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ИЗУЧЕНИЕ ПРОТЕКТИВНОЙ АКТИВНОСТИ БЕЛОКСОДЕРЖАЩЕГО КОМПЛЕКСА АНТИ-
ГЕНОВ STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE В ГОМОЛОГИЧНОЙ СИСТЕМЕ

НИИ вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова, Москва 

Цель. Исследование протективной активности белоксодержащего комплекса антигенов 
S. pneumoniae, полученного из штамма Т3№3 против заражения гомологичным штаммом 
пневмококка. Материалы и методы. В работе использован штамм S. pneumoniae Т3№3 
(серотип 3), полученный из коллекции штаммов пневмококка НИИВС им. И.И. 
Мечникова. Белоксодержащий комплекс антигенов S. pneumoniae выделяли путем осаж-
дения двукратным объемом ацетона надосадочной фракции культуральной среды, в 
которой выращивали пневмококк. Молекулярную массу белков, входящих в состав ком-
плекса антигенов S. pneumoniae, определяли с помощью SDS-электрофореза в полиа-
криламидном геле. Протективную активность белоксодержащего комплекса антигенов 
S. pneumoniae изучали в опытах активной защиты мышей линии BALB/c. Активность 
иммунных мышиных сывороток, полученных к цельноклеточной культуре пневмококка 
(штамм Т3№3), определяли in vitro с помощью твердофазного непрямого ИФА. 
Результаты. Полученные результаты свидетельствуют, что выделенный белоксодержащий 
комплекс антигенов S. pneumoniae из штамма Т3№3 эффективно защищает мышей от 
последующего заражения гомологичным штаммом S. pneumoniae. С помощью ИФА 
установлено, что белоксодержащий комплекс антигенов S. pneumoniae, сорбированный 
на твердой фазе в дозе 5 мкг/мл, взаимодействует с гомологичной иммунной сывороткой 
мышей. Заключение. Результаты проведенных экспериментов позволяют перейти к изуче-
нию перекрестной активности белоксодержащего комплекса антигенов S. pneumoniae, 
выделенного из штамма Т3№3. 
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Aim. Study protective activity of S. pneumoniae protein-containing antigen complex obtained 
from T3No.3 strain against infection by homologous pneumococcus strain. Materials and methods. 
S. pneumoniae T3No.3 (serotype 3) strain obtained from collection of pneumococcus strains of 
Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera was used in the study. S. pneumoniae protein-
containing antigen complex was isolated by precipitation by 2 volumes of acetone of supernatant 
fraction of cultural medium used for pneumococcus cultivation. Molecular mass of proteins con-
tained in S. pneumoniae antigen complex was determined by SDS electrophoresis in polyacrylamide 
gel. Protective activity of S. pneumoniae protein-containing antigen complex was studied in BALB/c 
line mice active protection experiments. Activity of mice immune sera obtained against whole-cell 
pneumococcus culture (T3No.3 strain) was determined in vitro by solid phase indirect EIA. Results. 
The data obtained give evidence that the isolated protein-containing antigen complex 
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В В Е Д Е Н И Е

Заболевания, вызываемые S. pneumo-

niae, являются актуальной медико-соци-

альной проблемой для всего мира. По 

данным ВОЗ ежегодно от пневмококко-

вой инфекции погибают более 1 млн че-

ловек, причем 50% их них составляют 

дети в возрасте до 5 лет [1]. Для профи-

лактики пневмококковых инфекций су-

ществуют зарубежные вакцины: полиса-

харидная «Пневмо-23» («Sanofi Pasteur», 

Франция) и конъюгированные с реком-

бинантным белком CRM197 дифтерийно-

го анатоксина — «Превенар-7», «Пре-

венар-13» («Wyeth», США) и «Син -

флорикс» («Glaxo-SmithKline», Бельгия), 

которые позволяют создать защиту про-

тив большинства актуальных серотипов 

пневмококка [8]. Стоит заметить, что 

«Пневмо-23» не эффективна у детей 

младше 2 лет, так как она не вызывает 

Т-зависимого иммунного ответа, а также 

недостаточно эффективна у пожилых 

людей старше 65 лет с высоким риском 

развития пневмококковых заболеваний 

[17]. Конъюгированные пневмококковые 

вакцины способны защищать детей пер-

вых 5 лет жизни, так как белок-носитель 

вызывает формирование Т-клеточного 

ответа к конъюгированным полисахари-

дам [15, 17, 18]. Однако данный белок 

CRM197 дифтерийного анатоксина не 

усиливает специфический ответ к пнев-

мококку и не влияет на профилактику 

дифтерии. В связи с этим, актуальным 

представляется определение защитной 

роли белков пневмококка, так как по-

следние обладают внутривидовой пере-

крестной активностью и, соответственно, 

могут быть использованы в вакцине про-

тив пневмококковой инфекции для уси-

ления специфического иммунного ответа 

[3, 4, 10]. Кроме того, представляет не 

меньший интерес изучение активности 

естественного комплекса белков и по-

лисахаридного антигена S. pneumoniae. 

