C-I), 
подавляющих метициллинрезистентные бактерии [6].
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Сейчас метаболиты Trichoderma spp. чаще всего 
используются в биоконтроле фитопатогенов сель-
скохозяйственных растений [7, 13]. Так, Trichoderma 
harzianum наиболее часто используется в биоконтроле 
зерновых, овощных, плодовых и плантационных культур 
[2, 9, 18]. Классические механизмы биоконтроля фито-
патогенов включают в себя антибиоз, микопаразитизм и 
конкуренцию за питательные вещества [5].

Trichoderma harzianum – гриб, хорошо известный 
своей способностью продуцировать широкий спектр вто-
ричных метаболитов, антибиотиков и гидролитических 
ферментов (хитиназы, целлюлазы, -1,3-глюканазы и 
ксиланазы), разрушающих клеточную стенку (CWDE) 
фитопатогенных грибов. В настоящее время описано 
множество штаммов Trichoderma harzianum, которые 
обладают полезными свойствами в борьбе с болезнями 
растений [19]. Однако информации об антимикробной 
активности метаболитов отдельных изолятов Trichoderma 
в отношении условно-патогенных и патогенных бактерий, 
в том числе энтеробактерий человека и животных, очень 
мало [23].

Поэтому поиск продуцентов антимикробных 
соединений среди представителей рода Trichoderma и 
исследование их биологических свойств в составе био-
продукции защитно-стимулирующего действия является 
одним из перспективных направлений в создании новых 
антимикробных средств, например, для ветеринарной 
практики.

Актуальной проблемой современной ветеринарной 
фармации представляется создание новых лекарственных 
средств для лечения раневых повреждений животных 
различного генеза для достижения наиболее благопри-
ятного регенераторного процесса. В связи с этим нами 
была рассмотрена возможность применения биологи-
чески активных пептидных метаболитов Trichoderma 
atrobrunneum ВКПМ F-1434, полученных по ориги-
нальной методике в составе ранозаживляющего средства 
раневых повреждений экспериментальных животных, 
обеспечивающего эффективное течение репаративной 
регенерации. 

Материалы и методы 

Объектом исследования служил штамм Trichoderma 
atrobrunneum, выделенный из почвы Московской обла-
сти (Россия) в 2014 году Александровой А.В. и депо-
нированный в 2018 году во Всероссийскую коллекцию 
промышленных микроорганизмов НИЦ «Курчатовский 
институт» – ГосНИИгенетика (Россия) под номером 

ВКПМ F-1434. Данный штамм является подвидом 
Trichoderma harzianum [3].

При проведении идентификации штамма методом 
ПЦР-амплификации были использованы следующие 
праймеры (Druzhinina et al., 2008) [7]: EF1-728F 
(5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’), TEF1-
LLErev (5’-AACTTGCAGGCAATGTGG-3’). Фило-
генетический маркер, используемый для идентификации, 
– Tef1_int4.

Этот штамм обладает стабильными культураль-
но-морфологическими признаками при пассажах, как 
правило, характеризуется более высокой антибиотиче-
ской активностью, скоростью роста и продуктивностью 
образования спор и биомассы. Штамм поддерживается 
в коллекции научного центра «Орловский региональный 
центр сельскохозяйственной биотехнологии» (г. Орел, 
Россия). Штамм синтезирует биологически активные 
соединения, обладающие антигрибной и антибактериаль-
ной активностью, в том числе и в отношении патогенной 
микрофлоры [17].

Тест-объектами для оценивания антимикробных 
свойств в исследовании являлись штаммы Pseudomonas 
aeruginosa АТСС 27853 и Staphylococcus aureus ATCC 
25923. 

Характеристика микробных культур: штамм P. 
aeruginosa характеризовался наличием гемолитической 
и фибринолитической активностью; в отличие от него, 
штамм S. aureus проявлял гемолитическую и лецитиназ-
ную активность.

Получение биологически активных пептидных 
метаболитов T. аtrobrunneum ВКПМ-1434 (БАПМ Tr. 
atr.) проводили по оригинальной методике (Гнеушева и 
др., 2019) [17].

Определение молекулярных масс соединений 
в активной фракции БАПМ Tr.atr. проводили на 
масс-спектрометре Ultraflex II MALDI ToF/ToF 
«BrukerDaltoniсs» (Германия), оснащенном УФ лазером 
355 нм (Nd) в режиме получения положительных ионов 
с использованием рефлектрона. На мишени смешивали 
по 1 мкл раствора образца и 0,3 мкл раствора 2,5-диги-
дроксибензойной кислоты с концентрацией 10 мг/мл в 
20%-ном ацетонитриле с 0,5%-ной трифторуксусной 
кислотой и полученную смесь высушивали на воздухе. 
Точность измеренных молекулярных масс соединений во 
фракции составляла 0,001 %.

Результаты измерения концентрации пептидных 
веществ в БАПМ проводили на наноспектрофотометре 
Nanodrop 2000 (ДИА-М) при диапазоне длин волн 
408–275 нм.
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Определение острой токсичности и основных 
токсикологических параметров БАПМ осуществляли по 
методу Кербера. Работа проводилась на 56 белых мышах 
обоего пола с массой тела 16–20 г. Содержание животных 
осуществляли в соответствии с «Правилами лаборатор-
ной практики (GLP)» и Приказа МЗ РФ № 708Н от 
23.08.2010 г. «Об утверждении правил лабораторной 
практики». Лабораторные животные, соответствующие 
требованиям для включения в эксперимент, разделялись 
на группы с учетом пола, возраста, массы и принципа 
рандомизации. Экспериментальную работу проводили в 
соответствии с «Правилами проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных» (Приложение к 
приказу МЗ СССР № 755 от 12.08.77 г.), «Правилами, 
принятыми в Европейской конвенции по защите позвоноч-
ных животных» (Страсбург, 1986). Протокол исследова-
ния согласован с комитетом по этике ФКП «Орловская 
биофабрика» (г. Орел, Россия) (№ 14 от 06.08.2019).

Определение острой токсичности, а также вычисле-
ние LD50 по методу Кербера на белых мышах осуществля-
лось при однократном внутрибрюшинном введении ультра-
фильтрата в группах по 8 особей в диапазоне доз: от 3000 
до 6000 мг/кг. Все испытуемые дозы ультрафильтрата 
растворяли в дистиллированной воде до необходимого 
объема, составляющего 1,0 мл / 100 г массы животного. 

В заявляемом препарате выбор содержания активно-
го вещества по показателям его биодоступности проводился 
экспериментальным путем на кроликах породы шиншилла, 
разбитых на 8 групп по 8 экспериментальных животных. 

На предварительно лишенный волос и скарифи-
цированный участок кожи на спине кролика размером 
5 см2 наносили различные концентрации ультрафильтрата 
в интервале от 0,5 до 12,0 мас.% активного вещества 
из расчета 0,2 мл на 1 см2. На шею кролика надевали 
специальный воротник, препятствующий слизыванию 
препарата. Через 30–40 мин проводили осмотр участка 
кожи для определения наличия местного раздражающего 
эффекта (зуд, покраснение, ожог). Тщательно проти-
рали обработанный участок дистиллированной водой и 
под наркозом вырезали участок кожи с эпидермальным 
слоем размером 1 см2, который гомогенизировали ультра-
звуком для экстракции активного вещества со 100 мл 
дистиллированной воды в течение 30 мин. Полученный 
раствор фильтровали через стерилизующий фильтр типа 
«Сарториус» и спектрофотометрически определяли кон-
центрацию активного вещества при длине волны 275 нм. 
Следующий осмотр животного проводили через 24 ч.

Методика исследования ранозаживляющей актив-
ности исследуемых биологически активных пептидных 

метаболитов проводилась на крысах-самцах (Лепский, 
2006). В модельных экспериментах использовали ин-
бредных крыс-самцов (масса тела 150–200 г) линии 
WKY (Wistar – Kyoto), полученных из питомника 
лабораторных животных «Пущино» (Россия). 

Длительность акклиматизационного периода для 
всех животных составила не менее 14 дней. В течение 
карантина проводили ежедневный осмотр каждого 
животного (поведение и общее состояние), животных 
наблюдали в клетках (заболеваемость и смертность). 
Перед началом исследования животные, отвечающие 
критериям включения в эксперимент, были распределены 
на группы. Животные, не соответствующие критериям, 
были исключены из исследования в течение карантина. 
В экспериментальные группы были отобраны животные 
без признаков отклонений внешнего вида. 

Животные содержались в стандартных условиях 
в соответствии с правилами, утвержденными ГОСТ 
Р 53434-2009 г., по устройству, оборудованию и со-
держанию экспериментально биологических клиник 
(вивариев) (Каркищенко, 2007; ГОСТ Р 53434, 2009 
г). Световой режим составлял 12 часов света и 12 часов 
темноты. Температура воздуха поддерживалась в преде-
лах 18–22 °C, относительная влажность – 50–70%. 
После этого осуществляли исследование в пяти группах 
по 8 экспериментальных животных. 

Схема эксперимента приведена в таблице 1. Пред-
варительно были подобраны соотношения компонентов 
каждого ранозаживляющего линимента для проведения 
эксперимента.

Таблица 1 
Схема эксперимента на лабораторных крысах

Номер группы
Коли-
чество 

животных

Доза, г/
животное

1 – контроль 8 нет
2 – опыт – линимент синтомици-

на 5% 8 1,0

3 – опыт – линимент с биологи-
чески активными соединениями T. 

аtrobrunneum 3% с Na-КМЦ
8 1,0

4 – опыт – линимент с биологи-
чески активными соединениями 

биологически активных пептидных 
метаболитов 3% с пантенолом

8 1,0

5 – опыт – линимент биологиче-
ски активные соединения био-
логически активных пептидных 

метаболитов 0,8% с карбополом

8 1,0



51

В составе линимента синтомицина 5% 100 г со-
держится в качестве действующего вещества 5 г синто-
мицина, а в качестве вспомогательных веществ – 20 г 
масла касторового, 7 г эмульгатора №1, 0,6 г натрия-
карбоксиметилцеллюлозы очищенной, 0,2 г кислоты 
сорбиновой, воды очищенной – до 100 г.

Животных ежедневно осматривали, определяли 
состояние и размер раны. На 7-, 14- и 28-е сутки раны 
тотально вырезали вместе с участком здоровой кожи и 
подвергали гистологическому исследованию. 

Исследуемые препараты наносили накожно (на 
область раны) в течение 14 дней, один раз в день в ука-
занных дозах. После нанесения препаратов животные 
помещались в индивидуальные метаболические клетки 
на 1 час для предотвращения слизывания препаратов. 
Индукция патологии (оперативное вмешательство по 
нанесению ран) осуществлялась под наркозом. В каче-
стве анестезирующего вещества использовали «Золетил 
100» – диссоциативный анестетик, разрешенный к при-
менению на территории Российской Федерации. 

Для нанесения линейных ран шерсть на дорсальной 
поверхности животных выстригалась вдоль позвоночника 
на ширину 20 мм и длину 40 мм. Рана наносилась по ша-
блону при помощи скальпеля посередине выстриженного 
участка на длину 50±2 мм до собственной фасции. Глуби-
на – примерно 2–3 мм. Затем на равном расстоянии на-
кладывались 2 шва (нить капроновая с фторполимерным 
покрытием – Фторлин, Линтекс), сближающие края 
раны и обеспечивающие регенерацию раны от краев к 
центру. Для удобства последующего измерения размеров 
ран швы накладываются с таким расчетом, чтобы эпите-
лий боковых краев раны не соприкасался и эпителизация 
происходила от конечных краев раны. 

