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ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ИММУНОДОМИНАНТНЫХ БЕЛКОВ 
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Получены поликлональные моноспецифические сыворотки к белкам токсина и антигенам S-слоя Bacillus anthracis, выде-
ленным в препаративном электрофорезе. При применении метода флуоресцирующих антител (МФА) иммуноглобулины 
сывороток к белку S-слоя B. anthracis м.м. 94 кДа обладали специфичностью и специфической активностью на представ-
ленном количестве штаммов, а в пробах почвы обнаруживали споры в концентрации 1∙104 КОЕ/мл, что позволяет реко-
мендовать данные иммуноглобулины для индикации B. anthracis. Белки м.м. 90 кДа, относящиеся к антигенам токсина 
B. anthracis, в иммуноблоттинге реагировали с сыворотками больных кожной формой сибирской язвы и морских свинок, 
иммунизированных и выживших после заражения. Сыворотки к ним видоспецифичны, могут быть использованы для 
диагностики заболевания (обнаружение протективного антигена) и определения продукции белков в реакции иммуно-
диффузии с растущими культурами (РИДРК). 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: культуральные фильтраты; препаративный электрофорез; белки м.м. 94, 87, 90 кДа Bacillus 
anthracis; иммуноблоттинг; метод флуоресцирующих антител (МФА).
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The diagnostic significance of particular immune-dominating proteins of isogenic 
variants of Bacillus Anthracis
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The polyclonal mono-specific sera to proteins of toxin and antigens of S-layer of Bacillus Anthracis separated in preparative elec-
trophoresis. While fluorescent antibody technique was applied, immunoglobulins  of sera to protein of S-layer of Bacillus Anthracis 
m.m. 94 kDa had specificity and specific activity in presented number of strains. In the soil samples spores  in concentration of 
1x104  KOE/ml were detected that permits to recommend the given immunoglobulins for indexation of Bacillus Anthracis. The 
proteins m.m. 90 kDa relevant to antigens of toxin of Bacillus Anthracis reacted in immuno-blotting with sera from patients with 
skin form of anthrax and guinea pigs immunized and survived after infection. Thew sera to them are species specified and can be 
applied for diagnostic of disease (detection of protective antigen) and detection of production of proteins in reaction of immuno-
diffusion with growing cultures.
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Введение. Возбудитель сибирской язвы при культивиро-
вании в жидких питательных средах продуцирует большое 
количество белков, спектр которых зависит от особенностей 
штамма, питательной среды и условий культивирования. Уни-
фицированная оценка высоко- и низкосекретируемых белков 
позволила идентифицировать группы белков, кодируемых 
генами, расположенными на хромосоме или плазмиде рХО1. 
Белки S-слоя, такие как Sap и ЕА1 молекулярной массой 
(м.м.) 86,7 кДа и 91,4 кДа соответственно, а также протектив-
ный антиген (ПА) выявлялись наиболее часто, при культиви-
ровании в течение 16 ч их количество было максимальным 
по сравнению с другими внеклеточными белками [1–4]. Вы-
сокая иммуногенность и распространенность предполагают, 
что белки S-слоя, особенно ЕА1, могут служить в качестве 
подходящей мишени для тест-систем, предназначенных для 
обнаружения вегетативных клеток и спор Bacillus anthracis в 
пробах продуктов и клиническом материале [5–10].

Ранее нами была изучена видовая специфичность сыво-
роток против белков м.м. 94 кДа культурального фильтрата 
(КФ) бесплазмидного штамма B. anthracis 81/1, полученных 
при гель-хроматографическом разделении на сефакриле S-300 
SF. Однако препаративное накопление гель-хроматографией 
было трудоемким, а выделение электрофорезом невозможно, 
так как антиген не окрашивался Кумасси. Полученные нами 
изогенные варианты B. anthracis 575/122 характеризовались 
стабильной продукцией и окрашиванием белков м.м. 94, 87 
и 90 кДа, которые соответствовали м.м. белков S-слоя и ток-
сина [11, 12].

Цель работы – предварительная оценка диагностиче-
ского значения белков S-слоя и сибиреязвенного токсина B. 
anthracis, выделенных препаративным электрофорезом.

Материал и методы. Штаммы. Изогенные варианты 
вирулентных штаммов B. anthracis 81/1, 575/122 (рХО1+, 
рХО2+): моноплазмидные токсинпродуцирующие (рХО1+, 
рХО2-) B. anthracis 81/1 R01, 575/122 R01 и беcплазмидные 
(рХО1-, рХО2-) B. anthracis 81/1 R00, 575/122R 00 [12].

