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Список сокращений и условных обозначений 

 

LB-среда – бульон Луриа-Бертани (по Миллеру) 

ЕАА-тест – Endotoxin Activity Assay Test 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ЛАЛ-тест – Limulus Amebocyte Lysate Test 

ЛПС – липополисахариды 

МАЧ-Endotox – метод активированных частиц Endotox 

О-ПС – О-полисахаридная цепь 

ПААГ – полиакриламидный гель 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования. На сегодняшний день достаточно 

подробно изучена структура липополисахаридов (ЛПС) 

грамотрицательных бактерий. В достаточном количестве исследований 

[6,17,18,42] раскрыто строение бактериального эндотоксина, основными 

структурными компонентами которого являются О-антиген, 

предопределяющий видовые и серологические особенности 

микроорганизма, олигосахаридное ядро, являющееся 

высокомолекулярным соединением с характерной консервативной 

структурой, и бифосфорилированный липид (липид A), являющийся 

наиболее консервативной частью молекулы ЛПС, которая выполняет 

основную роль в развитии токсического эффекта [9,41,42]. Для ЛПС 

грамнегативной микрофлоры описан целый ряд биологических эффектов 

на макроорганизм, среди которых присутствуют как положительные, так и 

отрицательные факторы.  

ЛПС как неизменные структурные компоненты клеточной стенки 

грамотрицательных бактерий, биологические эффекты которых 

реализуются в результате лизиса бактериальных клеток, известны как 

индукторы системных воспалительных реакций [43,44]. Иммунотропные 

препараты микробного происхождения, получаемые на основе ЛПС 

грамотрицательных бактерий, называемые сейчас также 

иммуномодуляторами, получили в последнее время достаточно широкую 

популярность. Эти препараты обладают преимущественно 

десенсибилизирующим и противовоспалительным действием, повышают 

как общую, так и специфическую резистентность макроорганизма, а также 

воздействуют на работу клеточного и гуморального иммунитета [3,11]. 

В связи с этим вопрос совершенствования методик получения 

фракций ЛПС в достаточном количестве весьма актуален и решение его 

необходимо в первую очередь для изучения ЛПС-обусловленных 
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биологических эффектов, а также для разработки новых подходов к 

иммунотерапии. 

Цель исследования. Подбор оптимальных условий выделения ЛПС 

из культур грамотрицательных бактерий с максимально возможным 

выходом бактериальных ЛПС. 

Задачи исследования 

1. Сбор и анализ информации о биологических эффектах ЛПС и 

перспективах их практического применения в медицине и биологии. 

2. Формирование коллекции культур для дальнейшего 

использования в качестве потенциальных суперпродуцентов ЛПС. 

3. Выбор метода, обеспечивающего наибольший выход ЛПС. 

4. Сравнительная оценка содержания ЛПС в клеточных стенках у 

бактерий разных видов.  

5. Оценка влияния изменений условий культивирования на выход 

ЛПС из культур бактерий Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus. 

Практическая значимость. 

Разработан высокоэффективный и высокопроизводительный метод 

получения чистого препарата ЛПС из клеточной стенки Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus, 

освобожденного от большей части контаминирующих 

высокомолекулярных органических соединений. 

Отобраны штаммы-кандидаты для препаративного выделения ЛПС. 

На основании полученных экспериментальных данных определены 

оптимальные условия культивирования штаммов-суперпродуцентов для 

препаративного выделения ЛПС. 

Область применения результатов исследования. 

Предложенный способ препаративного выделения ЛПС из клеточной 

стенки бактерий в перспективе может быть использован для получения 

субстанций ЛПС и/или его фракций на биотехнологических и 
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фармацевтических предприятиях для производства иммуномодулирующих 

препаратов.  
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Липополисахариды грамотрицательных бактерий: 

молекулярная структура, химическая природа, токсичность 

 