Инфицирование раны проводили через 72 часа 
после альтерации. Для этого под образовавшийся струп 
вводили микробную взвесь Pseudomonas aeruginosa и 
Staphylococcus aureus в соотношении 1:1 при КОЕ 4×108 
кл/мл. 

Бактериоскопический метод исследования ис-
пользовали для определения микрофлоры гнойного 
очага. У выделенных культур определялись факторы 
патогенности: плазмокоагулаза, лецитиназа, гемолизин, 
фибринолизин по общепринятым методикам. 

Тест на лецитиназу проводили на желточном 
агаре (пептон – 20 г, гидрофосфат натрия – 2,5 г, на-
трий – 1 г, 0,5%-ный раствор сульфата магния – 0,1 мл, 
глюкоза – 1 г, агар – 12,5 г, вода дистиллированная – 
500 мл, рН 7,2–7,4; после стерилизации вносили один 
стерильный желток на 500 мл среды). Исследуемую 

культуру засевали дробно, культивировали при 37–38 
°С 24–48 ч. Положительный результат – появление 
зоны помутнения вокруг колоний.

Тест на гемолизин проводили путем засева ис-
следуемой культуры уколом или дробно в чашки Петри 
с 5%-ным кровяным агаром. Посевы инкубировали при 
37 °С в течение 24 ч. Гемолизин, выделяемый растущей 
культурой бактерий, диффундирует в толщу агара и 
вызывает лизис эритроцитов, что проявляется в виде 
светлой (-гемолиз) или полупрозрачной (-гемолиз) 
зоны вокруг колоний. 

Тест на плазмокоагулазу. Петлю бактериальной 
массы исследуемой культуры, снятой с поверхности ага-
ровой среды, смешивали с 0,5 мл плазмы крови кролика 
(или человека), не разведенной или разведенной сте-
рильным физиологическим раствором в соотношении 1:4, 
инкубировали при 37 °С, результаты учитывали через 4 
и 24 ч. Положительная реакция – образование сгустка.

Тест на фибринолизины. Исследуемую культуру 
микроорганизма засевали в виде «бляшки» на агар с 12% 
цитрированной плазмы. Посевы инкубировали при 37 °С 
23–24 ч. Положительный результат – появление зоны 
просветления вокруг колонии

Гистологическое изучение образцов кожи кролика 
осуществлялось непосредственно после эвтаназии экс-
периментального животного, вырезался лоскут кожи 1 см 
на 2 см (с захватом пораженного и здорового участка), 
который помещался в фиксирующую жидкость (10% 
нейтральный забуференный формалин) на 72 часа. По-
сле промывки под проточной водой в течение 24 часов 
проводилось обезвоживание образца в изопропиловом 
спирте с последующим пропитыванием обезвоженного 
образца парафином и заливкой в парафин с 6% вос-
ком. С парафиновых блоков делались срезы толщиной 
6–10 мкм, окрашивались гематоксилином и эозином 
для выявления типовых гистологических характеристик 
патологических изменений различных структур кожи с 
помощью световой микроскопии.

Статистическая обработка данных осуществлялась 
с использованием программного пакета Excel Microsoft 
XP 7 для Windows 2000. Для полученных данных рас-
считывали среднее значение и ошибки отклонения. 

Результаты и обсуждение 

Технология получения биологически активного 
ультрафильтрата T. аtrobrunneum ВКПМ F-1434. 
Получение биологически активных пептидных метабо-
литов T. аtrobrunneum осуществляли следующим обра-

И.А. Гнеушева и др., с. 48–61
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зом. Для приготовления инокулята недельную агаровую 
культуру Т. аtrobrunneum ВКПМ-1434 суспендировали 
в физрастворе до мутности 1,5 McF, засевали на жидкую 
питательную среду Чапека в соотношении 1:10, инку-
бировали 5 суток на качалке при температуре 28 °С. 
Продуцент культивировали в лабораторном ферментере 
Minifors производства Infоrs (Германия) объемом 5 л 
с коэффициентом заполнения 0,8. Ферментер осна-
щен лопастной мешалкой, фильтрами тонкой очистки 
воздуха, датчиками температуры и рН. Питательную 
среду готовили непосредственно в аппарате. Среда для 
глубинного культивирования состояла из 0,2% натрия 
азотнокислого, 0,1% калия фосфата однозамещенного, 
0,05% магния сернокислого гептагидрата, 0,05% калия 
хлористого, 0,001% железа сернокислого на 1 литр 
воды (w/v). Простерилизовав, устанавливали рН 7,4 и 
асептически вносили стерильный концентрат сахарозы. 
Вводили инокулят в количестве 0,5% объема среды, ин-
кубировали 5 суток при 28,0 °С, перемешивая с частотой 
оборотов 120 мин-1.

Культуральную жидкость последовательно филь-
тровали через марлю и бумажный фильтр, центрифуги-
ровали 10 минут с ускорением 10000 g, супернатант от-
деляли и фильтровали через мембраны «Владипор» типа 

МФА-МА (ТУ6-05-1903-87). Фильтрат соединяли с 
гидрофобным растворителем 1:1 и перемешивали 3 часа, 
отстаивали до разделения слоев и отбирали неполярную 
фракцию, которую упаривали досуха при 40 °С. Осадок 
восстанавливали в 5 мл 60% раствора этанола. В спирто-
вом растворе препарат представляет собой маслянистую 
жидкость оранжевого цвета, при стоянии в холоде оседа-
ет в виде капель, при взбалтывании переходит в эмуль-
сию. Растворим в этилацетате, ацетоне, ацетонитриле. 
Рабочий раствор имеет желтый оттенок, прозрачен и/
или слегка опалесцирует. При УФ-спектрометрии опре-
деляется максимум поглощения на длине волны 275 нм. 
После тонкослойной хроматографии (ТСХ) в системе 
хлороформ:метанол (3:1) определяется Rf=0,44.

С целью сохранения, концентрирования целевых 
БАПМ и удаления балластных соединений был приме-
нен метод ультрафильтрации с целью фракционирования 
этилацетатного экстракта по молекулярным массам. В 
качестве разделяющего порога при помощи нейтральных 
мембран из полиэфирсульфона (PES) UltraSep™ были 
выбраны размеры пор 5,0–50,0 мкм.

Масс-спектр анализ ультрафильтрата показал, что 
фракции ультрафильтрата характеризуется наличием 7 
пептидов (рис. 1).

Рис. 1. Пептидный профиль среднемолекулярной фракции ультрафильтрата биологически активных  
соединений T. atrobrunneum ВКПМ F-1434

Качественные биохимические реакции (биуре-
товая, Фоля) показали положительные результаты, в 
связи с чем можно сделать вывод о пептидной природе 
метаболитов и серосодержащей аминокислоты (цистин, 
цистеин) в составе пептидов. 

Определение острой токсичности и основных 
токсикологических параметров БАПМ Tr. atr. Для 

оценки токсичности исследуемых БАПМ в течение 
первых суток после введения наблюдали поведение бе-
лых мышей, их активность, потребление пищи и воды, 
рассматривали общее состояние экспериментальных 
животных, характер клинических проявлений интокси-
кации, возможный летальный исход и морфологические 
изменения внутренних органов (табл. 2).
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Таблица 2 
Определение острой токсичности (среднесмертельной дозы) ультрафильтрата (по Керберу)

Доза ультрафильтрата, мг/кг

3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

Выжило мышей 8 8 8 8 6 3 2

Погибло мышей 0 0 0 0 2 5 6

Z 0 0 0 0 1,0 3,5 5,5

D 500 500 500 500 500 500 500

Z×D 0 0 0 0 500 1750 2750

∑(Z∙D)=5000

Примечание: D – интервал между двумя смежными дозами; Z – среднее арифметическое из двух значений числа тест-
объектов, у которых проявился положительный эффект при воздействии каждой из двух смежных доз; n – число тест-
объектов в группе. LD50=LD100-(Z∙D)/n. LD50=6000-5000/8=6000-625=5375 мг/кг. LD50 исследуемого ультрафильтрата 
составляет 5375 мг/кг

Результаты проведенных исследований острой 
токсичности изучаемых биологически активных пептид-
ных метаболитов позволяют отнести данные соединения 
к относительно безвредным веществам по действующей 
классификации на основании использования метода Кер-
бера. Исходя из этого, руководствуясь классификацией 
Л.И. Медведь, Ю.С. Кагана, Е.И. Спыну (1968), 
принятой в настоящее время ВОЗ, исследованное нами 
средство на данном этапе можно отнести к группе мало-
токсичных веществ и в соответствии с ГОСТ 12.1.007-
76 «Вредные вещества. Классификация и общие требо-
вания безопасности» по степени токсичности – к 4-му 
классу опасности как вещества малоопасные.

 При введении группам изучаемых белых мышей 
БАПМ в дозах 3000, 3500, 4000, 4500 мг/кг общее 
состояние животных в данных группах не страдало, они 
оставались активными, сохраняли аппетит. При введении 
в дозе 5000 мг/кг отмечалось незначительное снижение 
активности у трех мышей из 8 через 4 часа после введения 
исследуемого микробного средства; в дальнейшем при-
знаки интоксикации наросли, два животных отказались 
от приема корма и в дальнейшем через 12 часов погибли. 

При введении биологически активных пептидных 
метаболитов группам экспериментальных животных в 
дозах 5500–6000 мг/кг состояние мышей нарушалось 
в более ранние сроки – через 3 часа: отмечалось ограни-
чение подвижности, вялость, слабая реакция на внешние 
раздражители, отказ от приема корма, животные пред-
почитали сидеть группами рядом с водой. Через два часа 
после введения белым мышам исследуемого средства у 
животных движения стали скованными, мыши лежали с 

закрытыми глазами. Через три часа животные из назван-
ных группах были полностью неподвижны. Участились 
акты дефекации, по истечении 5 часов после введения 
их помет потерял каловый характер: стал водянистым 
с большим количеством слизи. Гибель животных на-
блюдалась на 6- и 7-й час после введения. Погибли 
соответственно 5 и 6 животных.

Погибших экспериментальных животных вскры-
вали и исследовали органы микроскопически: наблюда-
лись гемодинамические нарушения в виде полнокровия 
сосудов с явлениями стаза в легких, печени, почек, голов-
ном мозге. Миокард, эпикард не имели видимых изме-
нений. Легкие полнокровны, отечные. Печень обычных 
размеров, полнокровна, паренхима рыхлая. Слизистая 
желудка гиперемирована, в просвете слизь. Кишечник 
заполнен слизью, почки полнокровны, корковый слой 
дифференцируется. Головной мозг серого цвета, полно-
кровен. Гибель животных при остром отравлении насту-
пила в результате сердечно-легочной недостаточности. 

Условия создания линимента ранозаживляю-
щего на основе БАПМ Tr. atr. Для лечения инфици-
рованных ран экспериментальных животных готовили 
лекарственную форму – линименты ранозаживляющие, 
содержащие в своем составе БАПМ Т. atrobrunneum 
ВКПМF-1434. В качестве формообразующей основы 
линимента использовали 3% натриевую соль карбок-
симетилцеллюлозы (Na-КМЦ), 3% декспантенол, 
0,8% карбопол. Данные концентрации были получены 
опытным путем. Результаты выбора содержания ис-
следуемых БАПМ по характеру воздействия на кожу 
экспериментального животного приведены в таблице 3.