При оценке тестов идентификации возбудителя си-
бирской язвы использованы десять вирулентных штам-
мов B. anthracis (81/1, 575/122, 614/1, 298/2, 591/2, 12/16, 
619/42, 44/1СО, 248/22, 3-БК-2), вакцинные штаммы B. 
anthracis (СТИ, Sterne) и штаммы близкородственных ба-

цилл: B. cereus (UHA, 1, 8035, VRRL569, ATCC 6464), B. 
thuringiensis v. v. Pasteur, B. megaterium (5, 216, 1), B. subtilis 
(6051, 6633), B. stearotermophilus ВКМВ718, B. mycoides 2, 
B. mesentericus 6 (коллекция живых культур ФКУЗ «Вол-
гоградский научно-исследовательский противочумный ин-
ститут» Роспотребнадзора).

Питательные среды. В качестве питательных сред ис-
пользовали сердечно-мозговой агар и бульон («Difco», 
США), бесклеточные культуральные фильтраты получали с 
использованием R-среды рН 8,0–8,3, для реакции иммуно-
диффузии с растущими культурами (РИДРК) использовали 
среду, описанную ранее [11, 13].

Электрофоретический анализ и препаративный элек-
трофорез белков. Для электрофоретического анализа белки 
КФ, сконцентрированных в 180 раз на ультрафильтре с от-
сечением (cut-off) белков до 10 кДа, осаждали ацетоном [13]. 
Электрофорез в полиакриамидном геле с додецилсульфатом 
натрия (ПААГ с ДСН), окраску и иммуноблоттинг прово-
дили по методике, изложенной в инструкции к «Ettan Dalt 
electrophoresis systems» (General Electric). Для препаратив-
ного выделения белков формировали блок 10% геля с пло-
щадью 1,5×140 мм без гребенки в концентрирующем геле, 
на который наносили 150–350 мкл препарата. Проводили 
электрофорез при 5 мА, 24 В. Электрофорез заканчивали при 
миграции свидетеля на 10 см. Локализацию белков опреде-
ляли после окрашивания Кумасси R-250 и обесцвечивания в 
течение 15–20 мин, или блок геля помещали в охлажденный 
раствор 0,1 М КСl при температуре 0–1oC на 1 ч. Полосы вы-
резали, гомогенизировали, помещали в пробирку с сетчатым 
мешком, содержащую 0,5 мл 0,05М (NH4)2HCO3 (углекислый 
аммоний) [14]. Экстракцию проводили при 37oC и при ком-
натной температуре в течение 18 ч, затем гель переносили 
в пробирку с сетчатой перегородкой, центрифугировали при 
2000 об/мин 5 мин. Жидкость отсасывали, гель экстрагирова-
ли повторно. Эффективность элюирования контролировали в 
реакции иммунодиффузии (РИД). 

Для определения молекулярной массы белков применяли 
маркеры фирмы «Amresco» (фосфорилаза – 97,4 кДа; бычий 
сывороточный альбумин – 66,2 кДа; альдолаза – 39,2 кДа; 
триоз-фосфат изомераза – 26,6 кДа; ингибитор трипсина – 
21,5 кДа; лизоцим – 14,4 кДа) и программу «LabImage».
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Получение моноспецифических поликло-
нальных сывороток. Для получения кроличьих 
сывороток к белкам м.м. 94, 90 и 87 кДа, вы-
деленных препаративным электрофорезом, 
внутрикожно паравертебрально и в оба паха 
вводили возрастающие объемы белков, ак-
тивных в РИД. Первое введение включало  
0,25 мл препарата, последующие – на 0,25 мл 
больше, которые доводили до 1 мл раство-
ром 0,9% NaCl и смешивали с 1 мл неполного 
адъюванта Фрейнда (НАФ). При титре антител 
1:8–1:16 у животных брали кровь из вены уха в 
объеме 30 мл, что позволяло получить 15–20 мл  
сыворотки. Сыворотки консервировали мер-
тиолятом 1:10 000 и хранили при температуре 
+4oC.

При более низких титрах антител после 
месячного перерыва проводили второй цикл 
иммунизации, который заключался в двукрат-
ном введении антигенов с НАФ по описанной 
методике.

Специфическую активность и специфич-
ность сывороток оценивали в РИД, РИДРК, 
МФА. Иммуноглобулины сывороток выделяли 
полиэтиленгликолем, метили флуоресцеинизотиоцианатом 
(ФИТЦ), использовали в методе флуоресцирующих антител 
(МФА), иммуноблоттинге [11–13]. 

МФА проводили с вегетативными клетками и спорами 
B. anthracis и близкородственных бацилл [11]. Пробы почвы 
готовили в соответствии с МУ 4.2.1103-02 «Приготовление 
проб с имитаторами патологических биологических аген-
тов».