Детальное изучение молекулярной структуры, биологической 

активности и антигенных свойств ЛПС началось в первой половине XX 

века. Первыми работами в данной области стали труды немецкого 

бактериолога и иммунолога R. Pfeiffer, который исследовал механизмы 

патогенеза холеры на морских свинках с использованием холерного 

вибриона Vibrio cholerae. В ходе своих экспериментов он не обнаружил 

наличия типичного экзотоксина, который был описан у других 

микроорганизмов, однако им была выделена термостабильная субстанция, 

которая при введении животным вызывала шок. Поскольку данная 

субстанция могла быть получена только путем лизиса бактерий, в 

противовес уже тогда известным экзотоксинам R. Pfeiffer стал обозначать 

ее как «эндотоксин» [59]. Именно благодаря относительной простоте 

получения эндотоксина данный компонент лизата грамотрицательных 

бактерий оказался изучен значительно лучше, чем бактериальные 

экзотоксины. 

Биохимическая формула эндотоксина была расшифрована в 1952 г. 

группой ученых O. Westphal и O. Luderitz, которые также приравняли 

между собой понятия «эндотоксин» и «липополисахарид» (ЛПС).  

ЛПС представляет собой комплекс с молекулярной массой от 2 до 20 

kDa и состоит из нескольких компонентов (рисунок 1): 

1. О-антиген - последовательность повторяющихся полисахаридных 

цепей, предопределяющих видовые и серологические 

особенности микроорганизма, 

2. олигосахаридное ядро - высокомолекулярное соединение с 

характерной консервативной структурой, включающее 
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компоненты различных по химической природе внешней (D-

глюкоза, D-галактоза, N-ацетил-глюкозамин) и внутренней (B-

глицеро-О-манно-гептоза, 2-кето-З-дезокси-B-манно-

октулозоновая кислота) части ядра, 

3. бифосфорилированный липид (липид A) – наиболее 

консервативная часть молекулы ЛПС, выполняющая основную 

роль в развитии токсического эффекта [39,40,65]. 

 

 

Рисунок 1 - Молекулярная модель внутренней и внешней мембран 

Escherichia. coli BW25113 [20]. 

 

Токсичность ЛПС определяется непосредственно наличием О-

антигена и липида А. О-антиген представляет собой линейный или 

разветвленный гетерополисахарид, построенный из повторяющихся 20-40 
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олигосахаридов. Компонентами цепи могут быть также моносахариды 

неуглеводной природы [10,15]. Строение О-цепей предопределяет 

гетерогенность конкретного полисахарида и основные свойства ЛПС. 

Липид A, в свою очередь, обладает максимальной токсичностью для 

клеток человека, являясь ответственным звеном в развитии целого ряда 

патофизиологических процессов в организме хозяина [45,76], и 

представляет собой фосфорилированный дисахарид, который построен из 

двух остатков глюкозамина, несущих остатки высших жирных кислот и 

соединенных между собой по гидроксильным группам и аминогруппам. 

Наличие этих остатков, а точнее их расположение и ориентация 

перпендикулярно внешней мембране, способствует формированию 

упорядоченного компактного наружного слоя, который непроницаем для 

гидрофобных молекул (например, антибиотиков) [23]. Помимо этого, в 

ряде исследований [4,47] для липида А была описана адъювантная и 

митогенная активность, а также участие в активации фагоцитоза путем 

активации комплемента и макрофагов. 

Олигосахаридное ядро (core) как относительно стабильная часть 

ЛПС представлено большим олигосахаридом, состоящим примерно из 10-

12 кислых или нейтральных моносахаридных остатков. Благодаря 

особенностям строения молекулы ЛПС core задействован в формировании 

биологически активной конформации липида А, за счет чего становится 

возможным проявление всех биологических эффектов данного компонента 

ЛПС [23,38]. Присутствие как в core, так и в липиде А отрицательно 

заряженных групп позволяет ЛПС связывать на поверхности мембраны 

катионы двухвалентных металлов, которые также задействованы в 

сохранении еѐ целостности [8]. 