И.А. Гнеушева и др., с. 48–61
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Таблица 3 
Выбор содержания БАПМ по характеру воздействия на кожу экспериментального животного  

в линименте с 3% Na-карбоксиметилцеллюлозой

Концентрация 
БАПМ в 

препарате, мас.%
Характер воздействия на кожу кролика

Сохранение 
стерильности  

в течение 7 дней

Примечание:  
годность для лечения

0,5 Кожа после обработки раствором без видимых 
изменений в течение 24 часов Стерилен Препарат пригоден для 

лечения

1,0 Кожа после обработки раствором без видимых 
изменений в течение 24 часов Стерилен Препарат пригоден для 

лечения

3,0 Кожа после обработки раствором без видимых 
изменений в течение 24 часов Стерилен Препарат пригоден для 

лечения

5,0
Повышенная чувствительность через 1 час после 
обработки к внешнему воздействию. Шелушение кожи 
в месте обработки через 24 часа

Стерилен Препарат не пригоден для 
лечения

7,0
Сильное покраснение через 1 час обработки. Кролики 
беспокоятся и пытаются лизать место обработки в течение 
15 минут. Сильное шелушение кожи через 24 часа

Стерилен Препарат не пригоден для 
лечения

10,0
Сильное покраснение через 1 час обработки. Кролики 
беспокоятся и пытаются лизать место обработки в течение 
30 минут. Сильное шелушение кожи через 24 часа

Стерилен Препарат не пригоден для 
лечения

12,0 Сильное раздражение кожи с последующей гиперемией Стерилен Препарат противопоказан 
для лечения

Проведенные исследования показали, что при кон-
центрации БАПМ в линименте с Na-КМЦ в пределах 
0,5–3,0 мас.% препарат не раздражает кожу и хорошо 
переносится животными. При увеличении концентрации 
выше 3,0 мас.% препарат раздражает и сенсибилизирует 
кожу и такой состав не пригоден для наружного приме-
нения. Аналогичные данные были получены по выбору 
содержания БАПМ в линименте с 3% декспантенолом, 
0,8% карбополом. 

Таким образом, оптимальным соотношением ком-
понентов для решения поставленной задачи в ранозажив-
ляющем, противовоспалительном и противоинфекционном 
лекарственном препарате является следующее эффектив-
ное содержание БАПМ Tr. atr. – 0,5–3,0 мас.%.

В операцию подготовки формообразующих основ 
входил процесс растворения и набухания, а также уста-
новления заданного показателя рН. В производственной 
емкости соединяют рассчитанное количество очищенной 
воды и навеску основы, перемешивали с помощью ме-
ханической мешалки до гомогенного состояния. Основу 
стерилизовали 10 минут автоклавированием при 1 атм. 

120 °С, охлаждали до 45 °С. Полученную основу асеп-
тически нагружали БАПМ, тщательно перемешивали и 
оставляли в течение суток при температуре 2–8 °С до пол-
ного завершения структурообразования. Готовые формы 
линимента разливают во флаконы-дозаторы. Наличие или 
отсутствие микробной контаминации открытых флаконов с 
препаратом определяли в течение семи дней хранения при 
комнатной температуре методом мембранной фильтрации 
в соответствии с требованиями Государственной фармако-
пеи, XI издание, выпуск 2, стр. 187.

Исследование показало сохранность биологи-
ческой активности и полное отсутствие контаминации 
исследуемых линиментов гнилостными бактериями и 
грибами при хранении.

Биодоступность линимента ранозаживляющего 
на основе БАПМ Tr. atr. Полученные эксперименталь-
ные данные, представленные в таблице 4, показывают, 
что биодоступность более 50% получена при концентра-
ции активного вещества в линименте с формообразующей 
основой 3% Na-карбоксиметилцеллюлозой в интервале 
от 3,0 до 10,0 мас.%.
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Таблица 4
Биодоступность БАПМ в составе линимента с 3% Na-КМЦ

Концентрация 
БАПМ в пре-
парате, масс.%

Концентрация 
БАПМ в пре-

парате, мг

Концентрация 
БАПМ в эпидерми-
се через 30 мин, мг

Биодоступность, 
% Показатели качества лекарственной формы

0,5 0,1 0,034±0,86 34,0 (низкая) Однородный, прозрачный, умеренно вязкий 
раствор (пригоден к применению)

1,0 0,2 0,097±0,36 48,5 (низкая) Однородный, прозрачный, умеренно вязкий 
раствор (пригоден к применению)

3,0 0,6 0,34±1,12 56,6 (высокая) Однородный, прозрачный, умеренно вязкий 
раствор (пригоден к применению)

5,0 1,0 0,62±0,87 62,0 (высокая) Однородный, прозрачный, умеренно вязкий 
раствор (пригоден к применению)

7,0 1,4 0,99±0,65 70,7 (высокая) Однородный, прозрачный, умеренно вязкий 
раствор (пригоден к применению)

10,0 2,0 1,09±0,85 77,8 (высокая) Однородный, прозрачный, умеренно вязкий 
раствор (пригоден к применению)

12,0 2,4 1,14±1,02 47,5 (низкая) Осадок (не пригоден к применению)

При концентрации активного вещества менее 3,0 
мас.% биодоступность составляет менее 50% и недо-
статочна для эффективного лечения глубоких ран. При 
концентрации более 12,0 мас.% активное вещество не 
полностью растворяется в формообразующихся основах, 
образуя осадок. При попытке дальнейшего растворения 
активного вещества при нагреве, после охлаждения до 
комнатной температуры происходит его частичная кри-
сталлизация при хранении, и данный состав является 
непригодным для применения.

Таким образом, 3,0 масс.% активного вещества 
БАПМ Tr. atr. в виде ультрафильтрата рекомендуется 
во включение в состав линимента ранозаживляющего 

при лечении инфицированных ран животных. Данное 
содержание активного компонента не вызывает на коже 
животного видимых изменений (раздражений, сухости, 
гиперемий и т.д.). 

Эффективность лечебного действия инфициро-
ванной раны исследуемыми линиментами на основе 
БАПМ Tr. atr. С целью выявления возможных систем-
ных побочных эффектов при применении исследуемых 
линиментов оценивали массу тела экспериментальных 
животных в двух точках эксперимента: до начала нане-
сения средств (4-е сутки от инфицирования ран) и после 
окончания нанесения (14-е сутки) перед эвтаназией. 
Результаты представлены в таблице 5.

Таблица 5
Динамика массы тела крыс-самцов в процессе лечения линиментами ранозаживляющими, г, M±m, n=9

Группа животных
Сутки эксперимента

4 14
1 – контрольная (без лечения) 344 ±1,2 385±1,14
2 – опытная (лечение линиментом синтомицина 5%) 347±0,58 370±0,98
3 – опытная (линимент БАПМ T. atr. 3% с Na-КМЦ) 344±0,21 400±1,23
4 – опытная (линимент БАС БАПМ 3% с пантенолом) 346±0,14 398±1,28
5 – опытная (линимент БАС БАПМ 0,8% с карбополом) 344±1,14 384±0,99

Поскольку в ходе эксперимента не происходило 
резкого снижения массы тела, можно косвенно судить об от-
сутствии системных побочных эффектов данного препарата. 

В дальнейшем исследовании, при первичном вне-
дрении исследуемых тест-объектов в ткань наблюдали 
развитие воспалительной реакции, которая завершалась 
через 96 часов (4-е сутки) от начала инфицирования 

формированием первичного гнойно-воспалительного 
очага. Именно в этот период и начинали лечение раны, 
наносили линименты. В этот период отмечается выход 
в очаг воспаления медиаторов, таких как клеточных и 
плазменных медиаторов, биогенных аминов, активных 
белков. Учитывали размеры раны, данные представлены 
в таблице 6. 

И.А. Гнеушева и др., с. 48–61



56

Вестник биотехнологии, 2021, Т. 17, № 1

Таблица 6
Результаты анализа инфицирования ран у крыс-самцов 

Группа животных

Средний размер инфицированной раны в сутки, см2

4 7 14 21 28

1 – контрольная (без лечения) 12,4±0,32 7,4±0,65 3,5±0,54 1,8±0,36 0,65±0,58

2 – опытная (лечение линиментом синтомицина 5%) 12,2±0,21 5,9±0,25 3,4±0,58 0,8±0,41 0

3 – опытная (линимент БАПМ T. atr. 3% с Na-КМЦ) 12,6±1,02 6,4±0,37 1,8±0,09 0 0

4 – опытная (линимент БАС БАПМ 3% с пантенолом) 13,5±0,25 7,3±1,05 2,1±0,35 0 0

5 – опытная (линимент БАС БАПМ 0,8% с карбополом) 12,1±0,36 7,4±1,06 2,2±0,38 0 0

В контрольной группе экспериментальных живот-
ных на месте инфицированной раны сразу после нанесе-
ния линиментов БАПМ T. atr. со всеми рассматриваемы-
ми формообразующими основами образовывался участок 
сухого коагуляционного некроза, четко отграниченного от 
окружающей здоровой ткани. Через 3-е суток от начала 
лечения вокруг этой зоны создавалась демаркационная 
линия поврежденного эпидермиса размером 3–4 мм. 
Начиная со 2-х суток на поверхности ран возникала 
фибриновая пленка, которая утолщалась и становилась 
более темной в течение первой недели. 

В последующие 7 суток лечения ран по периферии 
раны наблюдалась гиперемия и образовывался воспали-
тельный валик. При этом размеры очага поражения зна-
чительно уменьшались. К 14-м суткам от начала лечения 
очаг сокращался за счет врастания в него с периферии 
эпидермиса в виде языков. К 28-м суткам в опытных ва-
риантах инфицированные раны полностью заживлялись, 
чего нельзя сказать о контрольном варианте (без лечения).

Во 2-й группе кроликов заживление инфициро-
ванных ран при лечении линиментом 5% синтомицина 
происходило в более короткие сроки, чем в 1-й группе 
(без лечения), однако в течение всего срока лечения было 
значительно выражено местное воспаление. Форма ран 
менялась за счет неравномерного врастания эпидермиса. 
К 21-му дню раны полностью эпителизовались с краев, 
а к 28-му дню заживали на всей экспериментальной 
площади.

В 3–5 группах были отмечены лучшие результаты. 
В течение первых семи дней наблюдалась интенсивная 
местная воспалительная реакция, однако уже на 14-е сутки 
воспаление полностью исчезало и инфицированные раны 
эпителизировались за счет наползания регенерирующе-
го эпителия с краев. Полное сращивание эпителия при 
заживлении раны наступало во всех вариантах лечения 
БАПМ на 21-й день, что на 7 дней раньше, чем во 2-й 
группе, и на две недели раньше, чем в контрольной группе. 

При применении в лечении инфицированных ран 
экспериментальных животных линиментом с БАПМ 
T. atr. 3% на основе Na-КМЦ на 14-е сутки от начала ле-
чения размер инфицированной раны был на 14% меньше, 
чем при использовании БАПМ на основе декспантенола 
и карбопола, и на 43% меньше, чем при использовании 
линимента синтомицина 5%. Таким образом, есть осно-
вание рекомендовать данную формообразующую основу 
для практического применения с БАПМ в ветеринарной 
практике. 