Целью работы явилось исследование 

протективной активности белоксодержа-

щего комплекса антигенов S. pneumoniae, 

полученного из штамма Т3№3 (серотип 

3) против заражения гомологичным 

штаммом пневмококка. 

М А Т Е Р И А Л Ы  И  М Е Т О Д Ы

Настоящая работа проведена со штам-

мом S. pneumoniae Т3№3 (серотип 3), 

обладающим высокой вирулентностью. 

Исследование выполнено в эксперимен-

те in vitro и in vivo. 

Штамм S. pneumoniae Т3№3 получен 

из коллекции штаммов пневмококка 

НИИВС им. И.И.Мечникова. Культуру 

S. pneumoniae выращивали в сердечно-

мозговом бульоне в течение 16 — 18 ч при 

температуре 37°C и 5% содержании угле-

кислого газа в СО2-инкубаторе. 

Белоксодержащий комплекс антиге-

нов S. pneumoniae выделяли путем осаж-

дения двукратным объемом ацетона на-

досадочной фракции культуральной 

среды, в которой выращивали пневмо-

кокк. По химическому составу препарат 

содержал 8,0% белка, 6,0% углеводов и 

3,9% нуклеиновых кислот. 

Протективную активность получен-

ного белоксодержащего комплекса анти-

генов S. pneumoniae определяли в опытах 

активной защиты мышей. Опыты прово-

дили на мышах линии BALB/c (самцы и 

самки) массой 14 — 16 г, полученные из 

Научного центра биомедицинских техно-

логий (филиал «Андреевка»). 

Мышам вводили внутрибрюшинно 

белоксодержащий комплекс антигенов S. 

pneumoniae двукратно в дозах 10 и 100 

мкг/мышь или этот же комплекс анти-

генов S. pneumoniae в вышеназванных 

дозах, сорбированный на гидрооксиде 

алюминия, с интервалом 14 дней. Через 

from S. pneumoniae T3No.3 strain effectively protects mice from consequent infection by a ho-
mologous S. pneumoniae strain. S. pneumoniae protein-containing antigen complex sorbed on 
solid phase at 5 μg dose was established by using EIA to interact with homologous mice immune 
sera. Conclusion. The results of the carried out studies allow to move to studies of cross-activity of 
S. pneumoniae protein-containing antigen complex isolated from T3No.3 strain.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2013, No. 1, P. 21—26
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2 недели после повторного введения бе-

локсодержащего комплекса мышей за-

ражали внутрибрюшинно штаммом S. 

pneumoniae Т3№3 в дозе 105 м.к. в 0,5 мл 

0,9% раствора NaCl. В качестве контроля 

служили интактные мыши или мыши, 

получавшие только гидрооксид алюми-

ния. Наблюдение за животными прово-

дили в течение 21 дня. 

Для характеристики электрофорети-

ческой подвижности и определения моле-

кулярной массы белковых компонентов 

комплекса антигенов S. pneumoniae ис-

пользовали вертикальный SDS-электро-

форез в ПААГ [11]. Электрофорез выпол-

няли по общепринятому протоколу с 

использованием стандартного набора 

оборудования, выпускаемого фирмой 

Bio-Rad Laboratories Ltd., PowerPac™ 

Universal 100-120/220-240V, Protean II xi 

2-D Cell/Protean II xi Slab Cell. Электро-

форез комплекса антигенов S. pneumo-

niae проводили в 15% ПААГ. Для исследо-

вания использовали растворы белоксо -

держащего комплекса антигенов пневмо -

кокка и антигенов среды (для контроля), 

которую использовали для выращивания 

пневмококка, в концентрации 40 мг/мл. 