Стоит заметить, что у разных видов микроорганизмов (или штаммов 

одного вида микроорганизма) длина цепи О-антигена варьирует в 

достаточно широких пределах. Например, ЛПС видов Salmonella 

typhirnurium и Salmonella minnesota содержат группы О-
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антигенсодержащих молекул с полисахаридными цепями, имеющими по 

данным гель-электрофореза 70, 15-25 и 1 повторяющееся звено. Для вида 

Salmonella abortus equi характерно наличие двух таких популяций с О-

антигеном, который построен из 25-45 и 1-8 повторяющихся звеньев [61].  

Аналогично варьирует от одного вида к другому (от штамма к 

штамму) содержание молекул S-формы, для которой свойственно наличие 

длинных и коротких цепей, а также доля молекул, в которых core замещен 

полисахаридной цепью. Например, у энтеробактерий доля S-формы ЛПС 

составляет примерно 80%, в то время как Рseudomonas aeruginosa она 

достигает не более 15% [10].  

В зависимости от наличия или отсутствия отдельных компонентов в 

молекуле ЛПС выделяют [21,37,54]: 

1. S-ЛПС - характерно наличие в структуре ЛПС липида А, 

полисахарида, включающего О-антиген, и центрального олигосахарида 

(core), 

2. R-ЛПС - характерно наличие в структуре ЛПС липида А и 

центрального олигосахарида (кора), О-антиген - отсутствует, 

3. Re-ЛПС - характерно наличие в структуре ЛПС липида А (в 

структуре содержится 1-2 остаток 2-кето-3-дезоксиоктоновой кислоты), 

полисахарида, включающего О-антиген, и центрального олигосахарида 

(core), 

4. Ra-ЛПС, Rd1-ЛПС, Rb1-ЛПС, Rc-ЛПС - характерно наличие в 

структуре ЛПС липида А, полисахарида, включающего О-антиген, и 

центрального олигосахарида (core) с характерными нарушениями в 

строении олигосахаридов внутренней и внешней ядерной частей. 

 

Все структурно-функциональные части молекулы ЛПС (О-антиген, 

олигосахаридное ядро (core) и липид A) содержат в своем составе 

антигенные детерминанты, против которых направлена специфичная 

иммунная реакция в ответ на действие определенного антигена, присущего 
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тому или иному микроорганизму. Согласно данным, представленным в 

работах группы исследователей [20,57], центральный олигосахарид и О-

антиген содержат в своем составе специфические антигенные 

детерминанты, которые узнаваемы бактериофагами. Подобное различие 

между видами (или штаммами) может быть положено в основу 

внутривидовой классификаций микроорганизмов – фаготипирования. 

Как уже было выше сказано, гетерогенность и серологическая 

специфичность ЛПС обусловлена, главным образом, структурой О-

полисахаридной цепи и в соответствии с этим выделяют: 

1. S-формы бактерий – содержатся молекулы с различной длиной 

полисахаридной цепи (в среднем до 50 единиц),  

2. R-формы бактерий – содержатся молекулы ЛПС, лишенные 

полисахаридных цепей, 

3. SR-формы бактерий - содержатся молекулы ЛПС, О-антиген 

которых представлен одним повторяющимся звеном. 

 

Гетерогенность ЛПС может быть наглядно продемонстрирована с 

помощью электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) в присутствии, 

например, додецилсульфата натрия. Фракционирование и специфическое 

окрашивание ПААГ серебром позволяет получить характерную картину 

«лесенки», характеризующейся серией полос с различной интенсивностью 

окраски. Нижняя часть электрофореграммы - подвижные молекулы ЛПС, 

содержащие только комплекс «олигосахаридный core + липид А» (R-

форма ЛПС), средняя часть – ЛПС, содержащие короткие О-

полисахаридные цепи (SR- и S-формы) и верхняя часть (наиболее низкая 

степень подвижности молекул ЛПС) - ЛПС, содержащие длинные О-

полисахаридные цепи [7,14]. 