Изучение микробиоценоза раны при развитии 
гнойно-воспалительного процесса в инфицированной 
ране и при лечении исследуемыми линиментами рано-
заживляющими на основе БАПМ Tr. atr. Эксперимен-
тальные исследования, выполненные на лабораторных 
крысах-самцах, позволили проследить динамику изме-
нения концентрации исследуемых тест-объектов в ране 
в процессе развития инфекции при спонтанном процессе 
и при лечении исследуемыми линиментами (табл. 7).
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Таблица 7 
Динамика изменения концентрации суммы микроорганизмов, 105 кл/см3

Периоды инфекционного процесса

Концентрация микроорганизмов, сумма микроорганизмов, 105 кл/см3

контрольная 
(без лечения)

опытная (лече-
ние линиментом 

синтомицина 
5%)

опытная (лини-
мент БАПМ 
T. atr. 3% с 
Na-КМЦ)

опытная (ли-
нимент БАС 
БАПМ 3% с 
пантенолом)

опытная (ли-
нимент БАС 

БАПМ 0,8% с 
карбополом)

Инфицирование раны – 4-е сутки  
до лечения 104±1,05 102±0,98 104±0,54 102±0,87 104±0,36

Формирование первичного очага 
инфекции – 7-е сутки лечения 98,7±0,36 86,5±1,02 75,4±1,05 79,8±0,84 76,4±1,04

I фаза – стадия гидратации. 
Формирование гнойного экссудата – 
9-е сутки лечения

98,1±0,12 74,3±0,58 69,7±0,84 68,7±0,65 69,9±0,51

I фаза – стадия гидратации. Период 
активной экссудации – 14-е сутки 
лечения

89,5±0,38 68,4±0,98 65,8±0,87 65,9±0,87 66,1±1,1

II фаза – стадия гидратации. 
Завершение экссудации – 21-е сутки 
лечения

85,4±0,65 38,4±1,02 37,2±0,49 37,9±0,65 37,4±0,58

II фаза – стадия регенерации  
и пролиферации – 28-е сутки лечения 45,7±0,87 0,3 0,1 0,3 0,3

Значительные изменения в количественном содер-
жании исследуемых условно-патогенных тест-организмов 
в инфицированных ранах при лечении ранозаживляющи-
ми линиментами отмечались во II стадии гидратации, 
когда происходит изменение кровообращения в очаге вос-
паления, выход жидкой части крови и лейкоцитов в очаг 
воспаления. Уровень микробной обсемененности гнойного 
очага при лечении ранозаживляющими линиментами в 
этот период снизился на 62,3–64%. Надо сказать, что 
в это время наблюдается изменение доминирующего по-
ложения у ассоциантов в микробиоценозе. Если в I фазе 
стадии гидратации доминирует P. aeruginosa, его КОЕ в 
9 раз больше, чем S. aureus, то в качестве лидирующего 

инфектанта в период завершения стадии гидратации про-
исходит снижение концентрации Pseudomonas aeruginosa 
и возрастание S. aureus, а затем, на стадии регенерации 
происходит восстановление исходного баланса исследу-
емых тест-объектов в биоценозе раны. БАПМ Tr. atr. 
проявляют бактериостатический эффект.

В дальнейшем проведено изучение динамики 
изменения факторов патогенности при развитии 
инфекционного процесса и лечении исследуемыми 
ранозаживляющими линиментами (табл. 8). Фак-
торы патогенности – это материальные носители, 
обусловливающие способность микробов вызывать 
инфекционный процесс.

Таблица 8 
Изменение факторов патогенности в процессе развития инфекционного процесса на фоне лечения исследуе-

мыми линиментами ранозаживляющими на основе БАПМ Tr. atr. 
Период инфекционного 

процесса
Инфицирующие 

агенты
Факторы патогенности

лецитиназа гемолизины плазмокоагулаза фибринолизины

Инфицирование раны P. aeruginosa, 
S. aureus

+
-

+
+

-
-

-
+

Воспалительный очаг P. aeruginosa, 
S. aureus

+
-

+
+

-
-

-
+

Экссудация P. aeruginosa, 
S. aureus

-
+

-
+

-
-

-
-

Пролиферация P. aeruginosa, 
S. aureus

-
+

-
-

+
+

-
+
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В экспериментальных исследованиях установлено 
изменение факторов патогенности в течение развития 
инфекционного процесса в ране при лечении раноза-
живляющими линиментами на основе БАПМ Tr. atr. 
В период инфицирования, а также при формировании 
воспалительного очага изменение факторов патогенности 
не отмечалось.

В стадии экссудации, при лидирующем положении в 
ране P. aeruginosa прекращает продуцировать все изначаль-
но имеющиеся у него факторы патогенности. В отличие от 
него, S. aureus продолжает синтезировать как гемолизины, 
так и лецитиназу, которые, по- видимому, обеспечивают ему 
возможность занять свою экологическую нишу в ране и тем 
самым сохраниться в структуре микробиоценоза, хотя и в 
ингибирующем состоянии.

В период заживления раны не удается продуциро-
вать фибринолизин P. aeruginosa, хотя он восстанавливает 
свою гемолитическую активность. В отличие от него, S. 

aureus, кроме изначально продуцирующей лецитиназы, 
также начинает синтезировать фибринолизин и плазмоко-
агулазу. И этот набор факторов патогенности инфектанты 
сохраняют до конца эксперимента. Таким образом, подби-
рая препарат для этиотропной терапии, необходимо иметь 
в виду, что микробный возбудитель, который в данный 
период времени течения раневой инфекции не является 
лидирующим, но при дальнейшем развитии гнойной ин-
фекции раны станет определять исход заболевания.

Гистология инфицированных ран на фоне при-
менения линиментов ранозаживляющих на основе 
БАПМ Tr. atr. В ходе гистологического исследования 
во всех группах экспериментальных животных в зоне 
дефекта наблюдалось наличие тонкого слоя эпидермиса 
с выраженной складчатостью в области повреждения. 
Визуализировались клетки эпидермиса с крупными ги-
перхромными ядрами, хорошо выраженными ядрышками 
(рис. 2). 

1 группа  
14 сутки

2 группа  
14 сутки

3 группа  
14 сутки

4 группа  
14 сутки

5 группа  
14 сутки

1 группа  
28 сутки

2 группа  
28 сутки

3 группа  
28 сутки

4 группа  
28 сутки

5 группа  
28 сутки

Рис. 2. Общий план: эпидермис, дерма, верхняя граница гиподермы крыс на 14- и 28-е сутки

Во всех группах в гиподерме визуализировались 
кровенаполненные сосуды и единичные периваскуляр-
ные лимфоидно-лимфоцитарные инфильтраты. Среди 
клеточных элементов обнаруживаются фибробласты, 
другие клетки крови и соединительной ткани. В целом 
гистологическая картина полностью соответствует за-
живлению кожи после хирургического разреза. 

В экспериментальных группах животных имелись 
различия в интенсивности формирования рыхлой со-

единительной ткани, что характеризовалось толщиной 
и плотностью волокнистых структур и свидетельствует 
о различном влиянии исследуемых линиментов по от-
ношению к фибробластам, а также о расположении и 
плотности клеточных элементов. 

Наибольшей интенсивностью формирования со-
единительнотканных структур характеризуется кожа 
крыс 3-й группы, которым применялся препарат – 
БАПМ T. atr. 3% с Na-КМЦ. В дерме также отмечена 
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гиперплазия потовых желез. На втором месте по интен-
сивности формирования соединительнотканных структур 
находится кожа от крыс 2-й группы (лечение линиментом 
синтомицина 5%), далее – крыс 5-й группы (линимент 
БАС БАПМ 0,8% с карбополом), потом следует кожа 
животных 4-й группы (линимент БАС БАПМ 3% с 
пантенолом) и, наконец, самой низкой интенсивностью 
формирования характеризуется кожа животных 1-й 
группы (без лечения). Кроме того, в коже животных, 
которым применялся только линимент БАС БАПМ 3%, 
обнаруживается низкая плотность клеточных элементов 
в эпидерме. 

Заключение

Таким образом, биологически активные пептидные 
метаболиты Trichoderma аtrobrunneum ВКПМ F-1434 в 
составе ранозаживляющего линимента проявляют бакте-
риостатическую активность в отношении P. aeruginosa, 
S. aureus, высокую ранозаживляющую, противовоспа-
лительную эффективность и сокращают сроки лечения 
инфицированных ран и могут быть использованы в 
ветеринарной практике в составе биопродукции защитно-
стимулирующего действия. 
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JUSTIFICATION OF THE POSSIBILITY OF USING TRICHODERMA SPP. 
METABOLITES AS PART OF A WOUND HEALING AGENT  

FOR VETERINARY MEDICINE

I.A. GNEUSHEVA, I.Yu. SOLOKHINA, N.E. PAVLOVSKAYA, N.Yu. AGEEVA 

Orel State Agrarian University named after N.V. Parakhin, Orel

The article presents studies on the use of biologically active peptide metabolites of Trichoderma atrobrunneum VKPM F-1434 
in the composition of wound-healing liniment 3% Na-CMC (Na-carboxymethylcellulose), panthenol and carbopol for animals. It 
is shown that when using the liniment with Trichoderma atrobrunneum 3% based on Na-CMC in the treatment of infected wounds 
of experimental male rats, this formative basis can be recommended for practical use in veterinary practice. Conducting a study of the 
microbiocenosis of the wound of experimental animals with the development of a purulent-inflammatory process in an infected wound, 
it was found that the liniment with Trichoderma atrobrunneum 3% BAPM based on Na-CMC has a bacteriostatic effect
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БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ СОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ 
МЕТОДОВ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ К ВИРУСУ БЕШЕНСТВА ЖИВОТНЫХ

В.А. ЛОБАНОВА*, В.И. КЛЮКИНА 

Всероссийский научно-исследовательский и технологический институт биологической промышленности, 
поселок Биокомбината, Московская область

В обзоре проанализирована литература о разработке и усовершенствовании как уже одобренных Международным эпи-
зоотическим бюро (МЭБ), так и альтернативных методов выявления антител к вирусу бешенства в биологических жидкостях 
животных. Использовались источники из баз данных электронных библиотек e-library и PubMed и др. Сейчас ведутся работы 
по усовершенствованию рекомендуемых МЭБ методов определения вирус-нейтрализующих антител (RFFIT и FAVN). Раз-
работан ряд различных вариантов иммуноферментного анализа, а также предложены методы определения антирабических 
вирус-нейтрализующих антител в образцах низкого качества, в том числе гемолитической торакальной жидкости. Помимо 
широко применяемых, предлагаются альтернативные методы определения антител к вирусу бешенства, предусматривающие как 
качественное определение протективного титра антител к вирусу (например, с помощью тест-полосок), так и количественное 
определение титров с использованием таких высокоточных методов, как проточная цитометрия.

Ключевые слова: бешенство, прижизненная диагностика, выявление антител, реакция вирус-нейтрализации, иммуно-
ферментный анализ.
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Введение

Бешенство (греч. «rabies» – безумие) – острое 
природно-очаговое заболевание теплокровных животных 
и человека, характеризующееся поражениями нервной 
системы и 100% летальным исходом [45]. Ежегодно от 
бешенства умирают почти 59000 человек во всем мире. 
Распространение бешенства собак является прямой 
угрозой появлению случаев бешенства людей в регионе, 
поэтому бешенство по-прежнему представляет собой 
глобальную угрозу. Согласно данным ВОЗ, в России за 
2010–2017 гг. зарегистрирован 51 случай смерти людей 
от лабораторно подтвержденного бешенства [14].