Перед нанесением в лунки пластины 

анализируемые образцы смешивали с 

лизирующим буфером (10 мл электро-

дного буфера, 0,5 г SDS, 0,5 мл меркап-

тоэтанола, 100 мкл 1% бромфенолового 

синего) для разведения образцов в соот-

ношении 1:1, а калибраторы молекуляр-

ных масс — в соотношении 1:7, и все 

пробы кипятили в течение 5 мин для деми-

целлирования. Объем образца, вносимого 

в лунку, составлял 60 мкл. Электрофорез 

проводили в трис-глициновом буферном 

растворе (pH=8,3) при 20 мА до вхожде-

ния образцов в разделяющий гель, а затем 

— при 40 мА. Опыт прекращали при под-

ходе зоны красителя к нижнему краю 

геля. При исследовании белоксодержа-

щего комплекса антигенов S. pneumoniae 

по завершении электрофореза проводили 

следующие операции: фиксацию 15% 

раствором ТХУ (15 г ТХУ, 425 мл дистил-

лированной воды) — в течение 2 ч; окра-

шивание реактивом Coomassie R-250 (2 г 

Coomassie Brilliant Blue R-250, 200 мл 96% 

этанола, 200 мл дистиллированной воды) 

— в течение 40 — 45 мин; отмывку (200 мл 

ледяной уксусной кислоты, 700 мл 96% 

этанола, 1100 мл дистиллированной 

воды). 

Для получения иммунных сывороток 

к цельноклеточной культуре пневмокок-

ка мышам вводили живую культуру S. 

pneumoniae (штамм Т3№3) пятикратно 

внутрибрюшинно с интервалом 14 дней в 

дозах 102, 103, 104, 105 и 106 м.к./0,5 мл. 

Через 2 недели после последней иммуни-

зации у животных тотально забирали 

кровь. Активность полученных сыворо-

ток проверяли in vitro с помощью метода 

твердофазного непрямого ИФА, сыво-

ротки титровали до разведения 1:6400 

[9]. 

Результаты оценивали по выживаемо-

сти мышей, которую определяли в тече-

ние заданного срока по [5]. В каждой 

группе было 10 мышей. Достоверность 

разницы между выживаемостью живот-

ных опытной и контрольной групп опре-

деляли с помощью расчета критерия 

значимости в соответствии с [5]. 

Р Е З У Л ЬТ А Т Ы

В электрофорезе (рис.) в полиакрила-

мидном геле с помощью белкового кра-

сителя Кумасси R-250 определяли моле-

кулярную массу белков, входящих в 

состав полученного комплекса антигенов 

S. pneumoniae (штамм Т3№3). В резуль-

тате выявили, что в состав исследуемого 

комплекса входят белоксодержащие ан-

тигены с молекулярной массой 72, 52, 45 

и 32 кДа.

С помощью ИФА in vitro показано, 

что нативный белоксодержащий ком-

плекс антигенов S. pneumoniae, получен-

ный из штамма Т3№3, сорбированный на 

твердой фазе в дозе 5 мкг/мл, взаимодей-

ствует с гомологичной иммунной сыво-

роткой мышей. Разница оптической 

плотности (ΔОП450) между иммунной 

(ОП450=0,845) и неиммунной (ОП450=0,38) 

сыворотками составила 0,465 (р<0,05). 

В первой серии экспериментов in vivo 

была изучена протективная активность 

белоксодержащего комплекса антигенов 

S. pneumoniae, полученного из штамма 

Т3№3. В табл. приведены результаты 

опытов, в которых исследовали рези-
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стентность мышей к заражению гомоло-

гичным штаммом пневмококка после 

двукратного введения белоксодержащего 

комплекса антигенов S. pneumoniae или 

этого же комплекса антигенов S. pneumo-

niae, сорбированного на гидроксиде 

алюминия в дозах 10 и 100 мкг/мышь, а 

также самого гидроксида алюминия. В 1 

опыте двукратное введение белоксодер-

жащего комплекса антигенов S. pneumo-

niae или этого же комплекса антигенов S. 

pneumoniae, сорбированного на гидроок-

сиде алюминия, в вышеперечисленных 

дозах обеспечивало защиту животных на 

уровне 80, 90 и 100% соответственно 

(р<0,05) от последующего заражения 8 

LD50 S. pneumoniae по сравнению с кон-

тролем. Введение одного гидроксида 

алюминия не вызывало формирование 

защиты от пневмококковой инфекции. 