Поскольку относительное содержание молекул S-формы и длина 

цепи О-антигена напрямую влияют на протективную и серологическую 

активность ЛПС, осуществление контроля гетерогенности препаратов 
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ЛПС является важным этапом при подборе наиболее оптимальной 

методики экстракции ЛПС [25]. Например, при выделении ЛПС из 

бактериальной биомассы S-штаммов по методу O. Westphal с 

использованием водного фенола выделяются ЛПС преимущественно с 

длинными О-антигенными цепями. В то время как использование методов, 

связанных с использованием ЭДТА, дает препараты с высоким 

содержанием молекул с короткими полисахаридными цепями [57]. Для 

получения молекул ЛПС у R-штаммов, лишенных цепей О-антигена, 

используют метод Galanos C. С использованием смеси веществ фенол - 

хлороформ - петролейный эфир. 

 

1.2. Биологические эффекты бактериальных липополисахаридов 

 

Основным физиологическим источником ЛПС в организме человека 

является микрофлора кишечника, кожных покровов, слизистых оболочек 

дыхательных путей, а также полости рта. Кишечник является основным 

«физиологическим» резервуаром ЛПС и оказывает непосредственное 

влияние на процесс формирования врожденного «эндотоксинового 

иммунитета». Известно, что концентрация эндотоксина в крови варьирует 

от 0 до 1,0 EU/ml, причем поступление в кровь преимущественно дробное, 

а элиминация опосредована системой макрофагов печени [47, 48].  

Взаимодействие эндотоксина с клетками-мишенями обеспечивается 

благодаря вырабатываемому гепатоцитами ЛПС-связывающему протеину 

(LBP), который содержится в крови в микроколичествах – в нормальных 

условиях не более 10 мкг/мл-1. Протеин LBP наряду с рецепторными 

молекулами CD14 и TLR4/MD-2 участвует в процессе рецепторного пути 

распознавания бактериального ЛПС. Известно, что указанные звенья 

повсеместно экспрессируются на лимфоцитах, моноцитах, макрофагах, 

эндотелиальных и эпителиальных клетках [4,47]. 
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Попадание в системный кровоток молекул ЛПС сопровождается 

протеканием следующих реакций: 

1. выработка биологически активных молекул различной природы 

(фактор активации тромбоцитов, простагландины, лейкотриены, 

интерлейкины, интерфероны и т.д.) в результате активации системы 

фагоцитов – макрофагов, лейкоцитов и др.; 

2. связывание молекул ЛПС с протеином, транспортирующим ЛПС 

на мембраны моноцитов и нейтрофилов, являющихся клетками-мишенями; 

3. передача ЛПС на CD 14, не имеющего, в свою очередь, 

эндоплазматического домена, и затем передача сигнала на комплекс 

TLR4/MD-2; 

4. активация целого ряда специфичных белков: TIR-содержащего 

адаптерного белка (TIRAP), фактора дифференцировки миелоидов MyD88, 

TIR-содержащей адаптерной молекулы (TRIF), а также TRIF-родственной 

адаптерной молекулы (TRAM); 

5. конечная активация ядерного фактора Каппаβ (NFκB) и 

интерферонрегулирующего фактора 3 (IFR3). 

 

Патогенные свойства ЛПС проявляются в зависимости от 

реактивности иммунной системы организма, а также индивидуальных 

предрасположенностей к тем или иным заболеваниям, и характеризуются 

наличием лихорадки, лейкоцитоза (или лейкопении) и аутоагрессии 

[11,34,73]. Факторами, предопределяющими результат воздействия ЛПС на 

организм, являются реактивность и иммунологическая толерантность 

организма, а также его аффинность к рецепторам ЛПС. Также немало 

важными факторами являются концентрация и длительность воздействия 

самого эндотоксина.  

К основным биологическим свойствам ЛПС, лежащим в основе 

патогенеза различных заболеваний, следует отнести пирогенность, 

токсичность, способность ЛПС активировать каскад реакций в 
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метаболизме жирных кислот и тем самым оказывать повреждающее 

действие на эндотелий сосудов, а также способствовать интенсивной 

выработке белков острой фазы. Очень часто результатом такого 

воздействия ЛПС на организм является интоксикации вторичными 

продуктами метаболизма внутренних органов и, как результат, 

формирование полиорганной недостаточности, возникающей на фоне 

нарушения проницаемости гематоинтестинального барьера, а также 

стимуляция системы фагоцитов и массового выброса медиаторов [36,63]. 