Российская Федерация на протяжении многих лет 
является неблагополучной по бешенству животных. По-
давляющее большинство случаев бешенства выявляют у 
домашних и диких плотоядных: кошек, собак, енотовидных 
собак, лис, куниц. Основным направлением профилактики 
бешенства на протяжении многих лет остается вакцинация 
домашних и диких животных [1]. Неотъемлемым компо-

нентом контроля эффективности вакцинопрофилактики 
служит определение титров антител к вирусу бешенства 
в сыворотках крови вакцинированных животных. 

Цель данного обзорного исследования состояла в 
анализе литературы, посвященной разработке и усовер-
шенствованию как уже одобренных Международным эпи-
зоотическим бюро (МЭБ), так и альтернативных методов 
выявления антител к вирусу бешенства в биологических 
жидкостях животных. Для анализа использовались источ-
ники, доступные в базах данных электронных библиотек 
e-library и PubMed, а также материалы Руководства по 
диагностическим тестам и вакцинам для наземных живот-
ных международного эпизоотического бюро [45].

Общепризнанные методы выявления антител  
к вирусу бешенства

Для оценки иммунного ответа у вакцинированных 
домашних животных, в том числе для международной 
транспортировки, МЭБ апробированы методы нейтрали-
зации вируса в культурах клеток (КК), а для мониторинга 
эффективности кампаний массовой вакцинации одобрен ряд 
тест-систем на основе иммуноферментного анализа [45].

Определение титра антирабических вирус-ней-
трализующих антител (ВНА) в реакции нейтрализации 
вируса на белых мышах не является рекомендуемым 
МЭБ методом с 2008 г. [44], однако нередко выступает 
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в качестве референс-метода при оценке диагностической 
ценности новых тест-систем, а также используется в про-
изводстве для оценки титров ВНА в диагностических и 
референс-сыворотках [18, 27, 35, 52].

Тест быстрого ингибирования фокусов флуорес-
ценции – Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT). 
Метод определения вирус-нейтрализующих антител к 
вирусу бешенства (ВБ) в сыворотке крови in vitro в тесте 
быстрого подавления фокусов флуоресценции (Rapid 
Fluorescent Focus Inhibition Test, RFFIT) впервые был пред-
ложен Smith et al. в 1973 году [53]. Титр ВНА в реакции 
RFFIT определяется по разведению сыворотки, при до-
бавлении которой к штамму CVS-11 вируса бешенства при 
последующей инокуляции культуры клеток (КК) BHK-21 
наблюдают уменьшение количества полей с флуоресцирую-
щими клетками на 50% или более по сравнению с контролем.

Минимальный титр ВНА, необходимый для 
международной транспортировки животных, составля-
ет 0,5 МЕ/мл [7, 60]. Этот же стандарт применяется 
к собакам и кошкам для подтверждения формирования 
протективного титра антител после вакцинации [7].

Тест нейтрализации вируса флуоресцент-
ными антителами – Fluorescent Antibody Virus 
Neutralization (FAVN) test. Тест нейтрализации вируса 
флуоресцентными антителами (Fluorescent Antibody 
Virus Neutralization test, FAVN), предложенный 
Cliquet et al. в 1998 году [28], является адаптацией 
теста RFFIT [53]. Принцип методов FAVN и RFFIT 
одинаков, однако методология проведения тестов су-
щественно отличается (табл. 1); при этом тесты дают 
эквивалентные результаты о титрах ВНА к вирусу 
бешенства в исследуемых сыворотках [28]. 

Таблица 1 
Особенности проведения RFFIT и FAVN

Основные этапы 
проведения теста RFFIT FAVN

Положительная 
контрольная сыворотка

Эталонный стандарт ВОЗ или МЭБ сыворотки или стандарт 
лаборатории, соответствующий эталонному, 2,0 МЕ/мл. 

Положительный контрольный стандарт, 0,5 МЕ/мл

Признанный МЭБ эталонный стандарт 
сыворотки крови собак, 0,5 МЕ/мл

Отрицательная 
контрольная сыворотка Стандарт сыворотки с активностью <0,1 МЕ/мл Сыворотки от невакцинированных собак

Разведения тестируемой 
сыворотки (исследуемый 
объем – 0,1 мл)

Скрининговое тестирование (в т.ч. для стандартной оценки 
эффективности вакцинации): 1/5, 1/50.

Конечное определение титра антител: 1/5, 1/25, 1/125, 1/625

Не менее четырех трехкратных 
последовательных разведений: 1/3, 1/9, 1/27, 

1/81, 1/243 и т.д.
Вирус для заражения КК Вирус бешенства штамма CVS-11
Доза вируса 50 FFD50/0,1 мл (1) 100 TCID50/50 мкл (2)

Инкубирование вируса  
с сывороткой

При 37 °C во влажном инкубаторе с 0,5% CO2 в течение 90 
минут

При 35–37 °C во влажном инкубаторе с 5% 
CO2 в течение 1 часа

Культура клеток (КК) КК мышиной нейробластомы мыши (MNA) или аналогичная 
клеточная линия (CCL-131) КК почки сирийского хомячка BHK-21

Инкубирование с КК При 35 °C во влажном инкубаторе с 0,5% CO2, 20 часов При 35–37 °C во влажном инкубаторе с 5% 
CO2, 48 часов

Фиксация образцов В 80% холодном ацетоне (-20 °C) при комнатной температуре

Окрашивание ФИТЦ-конъюгированными антирабическими антителами

Учет результатов Подсчитывают количество полей (20 на лунку), где наблюдают 
флуоресценцию конъюгата

Качественная оценка общей поверхности 
каждой лунки на наличие флуоресценции

Определение ВНА  
в сыворотке

Титр ВНА – фактор максимального разведения сыворотки,  
при котором в 50% микроскопических полей наблюдают 

уменьшение вирусного инокулята на 97%)

Титр ВНА сыворотки (D50) рассчитывают  
с помощью неопробитографического метода 
или по формуле Спирмена – Кербера [59](3)

Титр ВНА в МЕ/мл рассчитывают путем сравнения с титром положительной стандартной сыворотки.

Примечания: (1) – FFD50 – фокус-формирующая доза. 1 FFD50 – разведение, при котором 50% наблюдаемых микроско-
пических полей содержат один или несколько очагов инфицированных клеток. Исходная суспензия вируса должна содержать 
не менее 1×104 FFD50 на 0,1 мл. (2) – TCID50 – доза вируса, инфицирующая 50% культуры клеток. (3) – Формула для 
перевода тира сыворотки в активность в МЕ/мл:

Титр сыворотки (МЕ/мл)=
10(логарифм D50 сыворотки)×теоретический титр положительной стандартной сыворотки 0,5 МЕ/мл

10(log D50 положительной стандартной сыворотки 0,5 МЕ/мл)
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Титр ВНА в сыворотке крови в тесте FAVN опре-
деляется как разведение сыворотки, при котором в 50% 
лунок нейтрализуется 100% вируса. Однозначность учета 
результатов для каждой лунки планшета и связанная с этим 
возможность простого и быстрого расчета титра антител в ис-
следуемой сыворотке способствовали широкому применению 
данного метода для определения уровня поствакцинальных 
ВНА у домашних [13, 39] и диких животных [43], а также 
для оценки эффективности разрабатываемых вакцин [12, 22].

В случае исследования образцов плохого качества 
(сывороток, экстрактов мышц, торакальной жидкости) 
может наблюдаться цитотоксический эффект (ЦТЭ), 
что не позволяет корректно интерпретировать результаты 
FAVN. Для решения этой проблемы T. Bedekovic et al. в 
2013 г. предложили удалять инокулят из лунок планшета 
через 1 час после его добавления, тем самым предотвращая 
проявление ЦТЭ образцов на культуру клеток и обеспе-
чивая возможность использования образцов экстрактов 
мышц и торакальной жидкости для оценки эффективности 
кампаний оральной вакцинации [25]. Они протестировали 
с помощью стандартного и модифицированного таким об-
разом FAVN (mFAVN) образцы сывороток крови, экс-
трактов мышц и торакальной жидкости собак и доказали 
высокую специфичность и чувствительность mFAVN при 
полном отсутствии ЦТЭ образцов на культуру клеток. 
Следует отметить, что в классическом тесте FAVN из-за 
цитотоксичности образцов авторам не удалось интерпре-
тировать результаты 1,9% образцов сывороток, 34,3% 
– экстрактов мышц и 54,9% – торакальной жидкости.

Иммуноферментный анализ. Иммунофермент-
ный анализ (ИФА, ELISA) – это серологический 

экспресс-метод, не требующий работы с живым виру-
сом бешенства и позволяющий выявлять антитела как к 
цельному вирусу, так и к его отдельным белкам: глико- и 
нуклеопротеину. Ни один из доступных методов ИФА не 
одобрен МЭБ для определения титров антител к вирусу 
бешенства при оформлении документов для междуна-
родной транспортировки и торговли животными, однако 
ИФА широко применяют для оценки поствакцинального 
иммунитета у отдельных животных и эффективности 
кампаний вакцинации в целом [45].

Между методами вирус-нейтрализации и иммуно-
ферментного анализа наблюдается сильная, но не строгая 
корреляция титров антител. В отличие от RFFIT и FAVN, 
качество результатов ИФА не зависит от качества исследу-
емой сыворотки, однако чувствительность и специфичность 
данного метода зависят от особенностей проведения теста.

Способ определения антител к гликопротеину 
вируса бешенства методом твердофазного непрямого 
ИФА был предложен F. Cliquet et al. [31] в 2000 г. 
как адаптация метода P. Atanasiu & P. Perrin, 1979 г. 
[24]. На данный момент разработан широкий спектр 
тест-систем на основе непрямого ИФА для выявления 
антител к цельному вирусу бешенства или его белкам в 
сыворотках крови различных видов животных (табл. 
2). При этом в части тест-систем используются специ-
фические антивидовые пероксидазные конъюгаты, а в 
части – конъюгированный с пероксидазой хрена протеин 
А Staphylococcus aureus, дающий возможность выявлять 
антитела различных видов животных и, таким образом, 
позволяющий исследовать сыворотки разных видов 
животных с помощью одной тест-системы.