Результаты и обсуждение. С целью выделения белков 
S-слоя были изучены КФ изогенных авирулентных токсин-
продуцирующих и бесплазмидных вариантов B. anthracis 
81/1 и 575/122, с концентрацией белка 3,07–3,68 мг/мл и 
4,54–5,62 мг/мл соответственно. Более высокое содержание 
белка в КФ бесплазмидных вариантов, возможно, связано с 
экспрессией белков, вовлеченных в процесс споруляции, так 
как существуют различия в споруляции плазмидсодержащих 
и бесплазмидных штаммов [1].

В результате электрофоретического разделения белков 
КФ в ПААГ с ДСН установлено, что КФ токсинпродуцирую-
щих штаммов содержали белок м.м. 90 кДа, что соответству-
ет м.м. компонентов сибиреязвенного токсина (протективный 
антиген (ПА) 83 кДа, отечный фактор (ОФ) 88,8 кДа, леталь-
ный фактор (ЛФ) 90,33 кДа) [15]. Культуральные фильтраты 
бесплазмидных штаммов были представлены белками м.м. 
94 и 87 кДа, которые соответствуют м.м. белков S-слоя, ЕА1 
и Sap [1, 4, 5]. Для визуализации белков м.м. 94 и 87 кДа было 
использовано окрашивание Кумасси, а для белков м.м. 90 кДа 
был определен метод инкубации блока геля в растворе 0,1М 
КСl при 1–2oC в течение 1 ч [20]. При этом белки м.м. 87 кДа 
бесплазмидного варианта B. anthracis 81/1 R00, содержащего 
ген sap, не выявлялись Кумасси, однако определялись в им-
муноблоттинге. При электрофоретическом разделении белки 
м.м. 94 и 87 кДа, штамма B. anthracis 575/122 R00, окрашен-
ные Кумасси, определялись в виде двух полос шириной до  
1 мм с расстоянием между ними до 5 мм [12]. В связи с этим 
КФ штамма B. anthracis 575/122 R00 был использован для 
препаративного выделения белков S-слоя, а для выделения 
белков м.м. 90 кДа – штамм B. anthracis 575/122 R01.

Препаративный электрофорез по сравнению с гель-
хроматографией оказался более рациональным, так как позво-
лял выделять белки м.м. 94, 87 и 90 кДа в концентрациях, ак-
тивных в РИД, что позволяло контролировать наличие белков, 
экстрагируемых из геля. Исключались дополнительные поте-

ри, связанные с концентрированием фракции на ультрафиль-
трах. В иммуноблоттинге с поликлональной сибиреязвенной 
сывороткой белки электрофоретических фракций бесплазмид-
ного варианта штамма B. anthracis 575/122 идентифицирова-
ны как белки м.м. 94 и 87 кДа, а токсинпродуцирующего – как 
м.м. 90 кДа, что подтверждает высокую степень гомогенности 
и чистоту выделенных антигенов (рис. 1). К электрофорети-
ческим фракциям были получены моноспецифические сы-
воротки. Сыворотки к белкам, элюировавшимся в свободном 
объеме при гельхроматографии [11], и сыворотки к белкам 
м.м. 94, 87 кДа бесплазмидного варианта B. anthracis 575/122, 
выделенным электрофорезом, в РИД содержали антитела к 
идентичным антигенам, что подтверждало принадлежность 
белков к антигенам S-слоя. Изучение в РИДРК сывороток к 
белкам м.м. 94, 87 кДа показало, что они реагируют с антиге-

Рис. 1. Электрофорез и иммуноблоттинг белков, выделенных электрофорезом.
а – электрофорез; б, в – иммуноблоттинг с поликлональной кроличьей сывороткой к КФ  
B. anthracis СТИ. 1 – маркеры м.м.; 2 – КФ B. anthracis 575/122 R01 (pXO1+, pXO2-); 3 – КФ 
B. anthracis 575/122 R00 (pXO1-, pXO2-); 4 – белок м.м. 94 кДа; 5 – белок м.м. 87 кДа; 6 – 
КФ B. anthracis 55 (pXO1+, pXO2-); 7 – белок м.м. 90 кДа.

Рис. 2. Идентификация и дифференциация штаммов  
B. anthracis в РИДРК.
а – слева B. anthracis 55; справа – B. cereus VRRL569; б – слева B. anthracis 
575/122 R01; справа – B. anthracis 575/122 R00. Сыворотки к антигенам  
B. anthracis: 1 – м.м. 94 кДа; 2 – м.м. 90 кДа; 3 – м.м. 87 кДа.
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нами, продукция которых не зависит от плазмид вирулентно-
сти, а сыворотки к белкам м.м. 90 кДа реагируют с антигенами 
токсинпродуцирующих штаммов B. anthracis [12]. Сыворотки 
к белкам S-слоя и токсина не образовывали иммунопреципи-
татов с антигенами близкородственных бацилл, что свидетель-
ствовало об их видоспецифичности (рис. 2).