Характер и интенсивность клеточного ответа напрямую зависит от 

концентрации эндотоксина в крови индивидуума. Согласно последним 

литературным данным относительно низкие концентрации ЛПС 

способствуют деструктивным процессам в тканях органов, средние 

концентрации очень часто являются предикторами развития системного 

воспалительного ответа и лихорадки, а высокие концентрации ЛПС 

становятся причиной эндотоксинового шока. В литературных источниках 

[16,36], к примеру, указано, что концентрации ЛПС, достигающие 

значений 0,01 мкг/л, способствуют гибели клеток путем апоптоза, тогда 

как увеличенные до 1,0 мкг/л дозы ЛПС оказывают разрушительное 

действие на клетки, вызывая выраженные некротические изменения. 

Уже достаточно давно доказана иммуномодулирующая активность 

бактериальных ЛПС [12,48], которая заключается в непосредственном 

воздействии эндотоксинов на иммунную систему макроорганизма, 

выражающегося в активации ряда иммунологических факторов и выбросе 

медиаторов воспаления - хемокинов, цитокинов, эйкозамидов и др., 

выработка которых является неотъемлемым этапом в процессе развития 

патофизиологических изменений. 

Группой исследователей продемонстрирована 

иммуностимулирующая активность фракции ЛПС E. coli М17 на 

фагоцитарную и метаболическую активность нейтрофилов крови мышей с 

индуцированным иммунодефицитом [68]. Имеются сведения о влиянии 
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липолисахаридов, выделенных из культуры Sinorhizobium meliloti, на 

гемопоэз по типу иммуномодуляторов вследствие значимого повышения 

количества лимфоцитов при индуцированном иммунодефиците [68]. ЛПС 

грамотрицательных бактерий имеют важное медицинское значение, в том 

числе при сепсисе γ-интерферона (IFN-γ) и гранулоцито-макрофагально-

колониестимулирующего фактора (GM-CSF) [30]. Исследования по данной 

теме имеют ряд трудностей, связанных экспериментальным 

моделированием, однако использование отдельных фракций 

липополисахаридов, демонстрирующих сходную с цельными ЛПС 

грамотрицательных бактерий биологическую активность, но не 

являющихся токсичными, позволит их решить. 

Результатами ряда научных исследований [13,49,51] был 

продемонстрирован дозозависимый эффект бактериальных ЛПС на ряд 

клеток иммунной системы, в частности, стало известно, что макрофаги в 

ответ на действие эндотоксина становятся толерантными к его 

последующему воздействию и в дальнейшем проявляют сильно 

измененный ответ на эндотоксинемию. 

Иммунотропные препараты микробного происхождения, 

получаемые на основе ЛПС грамотрицательных бактерий, часто называют 

иммуномодуляторами, которые в свою очередь можно условно разделить 

на 3 поколения. Препараты, представляющие собой липополисахариды 

бактериального происхождения, относят преимущественно в группу 

препаратов I поколения (например, продигиозан - 

липополисахарид, выделенный из микроорганизма Bacillus prodigiosum; 

пирогенал – липополисахаридный комплекс, выделенный из клеток 

Salmonella typhi,). Эти препараты обладают десенсибилизирующим и 

противовоспалительным действием, повышают как общую, так и 

специфическую резистентность макроорганизма, воздействуют на 

работу клеточного и гуморального иммунитета, а также влияют на 

терморегулирующие центры гипоталамуса. В связи с вышесказанным 
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становится очевидным, что ЛПС является достаточно удобным 

инструментом для эффективной коррекции нарушений иммунных 

состояний человека, поскольку именно они участвуют в формировании 

специфического иммунного ответа хозяина в ответ на проникновение 

чужеродного агента. 

На сегодняшний день приобрели большую популярность препараты, 

содержащие ЛПС грамотрицательных бактерий, которые характеризуются 

достаточно обширным спектром положительных эффектов на организм. К 

примеру, помимо активной стимуляция иммунной защиты путем 

активации Toll-подобных рецепторов дендритных клеток, бактериальные 

ЛПС напрямую задействованы в процессах регенерации тканей, в том 

числе нервной и мышечной [5,50]. 