Таблица 2 
Методы выявления антител к вирусу бешенства на основе ИФА

Автор метода, коммерческий набор Материал  
для исследования Антиген Пероксидазный 

конъюгат Источник

Твердофазный непрямой ИФА
F. Cliquet et al., 2000 (адаптация 
метода P. Atanasiu & P. Perrin, 1979)

Сыворотка крови собак 
и лис Гликопротеин вируса бешенства Кроличьи антитела к 

IgG собаки
[24, 30, 

31]
F. Cliquet et al., 2004 Serelisa TM 
Rabies Ab mono Indirect 

Сыворотка крови собак и 
кошек

Инактивированный штамм G52 
ВБ, полученный на КК NIL-2 
(КК эмбриона хомяка)

Протеин А 
Staphylococcus aureus [29, 48]

N.C. Salvi et al., 2010 Сыворотка крови лоша-
дей, мулов, пони Вакцина Rabipur Антитела к IgG 

лошади [47]
Bio-Rad Platelia TM Rabies II ad 
usum Veterinarium

Сыворотка крови собак, 
кошек, лис Гликопротеин вируса бешенства Протеин А 

Staphylococcus aureus [8, 49, 57]

В.И. Клюкина и соавт., 2008
Сыворотка крови собак, 
кошек, баранов, крупного 
рогатого скота

Вирус бешенства штамма CVS Протеин А 
Staphylococcus aureus [9]

А.М. Гулюкин и соавт., 2010

Сыворотка крови овец, 
собак, кошек, крупного 
рогатого скота, плото-
ядных, пробы глазной 
жидкости лисиц

Гликопротеин ВБ штамма «Ове-
чий» ГНКИ, стандартный штамм 
CVS

Кроличьи антитела 
к IgG лисиц и собак, 
антитела к IgG быка 
и овец

[6]



65

В.И. Клюкина и соавт., 2012 Сыворотка крови собак Гликопротеин ВБ штамма «Щел-
ково-51»

Протеин А 
Staphylococcus aureus [10]

А.Ю. Сухарьков и соавт., 2012 Сыворотки крови собак Гликопротеин ВБ штамма ВНИ-
ИЗЖ

Протеин А 
Staphylococcus aureus [19]

A. Debnath et al., 2019 Сыворотка крови мышей
Очищенная инактивированная 
вакцина против бешенства, полу-
ченная на КК Vero

Овечьи антитела к 
мышиным IgG [32]

Т.М. Грунина, 2019 Сыворотка крови крупно-
го рогатого скота и овец

Рекомбинантный белок DBD-
gpG, включающий в себя нуклео-
тидную последовательность гена 
гликопротеина ВБ

Протеин А 
Staphylococcus aureus [5]

Жидкофазный конкурентный ИФА

J.J. Esterhuysen et al., 1995

Сыворотка крови людей, 
крупного рогатого скота, 
овец, коз, собак, лабора-
торных мышей, кроликов, 
львов, желтых мангустов, 
гиеновидных собак 

Нуклеопротеин ВБ штамма CVS, 
экспрессированный в бакулови-
русном векторе AcNPV3 на КК 
Spodoptera frugiperda, ВБ штамма 
Flury HEP

Овечьи антитела к 
IgG морской свинки [33]

Твердофазный конкурентный ИФА (c-ELISA)

M. Sugiyama et al., 1997 Сыворотка крови собак
Нуклеопротеин ВБ штамма RC-
HL, адаптированного к монослою 
КК CER

Стрептавидин [54]

M. Mojzis et al., 2008,
BioPro ELISA Rabies Ab

Сыворотка крови собак, 
кошек, лисиц, енотовид-
ных собак, торакальная 
жидкость и экстракт 
мышц лисиц

ВБ штамма SAD-Bern, получен-
ный на КК BHK-21 Стрептавидин [41, 26, 

38, 56]

Н.А. Хисматуллина и соавт., 2012
Сыворотки крови собак, 
кошек, лисиц и крупного 
рогатого скота, овец

Гликопротеин ВБ штамма «Ове-
чий» ГНКИ, стандартный штамм 
CVS

Кроличьи антитела 
к IgG лисиц и собак, 
антитела к IgG быка 
и овец 

[20]

Ya. Aronthippaitoon et al., 2019 Сыворотка крови людей 
и собак

Вакцинный штамм ВБ PV2061 
Pasteur, рекомбинантный гли-
копротеин ВБ штамма CVS-26 
(белок RV-rG)

Антитела овцы к IgG 
мыши [23]

D. Fontana et al., 2020
Сыворотка крови людей, 
собак, кошек, крупного 
рогатого скота, ягуаров 

Очищенные вирусоподобные 
частицы Стрептавидин [35]

Оригинальное биотехнологическое решение 
было предложено Т.М. Груниной [5], использовавшей 
в качестве антигена в твердофазном непрямом ИФА 
рекомбинантный белок DBD-gpG, включающий в себя 
аминокислотную последовательность декстран-свя-
зывающего домена DBD Leuconostoc mesenteroides и 
нуклеотидную последовательность гена гликопротеина 
вируса бешенства. Целевой белок экспрессировали в 
клетках E. coli, а затем проводили его одностадийную 
очистку за счет способности декстран-связывающего 
домена аффинно взаимодействовать с Сефадексом, хи-
мически модифицированным декстраном. Результаты 
исследования сывороток крови иммунизированных коров 
и баранов хорошо коррелировали с результатами реакции 
вирус-нейтрализации с флуоресцирующими антителами 
и реакции вирус-нейтрализации на мышах.

Тест-системы на основе ИФА, исключающие 
использование большого количества животных, могут 

стать альтернативой референс-реакции вирус-нейтра-
лизации на мышах для скрининга большого количества 
образцов в процессе производства антирабического им-
муноглобулина. N.C. Salvi et al. доказали, что разделение 
иммунизированных для получения профилактического 
антирабического иммуноглобулина лошадей на группы 
«слабых», «средних» и «сильных» респондеров по 
результатам ИФА на начальном этапе иммунизации 
позволяет скорректировать схему иммунизации для 
дальнейшего получения максимальных титров антител 
к вирусу бешенства от каждого животного [47]. При 
сравнении образцов плазмы, очищенной сыворотки и им-
муноглобулина авторы наблюдали хорошую корреляцию 
между результатами ИФА и реакции вирус-нейтрализа-
ции на мышах (r=0,82, 0,923 и 0,874 соответственно).

Следует отметить, что даже для одобренных 
МЭБ коммерческих тест-систем остается нерешенной 
проблема недостаточной чувствительности ИФА по 
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сравнению с тестами нейтрализации вируса на культуре 
клеток. M. Wasniewski et al. сообщают, что при 100%-
ной специфичности тест-системы «Platelia TM Rabies 
II ad usum Veterinarium» ее чувствительность составляет 
только 78,2%; при этом лишь 5 из 23 аккредитованных 
международных лабораторий получили удовлетвори-
тельные результаты по показателям специфичности и 
чувствительности ELISA по сравнению с FAVN [57]. 
Для повышения чувствительности теста авторы предло-
жили установить пороговое значение титра антител для 
данного теста в 0,3 МЕ/мл вместо 0,5 МЕ/мл, однако 
это не было официально закреплено ни в Руководстве 
по диагностическим тестам и вакцинам для наземных 
животных МЭБ, ни в инструкции к данной тест-системе. 
Примечательно, что, по данным ряда исследований, 
аналогичный набор для выявления антител к гликопро-
теину вируса бешенства в образцах сыворотки крови и 
цереброспинальной жидкости людей обладает высокой 
специфичностью и чувствительностью по сравнению со 
стандартными тестами вирус-нейтрализации [34, 58].

Также вызывает вопросы эффективность тест-
системы Serelisa TM Rabies Ab mono Indirect (метод 
предложен Cliquet et al. в 2004 г.) [29]. 8 из 16 лабо-
раторий, протестировавших собственные образцы сы-
вороток крови собак и кошек с помощью тестов FAVN 

или RFFIT и Serelisa, заявили о неудовлетворительной 
чувствительности и специфичности Serelisa TM Rabies 
Ab mono Indirect (коэффициент соответствия методу 
вирус-нейтрализации составил менее 80%); при этом 4 
лаборатории получили значительную долю ложнополо-
жительных результатов [48]. Коэффициент соответствия 
теста ИФА референс-методу (RFFIT или FAVN) со-
ставил для различных лабораторий от 67,5 до 92,0%.

Биотехнологическим решением проблемы низкой 
чувствительности непрямого ИФА и универсальности 
диагностикума в отношении сывороток крови разных 
видов животных стала разработка методов конкурентного 
иммуноферментного анализа. В 1995 г. J.J. Esterhuysen 
et al. предложили жидкофазный вариант конкурентного 
ИФА для обнаружения в сыворотке крови людей и 
животных антител к нуклеопротеину вируса бешенства 
[33]. Общая схема проведения реакции перекликается 
с непрямым вариантом ИФА (рис. 1). Для получения 
антирабических сывороток кроликов и морских свинок 
иммунизировали как вирусом бешенства штамма Flury 
HEP (High Egg Passage), так и нуклеопротеином вируса 
бешенства клона Gif-sur-Yvette штамма CVS, экспрес-
сированным в бакуловирусном векторе AcNPV3 вируса 
полиэдроза Autographa californica (AcNPV) на КК 
Spodoptera frugiperda.

Рис. 1. Схема постановки жидкофазного варианта конкурентного иммуноферментного анализа  
(адаптировано с J.J. Esterhuysen et al., 1995) [33]

Уже в 1997 г. M. Sugiyama et al. разработали твер-
дофазный конкурентный иммуноферментный анализ 
(c-ELISA) [54]. При изготовлении диагностических на-
боров на основе c-ELISA часто стали использовать стреп-
тавидиновый пероксидазный конъюгат: высокая аффинность 
стрептавидина к биотинилированным моноклональным 

антителам обеспечивает высокую специфичность и чувстви-
тельность теста (табл. 2, рис. 2). Большой популярностью 
пользуется коммерческая тест-система BioPro ELISA (ме-
тод предложен M. Mojzis et al. в 2008 г.), чувствительность и 
специфичность которой в отношении образцов разных видов 
животных доказана в многочисленных исследованиях [26, 
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41, 55, 56]. T. Bedekovic et al. сравнили результаты опреде-
ления титров антител в гемолитических образцах торакальной 
жидкости и экстрактах мышц BioPro ELISA с результатами 
ранее модифицированного ими метода mFAVN [25], а 
также изучили влияние термической обработки образцов на 
результат определения титров антител [26]. Диагностиче-

ская достоверность BioPro ELISA по сравнению с тестом 
mFAVN при использовании образцов без термической об-
работки составила 89,16%, а для термически обработанных 
образцов – 94,30%, что позволяет рекомендовать BioPro 
ELISA в качестве замены тестам вирус-нейтрализации при 
исследовании образцов низкого качества.

Рис. 2. Схема постановки твердофазного конкурентного ИФА со стрептавидин-пероксидазным конъюгатом

Моноклональные антитела, хорошо зарекомендо-
вавшие себя при выявлении антигенов вируса бешенства 
[4], нашли широкое применение и в определении титров 
антирабических антител. В 2019 г. Ya. Aronthippaitoon et al. 
предложили вариант конкурентного ИФА с использова-

нием клона моноклонального антитела 1-46-12, способного 
распознавать конформационный эпитоп белка G вакцинного 
штамма вируса бешенства (рис. 3) [23]. Авторы выявили 
сильную корреляцию результатов данного метода с RFFIT 
при исследовании образцов сывороток крови людей и собак.

Рис. 3. Схема постановки твердофазного конкурентного ИФА со специфическим антивидовым конъюгатом  
(по Ya. Aronthippaitoon et al., 2019) [23]

Антигеном в конкурентном ИФА могут выступать 
как цельные вирионы, так и отдельные вирусные белки или 
даже вирусоподобные частицы. D. Fontana et al. применяли 

в качестве антигена в конкурентном ИФА очищенные ви-
русоподобные частицы, полученные на стабильном клоне 
sP2E5 клеточной линии HEK293 [35]. Обнаружение 
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специфических иммуноглобулинов посредством блокиров-
ки распознавания этих частиц биотинилированными моно-
клональными антителами AB5 открывает возможность 
определять концентрацию антител до 0,06 МЕ/мл, что 
существенно меньше минимального протективного титра 
антител к вирусу бешенства в 0,5 МЕ/мл. 