Во 2 опыте двукратное введение белоксо-

держащего комплекса антигенов S. pneu-

moniae защищало экспериментальных 

животных от последующего заражения 25 

LD50 гомологичного штамма S. pneumo-

niae при использовании дозы 10 мкг/

мышь, но не 100 мкг/мышь (50% выжив-

ших животных против 10% в контроле, 

р<0,05), в то время как введение белоксо-

держащего комплекса антигенов S. pneu-

moniae, сорбированного на гидроксиде 

алюминия, обеспечивало защиту мышей 

как в дозе 10 мкг/мышь, так и в дозе 100 

мкг/мышь (80 и 90% выживших живот-

ных соответственно, р<0,05) по сравне-

нию с контролем.

О Б С У Ж Д Е Н И Е 

С учетом динамики появления ком-

мерческих конъюгированных пневмокок-

ковых вакцин можно предположить, что 

вряд ли они будут длительное время оста-

ваться эффективными, поскольку эпиде-

миологический процесс пневмококковой 

инфекции характеризуется постоянной 

сменой этиологически значимых сероти-

пов [16]. По данным отечественных авто-

ров, лидирующие штаммы пневмококка, 

вызывающие клинически значимые за-

болевания, претерпели некоторые изме-

нения. Так, в настоящее время в число 

лидеров входят серотипы 6A/B, 19F, 23F, 

15B/C, 10A, в то время как в 90-х годах ХХ 

века доминирующими серотипами явля-

лись 2, 3 и 6 [2, 6, 7]. В зарубежной лите-

ратуре на протяжении последних 10 — 15 

лет активно обсуждается вопрос разра-

ботки вакцины на основе протективных 

белков пневмококка, поскольку послед-

ние обладают внутривидовой перекрест-

ной активностью. Из целого ряда извест-

ных пневмококковых белков можно 

отметить несколько ключевых, на кото-

рых заострено внимание большинства 

исследователей. Это, прежде всего, пнев-

мококковые поверхностные белки А и С 

(PspA и PspC), пневмококковый поверх-

ностный антиген А (PsaA) и пневмолизин 

(Ply). В эксперименте продемонстриро-

вано, что перечисленные белки способны 

защищать мышей от пневмококковой 

инфекции [12 — 14]. Более того, учитывая 

капсульную специфичность S. pneumo-

niae, можно предположить, что природ-

ный комплекс белков пневмококка вме-

сте с несколькими капсульными поли -

сахаридами (обладающими также час -

тичной перекрестной активностью между 

SDS-электрофорез в 15% ПААГ белоксодержа-
щего комплекса антигенов S. pneumoniae Т3№3 
(2) и антигенов, полученных из среды, которую 
использовали для выращивания пневмококка (1); 
3 — маркер молекулярного веса.
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собой) будет способен создавать эффек-

тивную защиту как против гомологич-

ного, так и гетерологичного заражения 

S. pneumoniae. Однако на сегодняшний 

день в мире не зарегистрировано ни 

одной коммерческой вакцины на основе 

белков и капсульных полисахаридов 

пневмококка. 

Представленные данные являются 

первоначальным этапом работы по изу-

чению протективных свойств белков 

пневмококка и свидетельствуют, что вы-

деленный белоксодержащий комплекс 

антигенов S. pneumoniae из штамма Т3№3 

эффективно защищает мышей от после-

дующего заражения гомологичным штам-

мом S. pneumoniae. Установлено, чем 

выше применяемая летальная доза живой 

культуры, тем большее адъювантное зна-

чение для усиления иммунного ответа 

имеет гидроксид алюминия. Учитывая 

химический состав полученного ком-

плекса и данные электрофореза, можно 

предположить, что выявленная защита 

формируется как за счет белкового, так и 

за счет полисахаридного компонента, 

иными словами, за счет естественного 

белково-полисахаридного комплекса 

(возможно, гликопротеина). 

Полученные факты открывают пер-

спективу дальнейшего изучения пере-

крестной активности вышеназванного 

белоксодержащего комплекса антигенов 

S. pneumoniae, полученного из штамма 

Т3№3 или аналогичных белоксодержа-

щих комплексов пневмококка, выделен-

ных из других штаммов S. pneumoniae. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