В эксперименте группы ученых [1] на крысах была 

продемонстрирована выраженная гепатопротективная активность ЛПС 

грамотрицательных бактерий, и также описан механизм действия 

подобных препаратов - пирогенала, сальмозана, продигиозана, лизоцима, 

пирексаля, пиромена и др. По полученным данным удалось убедиться в 

эффективности перечисленных выше лекарственных веществ, в частности 

был продемонстрирован гепатопротективный эффект продигиозана, 

маннана и лизоцима в результате постоянного введения животным. Среди 

этих препаратов лишь несколько нашли применение в клинической 

гепатологии - продигиозан и пирогенал, одним из главных преимуществ 

которых является инволюция цирроза печени. 

На сегодняшний день продигиозан чаще всего используется как 

ранозаживляющее средство, чуть реже как препарат для лечения вирусных 

гепатитов А и В. Положительные эффекты продигиозана при проведении 

терапии, следующие: 

1) улучшение общего состояния пациента; 

2) восстановление аппетита;  

3) уменьшение интоксикации; 
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4) укорочение продолжительности манифестной стадии 

заболевания. 

 

Использование пирогенала в лечении хронического гепатита и 

цирроза печени сопровождается: 

1) исчезновением слабости, утомляемости и диспептических 

явлений; 

2) улучшением эмоционального состояния пациентов; 

3) улучшением показателей пигментного обмена и 

холестеринообразующей функции печени; 

4) активизацией пероксидазной системы; 

5) усилением фагоцитоза; 

6) улучшением проницаемости и трофики печѐночной ткани. 

 

Положительная динамика наблюдалась и при применении 

пирогенала при гепатозе у крыс, вызванном отравлением СCl4. Помимо 

выше указанных положительных эффектов от медикаментов добавлялись 

ещѐ несколько: 

1) стимулирование синтеза различных жизненно необходимых 

белков; 

2) нормализация активности ферментов в сыворотке крови и ткани 

печени; 

3) мобилизация гликогена в гепатоцитах. 

 

Также существуют данные о том, что лечение сочетанной патологии 

«хронический гепатит В / хронический гепатит С + алкогольный гепатит» 

инъекциями пирогенала приводит к активации клеток клеточного 

иммунитета, а также стимуляции бактерицидной и противовирусной 

активности [24,60]. Лечение хронического гепатита В у детей пирогеналом 

значительно повышает эффективность терапии и способствует 
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нормализации кининогенеза, тем самым стимулируя активность сериновой 

протеазы калликреина и усиливая синтез прекалликреина [32]. 

 

1.3. Методы экстракции бактериальных липополисахаридов из 

клеточных стенок бактерий 

 

На сегодняшний день для подробного выяснения химической 

природы, а также изучения молекулярной организации и 

иммунохимических свойств бактериальных ЛПС разработано достаточное 

количество методов выделения очищенных препаратов. Рассмотрим 

наиболее часто используемые методики экстракции ЛПС из клеточной 

стенки бактерий. 

Наиболее известным методом, послужившим основой для 

большинства других методик, является водно-фенольный способ 

получения ЛПС, который включает следующие этапы:  

― обработка микробной массы водно-фенольной смесью при 

65°С в течение 45 мин.; 

― охлаждение смеси и разделение центрифугированием; 

― диализ водной фазы в течение 3-4 суток против 

дистиллированной воды для удаления фенола; 

― осаждение ЛПС ультрацентрифугированием при 100 000 g, 

15°С и в течение 3 ч. 