Альтернативные методы выявления антител к 
вирусу бешенства. Современная наука уже располагает 
рядом альтернативных методов определения антител к 
вирусу бешенства, пока что не одобренных МЭБ, однако 
являющихся перспективными разработками в области се-
родиагностики и иммунологии (табл. 3). Предложенные 
на данный момент альтернативные методы выявления 
антирабических вирус-нейтрализующих антител отлича-
ются от стандартных RFFIT и FAVN как используемым 
в качестве антигена вирусом, так и способом визуализа-
ции продуктов реакции. В ряде работ предлагается ис-
пользовать вакцинные [16] или инактивированные [42, 
50] штаммы вируса бешенства вместо штамма CVS-11 
для обеспечения большей безопасности сотрудников 
при проведении теста и, следовательно, возможности 

аккредитации большего числа лабораторий для опре-
деления титров ВНА. Для выявления образующегося 
комплекса [антиген+антитело], помимо стандартных 
ФИТЦ-конъюгатов [2, 3, 15], предложено использо-
вать антитела, конъюгированные с пероксидазой хрена 
[27, 37, 46, 54], что исключает необходимость наличия 
в лаборатории такого дорогостоящего оборудования, 
как флуоресцентный микроскоп. Также разработаны 
методы прямой оценки подавления цитопатического дей-
ствия (ЦПД) вируса антителами исследуемого образца 
[16]. С.В. Генералов с соавторами предложили точный 
метод определения титров ВНА путем регистрации 
флуоресценции отдельных клеток с помощью проточной 
цитометрии [3]. Для качественного определения про-
тективного титра антител в 0,5 МЕ/мл предложен тест 
быстрого обнаружения вирус-нейтрализующих антител 
(Rapid Neutralizing Antibody detection test – RAPINA), 
представляющий собой тест-полоску, где для выявления 
образовавшегося комплекса [антиген+антитело] исполь-
зованы конъюгированные с золотом моноклональные 
антитела к гликопротеину вируса бешенства [42, 50].

Таблица 3 
Альтернативные методы выявления антител к вирусу бешенства

Метод Автор, год Материал для ис-
следования

Культура 
клеток Антиген Компонент визу-

ализации реакции
Признак положи-
тельной реакции

Методы определения вирус-нейтрализующих антител

Быстрая ферментная 
иммунотитровка вну-
триклеточных агентов, 
модификация RFFIT

P. Perrin et 
al., 1986 [46]

Сыворотка крови 
людей и мышей BHK-21

ВБ штамма 
CVS (нукле-

окапсид)

Пероксидаз-
ный конъюгат с 
кроличьими IgG 
к нуклеокапсиду 

ВБ

Отсутствие окраши-
вания

Метод ингибиции фо-
кусов флуоресценции, 
модификация RFFIT

И.Ф. 
Вишняков и 
соавт., 1997 

[15]

Сыворотка крови 
крупного рогатого 
скота, лошадей, 

собак

Почки 
сайги

ВБ штамма 
TC-80

ФИТЦ-
конъюгированные 

IgG к ВБ

Ингибиция флуорес-
ценции

Непрямой иммуно-
пероксидазный тест 

вирус-нейтрализации

T.C. Cardoso 
et al., 2004 

[27]

Сыворотки крови 
собак и крупного 

рогатого скота
CER ВБ штамма 

CVS-32

Пероксидазный 
конъюгат с анти-

телами козы к 
IgG мыши

Отсутствие окраши-
вания

Модификация FAVN P. Hostnik, 
2000 [37]

Сыворотка крови 
собак BHK-21 ВБ штамма 

CVS-11

Пероксидазный 
конъюгат с анти-

телами козы к 
IgG мыши

Отсутствие окраши-
вания

Титроване антител 
по цитопатическому 
действию (ЦПД) 

вируса

И.А. Сливко 
и соавт., 2003 

[16]

Сыворотка крови 
овец, собак, лисиц

Почки 
сайги

Вакцинный 
штамм ВБ 71 
БелНИИЭВ-

ВГНКИ

ЦПД вируса на 
культуру клеток Подавление ЦПД

Тест быстрого обнару-
жения вирус-нейтра-

лизующих антител 
(RAPINA)

S. Shiota et 
al., 2009 [50, 

42]

Сыворотка крови 
людей и собак –

Инактиви-
рованный 

ВБ штамма 
CVS-11

Конъюгирован-
ные с золотом 

моноклональные 
антитела к глико-

протеину ВБ

Отсутствие линии в 
тестовой зоне тест-

полоски
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Экспресс-анализ 
методом иммунофлуо-

ресценции

Ю.К. Гаври-
лова и соавт., 

2018 [2]

Сыворотка крови 
лошадей, в т.ч. 

гипериммунизиро-
ванных

Vero, 
BHK-21

Фиксирован-
ные штаммы 
ВБ Москва 
3253 и CVS

ФИТЦ-
конъюгированные 

IgG к ВБ

Ингибиция флуорес-
ценции

Проточная цитоме-
трия

С.В. Генера-
лов и соавт., 

2019 [3]

Сыворотка крови 
гипериммунизиро-
ванных лошадей

Vero 

Фиксирован-
ный штамм 

ВБ
Москва 3253

ФИТЦ-
конъюгированные 

IgG к ВБ

Ингибиция флуорес-
ценции

Другие методы

Иммуноэлектрофорез 
(CIE)

L.H.Q. da 
Silva et al., 
2002 [52]

Сыворотка крови 
собак – ВБ штамма 

CVS 31/2

Кроличья 
антирабическая 

сыворотка

Отсутствие линий 
преципитации в 
агаровом геле

Непрямая РИФ 
(модификация метода 
N.H. Johnson & W.E. 
Richard, 1992 [38, 55])

P. Hostnik & 
J. Grom, 1997 

[36] 

Гемолитическая 
торакальная жид-
кость и кардиаль-
ная кровь лисиц

BHK-21 ВБ штамма 
SAD B19

ФИТЦ-
конъюгат к со-

бачьим IgG
Флуоресценция

Прямой дот-
иммуноанализ

Н.А. Под-
боронова и 

соавт., 2009 
[17, 21]

Сыворотка крови 
людей и лошадей, в 
т.ч. антирабические 

гипериммунные 
сыворотки лоша-

дей

Нет

Инактивированный фикси-
рованный ВБ штамма «Мо-

сква-3253», конъюгированный 
с частицами коллоидного золота

Появление окра-
шенного пятна на 

нитроцеллюлозной 
мембране

Метод электрохеми-
люминесценции

X. Ma et al., 
2012 [40]

Сыворотка крови 
людей, собак, ено-
тов, цереброспи-

нальная жидкость 
людей

КК BSR 
(клон КК 

BHK)

Гликопротеин 
ВБ штамма 

ERA

Биотинилирован-
ные антивидовые 
IgG + SULFO-
TAG стрептави-

дин

Электрохемилюми-
несценция

Следует отметить, что при производстве диагно-
стических сывороток для оценки титров антител к вирусу 
бешенства широко используются такие «классические» 
серологические методы, как РДП и РСК [11]. Однако 
для определения преципитирующих антител к вирусу 
бешенства, помимо РДП, хорошо показал себя метод 
иммуноэлектрофореза (Counter Immunoelectrophoresis 
Test – CIE), результаты которого совпадали на 79,7% 
с результатами теста вирус-нейтрализации на мышах 
[52]. Также в арсенале серодиагностики присутствуют: 
непрямой вариант РИФ, позволяющий исследовать об-
разцы низкого качества, проявляющие цитотоксичность 
в реакциях вирус-нейтрализации [36]; прямой вариант 
дот-иммуноанализа на нитроцеллюлозной мембране, не 
требующий культивирования вируса в живой системе 
[17, 21]; метод электрохемилюминесценции, в котором 
в качестве антигена используется гликопротеин вируса 
бешенства штамма ERA (Evelyn-Rokitnicki-Abelseth), 
а для визуализации образовавшегося комплекса 
[антиген+антитело] – биотинилированные антивидовые 
антитела и SULFO-TAG стрептавидин [40].

Заключение

Совершенствование методов определения титров 
антител к вирусу бешенства представляет собой одно из 

основных направлений в профилактике данной инфекции. 
На данный момент отечественными и зарубежными ис-
следователями разработан спектр методов для решения 
этой задачи. Ведутся работы по усовершенствованию ре-
комендуемых МЭБ методов определения вирус-нейтрали-
зующих антител (RFFIT и FAVN), проведение которых 
является обязательным при международной торговле и 
транспортировке животных. Разработан ряд различных 
вариантов иммуноферментного анализа, позволяющих за 
короткое время исследовать большое количество образ-
цов в рамках оценки эффективности кампаний массовой 
вакцинации, а также предложены методы определения 
ВНА в образцах низкого качества, в том числе гемоли-
тической торакальной жидкости. Регулярно проводятся 
межлабораторные исследования по оценке специфич-
ности и чувствительности коммерческих тест-систем, что 
позволяет констатировать их достоинства и недостатки 
и корректировать направление дальнейших разработок 
в области серодиагностики бешенства. Помимо широко 
применяемых, предлагаются альтернативные методы 
определения антител к вирусу бешенства, предусматрива-
ющие как качественное определение протективного титра 
антител к вирусу (например, с помощью тест-полосок), так 
и количественное определение титров с использованием 
таких высокоточных методов, как проточная цитометрия. 
Так или иначе, но доступный для эпизоотологов и вете-
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ринарных врачей арсенал методов выявления антител к 
вирусу бешенства продолжает расширяться.
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BIOTECHNOLOGICAL ASPECTS OF IMPROVING DETECTION METHODS 
ANTIBODIES TO ANIMAL RABIES VIRUS

V.A. LOBANOVA, V.I. KLYUKINA
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The review analyzed the literature on the development and improvement of both those already approved by the International 
Epizootics Bureau (OEB) and alternative methods for detecting antibodies to rabies virus in biological fluids of animals. Sources 
from the databases of the electronic libraries e-library and PubMed and others were used. Currently, work is underway to improve the 
methods recommended by the OEB for the determination of virus-neutralizing antibodies (RFFIT and FAVN). A number of different 
variants of enzyme-linked immunosorbent assay have been developed, and methods have been proposed for the determination of anti-
rabies virus-neutralizing antibodies in low-quality samples, including hemolytic thoracic fluid. In addition to the widely used methods, 
alternative methods for determining antibodies to rabies virus are proposed, which provide for both the qualitative determination of the 
protective titer of antibodies to the virus (for example, using test strips) and the quantitative determination of titers using high-precision 
methods such as flow cytometry.
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ХРОНИКА

Памяти члена-корреспондента РАН  
Л.В. Калакуцкого (1932–2020)

8 ноября 2020 года скончался Лев Владими-
рович Калакуцкий – крупный микробиолог, член-
корреспондент РАН. Он родился 11 мая 1932 года в 
Москве. В 1955 г. Л.В. Калакуцкий окончил биолого-
почвенный факультет МГУ им. М.В. Ломоносова, после 
чего трудился в течение 20 лет в Институте микробио-
логии АН СССР, пройдя путь от лаборанта до заве-
дующего лабораторией. Здесь же им были выполнены 
кандидатская и докторская диссертации, посвященные 
биологии актиномицетов. Является учеником Н.А. 
Красильникова, авторитетного ученого-микробиолога. 

С 1976 года начался пущинский период его де-
ятельности: он был приглашен директором Института 
биохимии и физиологии микроорганизмов (ИБФМ) 
АН СССР академиком Г.К. Скрябиным на работу в это 
учреждение. Здесь в наибольшей степени проявились его 
уникальные черты характера, свойственные незаурядной 
личности.