Брико Н.И. Распространенность и воз-1. 
можности профилактики пневмококко-
вых инфекций в мире и в России. Вак-
цинация. 2009, 2 (58): 5-7. 
Вишнякова Л.А., Резцова Ю.В., Сологуб 2. 
Т.С. и др. Этиология острой пневмонии 
на фоне гриппа и других острых респи-
раторных вирусных инфекций. Журн. 
микробиол. 1986, 8: 5-10.
Воробьев Д.С., Семенова И.Б. Пневмо-3. 
кокковый поверхностный белок А и 
новые подходы к разработке пневмокок-
ковых вакцин. Журн. микробиол. 2011, 
6: 107-113.
Воробьев Д.С., Семенова И.Б., Курба-4. 
това Е.А. Белки Streptococcus pneumo-
niae: перспективы создания вакцины 
против пневмококковой инфекции. 
Журн. микробиол. 2010, 6: 98-104.
Гланц С.А. Медико-биологическая ста-5. 
тистика. М., Практика. 1999. 
Гречуха Т.А. Обоснование, эффектив-6. 
ность и безопасность вакцинации против 
пневмококковой инфекции детей с за-
болеваниями почек. Автореф. дисс. канд. 
мед. наук. М., 2011. 
Миронов К.О., Платонов А.Е., Козлов 7. 
Р.С. Идентификация и серотипирование 
российских штаммов Streptococcus pneu-
moniae с применением методик, осно-
ванных на ПЦР. Клин. микробиол. анти-
микроб. химиотер. 2011, 4 (13): 304-312.

Выживаемость мышей при внутрибрюшинном введении белоксодержащего комплекса антигенов S. pneumoniae 
Т3№3 против заражения гомологичным штаммом S.pneumoniae

№ 
опыта

№ 
группы

Название препарата 
для иммунизации

Доза, 
мкг/мышь

Заражающая доза 
S.pneumoniae 

в LD50

Выживаемость 
на 21 сутки

Критерий 
значимости, 

Z

1 (самки) 1

2

Белоксодержащий комплекс 

антигенов S. pneumoniae

10

100

8

—//—

9/10

8/10

3,54

3,17

3

4

Белоксодержащий комплекс 

антигенов S. pneumoniae + 

Al(OH)3

10+200 Al(OH)3

100+500 

Al(OH)3

—//—

—//—

10/10

10/10

3,9

3,9

5 Al(OH)3 200 —//— 1/10 0,27

6 Al(OH)3 500 —//— 1/10 0,3

7 Контроль (интактные мыши) — —//— 1/10 —

2 (самцы) 1

2

Белоксодержащий комплекс 

антигенов S. pneumoniae

10

100

25

—//—

5/10

1/10

2,2

0,97

3

4

Белоксодержащий комплекс 

антигенов S. pneumoniae + 

Al(OH)3

10+200 Al(OH)3

100 + 500 

Al(OH)3

—//—

—//—

9/10

8/10

3,4

3,08

5 Al(OH)3 200 —//— 0/6 0,41

6 Al(OH)3 500 —//— 0/6 0,41

7 Контроль (интактные мыши) — —//— 1/10 –
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ВЛИЯНИЕ ШТАММА-ПРОДУЦЕНТА И СРЕДЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ НА ПЕРЕКРЕСТНУЮ 
АНТИГЕННУЮ АКТИВНОСТЬ ВОДОРАСТВОРИМЫХ АНТИГЕНОВ STREPTOCOCCUS PNEU-
MONIAE 

НИИ вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова, Москва

Цель. Получение водорастворимых белоксодержащих антигенов из разных штаммов 
S.pneumoniae при культивировании на полноценной и полусинтетической питательных 
средах, а также выбор штаммов с перекрестной антигенной активностью. Материалы и 
методы. Для получения водорастворимых антигенов штаммы S.pneunoniae серотипов 3, 
6А, 6В, 14, 10А, 18А, 19А, 19F, 23F культивировали на сердечно-мозговом бульоне и по-
лусинтетической среде с добавлением аминопетида в течение 24 ч при 37°C. Антигены 
получали методом 3-кратной водной экстракции из высушенных ацетоном микробных 
клеток. Исследовали химический состав препаратов, электрофоретическую подвижность 
белоксодержащих компонентов препаратов и перекрестную антигенную активность в 
реакции иммунодиффузии в геле при использовании гипериммунных кроличьих сыво-
роток. Результаты. При исследовании 10 штаммов пневмококка различных серотипов 
выбран метод инактивации микробных клеток ацетоном, позволяющий получить пре-
параты с высоким содержанием белка (25,5 — 53,1)%. Электрофоретическое разделение 
препаратов выявило различия в препаратах, полученных из разных штаммов пневмокок-
ка, в расположении мажорных белковых полос в диапазоне от 8 до 95 кДа. Выбран наи-
более вирулентый и иммуногенный штамм S.pneumoniae, который при культивировании 
на полусинтетической среде характеризовался внутривидовой перекрестной антигенной 