Специфическая активность и специфичность иммуно-
глобулинов к белкам м.м. 94 и 87 кДа B. anthracis 575/122 
R00 изучены в МФА с вегетативными клетками и спорами 
10 штаммов B. anthracis. Наиболее активными оказались им-
муноглобулины сыворотки к белкам м.м. 94 кДа B. anthracis 
575/122 R00, которые в рабочих разведениях дифференци-
ровали штаммы B. anthracis от близкородственных споро-
образующих бацилл, в пробах почвы обнаруживали споры 
в концентрации 1×104 КОЕ/мл, что позволяет рекомендовать 
данные иммуноглобулины для индикации B. anthracis.

Белки КФ бесплазмидного и токсинпродуцирующего 
штаммов изучены в иммуноблоттинге для определения их 
диагностического значения. С этой целью использованы сы-
воротка больной Л. с диагнозом «сибирская язва, кожная фор-
ма», контакт с источником – 08.09.2008 г., дата заболевания 
– 16.09.2008 г., сыворотка получена 02.10.2008 г., титр анти-
тел в реакции непрямой гемагглютинации (РНГА) 1:2560; 
парные сыворотки больного К. с диагнозом «сибирская яз-
ва, кожная форма», контакт с источником – 01.09.2011 г.,  
дата заболевания – 05.09.2011 г., сыворотки получены 
09.09.2011 г. и 26.09.2011 г., титр антител в РНГА 1:40 и 1:640 
соответственно, а также сыворотки двух морских свинок, 
иммунизированных ПА и выживших после подкожного за-
ражения 2×104

 спор B. anthracis, которые получены на 21-е и 
35-е сутки после заражения, титр антител в РНГА 1:20 480 и 
1:81 920. 

В иммуноблоттинге сыворотки больных преимуществен-
но выявляли белки м.м. 90 кДа КФ токсинпродуцирующего 
варианта B. anthracis 575/122R01, сыворотки животных реа-
гировали с антигенами м.м. 90, 65, 39,2 кДа, что соответство-
вало м.м. компонентов протективного антигена. Определить 

антитела к белкам S-слоя м.м. 94 и 87 кДа бесплазмидно-
го штамма B. anthracis 575/122R00 в сыворотках больных 
людей не удалось; в сыворотках морских свинок антитела 
определялись в следовых количествах (рис. 3). Постановка 
точного диагноза сибирской язвы осложняется редкостью 
заболевания и неспецифичностью симптомов, быстрой эли-
минацией B. anthracis при ранней антибиотикотерапии. Ла-
бораторная диагностика основывается на обнаружении в 
клинических образцах возбудителя, детекции генов плазмид 
вирулентности, антител в сыворотках больных и реконвалес-
центов; рутинные методы иммунофлуоресценции и иммуно-
гистохимии недостаточно разработаны. Использование ПА в 
качестве биомаркера сибиреязвенной инфекции связано с его 
наличием в значительном количестве в крови инфицирован-
ных животных. ОФ и ЛФ могут быть обнаружены только на 
более поздних стадиях инфекции. В связи с этим серокон-
версия в ответ на различные компоненты токсина может слу-
жить только ретроспективным подтверждением заболевания. 
Кроме ПА, ОФ и ЛФ, в крови инфицированных животных 
были обнаружены уникальные высокоспецифичные белки: 
протеаза HtrA (BA3660), эндопептидаза NlpC/Р60 (BA1952) 
и белок с неизвестной функцией (BA0796) [16, 17]. Доказа-
но присутствие антигенов S-слоя в вегетативных клетках и 
спорах B. anthracis, а антител к ним – в сыворотках имму-
низированных и зараженных животных, вакцинированных и 
больных людей [3, 4, 6–10].

В предыдущих работах белки ПА, выделенные гель-
хроматографией, были успешно использованы нами в РНГА 
и твердофазном иммуноферментном анализе (ТИФМ) [18]. 
В данной работе белки м.м. 90 кДа, выделенные препара-
тивным электрофорезом, выявлялись в иммуноблоттинге 
сыворотками зараженных животных и больных людей, что 
подтверждает первостепенное значение ПА для диагностики 
сибирской язвы [19, 20]. 

Заключение. Таким образом, в препаративном электро-
форезе накоплены белки токсина и S-слоя B. anthracis. Им-
муноглобулины моноспецифических сывороток к белкам 
S-слоя м.м. 94 кДа бесплазмидного варианта B. anthracis 
575/122R00, меченные ФИТЦ, пригодны для идентификации 
и индикации вегетативных клеток и спор B. anthracis. Бел-
ки м.м. 90 кДа токсинпродуцирующего штамма B. anthracis 
575/122R01, выделенные электрофорезом, являются анти-
генами с первостепенным значением для диагностики забо-
левания, а сыворотки к ним видоспецифичны и могут быть 
использованы для определения продукции белков токсина в 
РИДРК. 
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