В соответствии с академическими традициями он 
продолжил главное  направление своих научных иссле-
дований, нацеленное на изучение разнообразия микро-
организмов, преимущественно актиномицетов. В данной 
предметной области им был выделен и детально описан 
ряд новых видов и родов этой группы микроорганизмов, 
получены основополагающие результаты об их биологии, 
экологии, физиологии, изменчивости и циклам развития. 
Указанный комплекс работ был удостоен в 1983 г.  пре-
мии им. С.Н. Виноградского АН СССР.  В 1987 году 
он был избран членом-корреспондентом АН СССР.

Л.В. Калакуцкий является автором более 250 
опубликованных работ. Им подготовлено 5 докторов и 
20 кандидатов наук.

Все перечисленное характеризует итог обычного 
жизненного пути научного работника, преданно, по-
следовательно и добросовестно реализовавшего свои 
намерения в избранной области исследований. Но у 
Льва Владимировича есть еще важная заслуга перед 
отечественной микробиологией – это становление кол-
лекционного дела в стране. В 1970-х годах он вместе с 
группой единомышленников выступил с инициативой 
возрождения Всесоюзной коллекции микроорганизмов 
(ВКМ). В течение почти четверти века (1980–2003 
гг.) Л.В. Калакуцкий руководил отделом «Всероссий-
ская коллекция микроорганизмов», входившим в состав 
Института биохимии и физиологии микроорганизмов 
им. Г.К. Скрябина РАН. Профессионализм и высокие 
организаторские способности позволили ему обеспечить 
выход на международный уровень и установить резуль-
тативные контакты со специалистами ведущих мировых 
коллекций. Он принял участие в формировании и дея-
тельности, начиная с 1981 г., Европейской организации 
коллекций культур (ЕССО). Больше того, в 1988 году 
его избрали Президентом ЕССО (он занимал этот 
пост до 1993 г.). К числу существенных достижений 
в коллекционной работе следует отнести публикацию 
первого Указателя (Каталога) видов микроорганизмов, 
поддерживаемых в 37 коллекциях, включая коллекции 
различных республик СССР и ряда стран социалисти-
ческого лагеря. При этом для вошедших в этот целевой 
проект коллекций СЭВ был разработан единый стандарт 
и единый инструментарий информационной системы, 
создана общая база данных. Каталоги ВКМ и ряда 
других российских коллекций были позднее интегриро-
ваны в Глобальный каталог Всемирного центра данных 
о микроорганизмах (WDCM). Начиная с 2009 года, 
Л.В. Калакуцкий руководил работой коллектива ВКМ 
в международных проектах, в том числе по созданию 
Глобальной сети биологических ресурсных центров 
(GBRCN) и Пан-европейской распределенной инфра-
структуры микробных ресурсов (MIRRI).

В общем, нужно подчеркнуть, что он как цель-
ный, эрудированный специалист достойно представлял 
российскую науку в международном масштабе. Это 
был человек на своем месте, без комплекса ложности 
положения – нередкой участи широкой русской души. 

Ясно, что столь заметный вклад в общее коллек-
ционное дело не мог остаться незамеченным научной 
общественностью. Он выполнял, как уже упоминалось, 
обязанности Президента Европейской организации 
коллекций культур, вице-президента Всесоюзного 
микробиологического общества, эксперта от Российской 
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Федерации в составах рабочих групп Организации по 
экономическому сотрудничеству и развитию (ОЭСР) 
по вопросам биобезопасности и доступа к генетическим 
ресурсам в рамках реализации положений Конвенции о 
биологическом разнообразии, работал в составе комите-
тов Всемирной организации коллекций культур и Подко-
митета по таксономии актиномицетов Международного 
комитета по систематике прокариот (ICSP), был членом 
экспертного совета РФФИ по физико-химической био-
логии, руководителем Рабочей группы по выработке 
концепции Биологических ресурсных центров в России 
при Межведомственной комиссии по генно-инженерной 
деятельности. 

Л.В. Калакуцкий состоял членом редколлегий ряда 
ведущих российских и зарубежных изданий: журналов 
«Микробиология», «Успехи современной биологии», 
«FEMS Microbiology Reviews», «FEMS Microbiology 
Letters», «Cytology» и др. Был также экспертом РАН, 
членом ученых советов ИБФМ РАН и других учреж-
дений. 

Он читал курсы лекций на кафедре биологии почв в 
МГУ им. М.В. Ломоносова и Пущинском государствен-
ном университете (ныне – Пущинский естественно-на-
учный институт), был членом диссертационного совета 
при Институте микробиологии им. С.Н. Виноградского 
РАН, на протяжении многих лет выполнял обязанности 
председателя диссертационного совета ИБФМ РАН. 
Долгое время он был первым проректором по научным 
вопросам Пущинского государственного университета 
– первого отечественного вуза, созданного в 1992 г. по 
Постановлению Правительства РФ на базе институтов 
РАН.

Глубокое вхождение в биологическую систематику 
позволило ученому значительно расширить горизонты 
собственных представлений о роли микрофлоры в со-
временном мире и микробиологии в целом, о чем он так 
содержательно заявил на Первом российском микробио-
логическом конгрессе в Пущино в октябре 2017 года: 
«На международном уровне это просто ренессанс. Гово-
рили о золотом веке микробиологии, относя его к концу 19 
века, потом был период интенсивного, но более скрытого 
развития, а последнее десятилетие, можно сказать, что 
это ренессанс, потому что открыт, действительно, океан 
микробов, в котором мы с вами живем, и количество во-
просов, задач и возможностей увеличилось на порядок». 

Специально надо отметить деятельность Л.В. 
Калакуцкого в структуре Общества биотехнологов 
России им. Ю.А. Овчинникова, особенно в начальном 
периоде его формирования. Он способствовал успеш-

ному проведению научных конференций Общества на 
базе ИБФМ РАН,  состоял членом редакционного 
совета журнала «Вестник биотехнологии и физико-хи-
мической биологии им. Ю.А. Овчинникова», напечатал 
в нем обстоятельные статьи (например, в 2006 и 2011 
годах). Конечно, незабываемо и чувство юмора Льва 
Владимировича, который по достоинству ценил обла-
дателей такой черты интеллекта и сам был наделен ею 
в достаточной степени.

Л.В. Калакуцкий среди участников Первого рос-
сийского микробиологического конгресса. Пущино, 
октябрь 2017 г.

Память об этом интересном, колоритном чело-
веке будет сохраняться у всех, близко общавшихся 
с ним. Редколлегия и редсовет журнала выражают 
искреннее соболезнование родным, ученикам и близ-
ким ученого.

Хотелось бы обратить внимание специалистов на 
важную работу Л.В. Калакуцкого «Биоразнообразие 
и доступ к генетическим ресурсам: анализ проблемы 
и прогноз», опубликованную в «Вестнике биотехно-
логии и физико-химической биологии им. Ю.А. Ов-
чинникова» (2006, Т. 2, № 1, с. 63–68), в которой 
он подчеркивает недостаточно полную изученность 
микроорганизмов и значительную неизведанность мира 
прокариот по сравнению с ядросодержащими живыми 
существами.
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СТРАНИЦЫ ИСТОРИИ

ЮБИЛЕЙНЫЕ И ЗНАМЕНАТЕЛЬНЫЕ ДАТЫ 2021 ГОДА* 

* Материал подготовлен В.С. Воробьевым

СОБЫТИЯ, ФАКТЫ

1881 – Луи Пастер получил первые вакцины про-
тив куриной холеры. 

1881 – введение термина «митоз» немецким цито-
логом Вальтером Флемингом (1843–1905). 

1911 – Т.Х. Морган в опытах на дрозофиле обна-
ружил связь между конкретными генами и конкретны-
ми хромосомами.

1911 – открытие Раусом вируса саркомы. 

1921 – Г. Меллер в лаборатории Т.Х. Моргана 
обнаружил способность фагов и генов к размножению, 
то есть к самовоспроизведению. 

1931 – Б. Мак-Клинток  и Х. Крейтон в экспери-
ментах на кукурузе доказали, что в основе рекомбина-
ции лежит кроссинговер. 

1941 – американские генетики Дж. Бидл и Э. Тей-
тем предложили гипотезу «один ген – один фермент». 

1941 – первое употребление термина «генетиче-
ская инженерия». 

1946 – присуждение Нобелевской премии по 
физиологии и медицине Герману Меллеру за открытие 
возникновения мутаций под действием рентгеновских 
лучей. 

1956 – Артур Корнберг выделил ДНК-
полимеразу (за это вместе с Северо Очоа был удостоен 
Нобелевской премии в 1959 г.). 

1961 – открытие генетического кода: М. Нирен-
берг вместе с Г. Маттеи обнаружили первый триплет из 
полиурацила, кодирующий фенилаланин. 

1966 – полная расшифровка генетического кода. 

1971 – американские исследователи С. Коэн и Г. 
Бойер независимо друг от друга разработали методы 
переноса гена из одного организма в другой (начало 
генной инженерии). 

1981 – картирование гена инсулина (Harper M. et 
al.). 

1981 – появление на рынке первых диагностику-
мов на основе моноклональных антител (США). 

1986 – начало обсуждения проекта «Геном чело-
века». 

1996 – определение полной нуклеотидной последо-
вательности генома пекарских дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae.  

2001 – публикация генома человека в «Science» и 
«Nature».

ПЕРСОНАЛИИ

140 лет со дня рождения Александера Флемин-
га (1881–1955), шотландского микробиолога, перво-
открывателя пенициллина, лауреата Нобелевской пре-
мии по физиологии и медицине (1945).

120 лет со дня рождения Лайнуса Полинга 
(1901–1994), американского химика, дважды лауре-
ата Нобелевской премии. 

110 лет со дня рождения датско-английского им-
мунолога Нильса К. Йерне (1911–1994), лауреата 
Нобелевской премии 1984 года (совместно с Г. Келе-
ром и С. Мильштейном). 

100 лет со дня рождения Ирины Николаевны 
Блохиной (1921–1999), академика РАМН, отече-
ственного микробиолога.

90 лет со дня рождения Александра Сергеевича 
Спирина (1931–2020), отечественного биохимика, 
академика РАН. 

90 лет со дня рождения и 10 лет со дня смерти 
Николая Павловича Бочкова (1931–2011), отече-
ственного медицинского генетика, академика РАМН. 

80 лет со дня рождения Владимира Олеговича 
Самойлова (род. в 1941 г.), отечественного биофизи-
ка, члена-корреспондента РАН. 
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1. Предметная область. Принимаются оригинальные и обзорные научные  работы по теории, мето-
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3. Статьи принимаются на русском и английском языках.
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индексом, рабочий телефон. 8. E-mail. 9. Информация о гранте (если есть).
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11. Аннотация – оптимальный объем 150 слов (не более 250 слов на русском языке или 200 на английском 
языке). При этом в случае несоответствия требованию издательство оставляет за собой право частич-
ного изменения и сокращения аннотации. Это же касается и редактирования всего текста рукописи. 
Аннотация должна включать в себя информацию о цели исследования, методологии, результатах.

12. Ключевые слова – 5–10 слов. Ключевые слова отделяются друг от друга точкой c запятой. Требуется 
УДК, а также сопроводительное письмо из учреждения.

13. Включить JEL-коды, если применимо.
14. Список литературы приводится в алфавитном порядке, со сквозной нумерацией. Ссылки в тексте 

на соответствующий источник из списка литературы оформляются в круглых скобках, например: (1, 
с. 277). Использование автоматических постраничных ссылок не допускается. Список литературы 
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