 

Известен способ горячей водно-фенольной экстракции ЛПС из 

микробных клеток возбудителя холеры штамма Vibrio cholerae 569 В. В 

процедуру очистки препарата ЛПС включен неионный детергент Тритон 

Х-114, использование которого сокращает время очистки препарата от 

примесей нуклеиновых кислот и препятствует неблагоприятному 

действию лиофильной сушки. Метод воспроизводится благодаря 

проведению следующих процедур: 
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― выращивание культуры штамма Vibrio cholerae 569 В на 

казеиновом агаре (рН 7,6) 18 часов при 37°С; 

― смыв культуры с поверхности питательной среды с 

использованием стерильного 0,9%-ного раствора NaCl (рН 7,2); 

― добавление к полученной взвеси свежеперегнанного фенола до 

конечной концентрации 1% и выдерживание смеси в течение 

18 часов при температуре 37°С; 

― проверка полученной биомассы на стерильность и отсутствие 

неспецифического роста; 

― центрифугирование и отмывка микробных клеток сначала 

стерильным 0,9 %-ным раствором NaCl (рН 7,2), а затем 

дистиллированной водой; 

― лиофилизация полученного микробного препарата; 

― суспендирование в равных объемах воды и фенола при 68°С в 

течение 15 мин; 

― центрифугирование полученной эмульсии в течение 30 мин 

при 3000 об/мин после охлаждения до 10°С; 

― отделение фенольного слоя от водного и повторная обработка 

нерастворимого остатка дистиллированной водой; 

― объединение водных экстрактов и проведение диализа с целью 

удаления фенола (при необходимости освобождения от 

нерастворимых соединений в диализат при постоянном 

перемешивании добавляют неионный детергент Тритон Х-114 

до конечной концентрации 6%; 

― разделение фаз в полученном растворе сначала на водяной 

бане (37°С), а затем при центрифугировании в течение 5 мин 

при 6000-8000 об/мин при температуре в центрифуге выше 

25°С; 

― удаление верхнего слоя (водной фазы) и смешивание 

маслянистого слоя (фаза детергента), образовавшегося на дне 
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пробирки, с 1%-ным водным раствором Тритона Х-114 в 

соотношении 1:3 на холоду (0-4°С) с целью полного удаления 

полимерных соединений, в том числе нуклеиновых кислот; 

― осаждение бактериальной ЛПС из очищенной детергентной 

фазы подкисленным ацетоном в соотношении 1:6; 

― центрифугирование полученного осадка, промывка в ацетоне, 

растворение в дистиллированной воде и лиофилизация 

полученной биомассы. 

 

Запатентованный в 2004 г. группой авторов [56] способ выделения 

ЛПС из бактериальных клеток также получил широкое распространение в 

связи с возможностью получения препарата, максимально очищенного от 

примесей высокомолекулярных соединений, в том числе от SDS. 

Основные этапы процедуры экстракции: 

― экстракция буферным раствором, представляющим сбой смесь 

растворов - ЭДТА (0.01-0.05 ммоль на 1 г влажных клеток), 0.1 

ммоль фенилметансульфонилфторид и 1% детергент Тритона 

Х-100);  

― центрифугирование с целью отделения экстракта от интактных 

бактериальных клеток; 

― депротеинизация протеиназой К до конечной концентрации 80 

мкг/мл;  

― инкубация готовой смеси в течение 60 мин при температуре 

56-60°С.  

 

Большой практический интерес представляет способ, позволяющий 

изменять иммуномодулирующие свойства ЛПС чумного микроба в 

условиях in vitro. Метод подразумевает адаптированную методику 

получения очищенных препаратов бактериальных ЛПС и «мышиного» 

токсина (МТ) Yersinia pestis, и дальнейшее образование их комплекса - 
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ЛПС-МТ, «мишенью» которого являются цитокины TNF-α и IFN-γ, а 

точнее активация их синтеза [75]. 

Способ включает следующие этапы: 

― подготовка опытной пробы: смешивание 5 мкг ЛПС (50 мкл из 

рабочего разведения 100 мкг/мл) и 50 нг МТ (5 мкл из рабочего 

разведения 10 мкг/мл), инкубация пробы при 37°С в течение 30 

мин; 

― добавление 100 мкл NaCl; 

― внесение полученной смеси в полистироловый планшет, в 

лунках которого содержатся культура клеток моноцитов 

человека – линия U-937 в количестве 1×10
6
 клеток на лунку; 

перед этим культуру клеток предварительно культивируют в 

среде PRMI 1640 с одновременной постановкой двойного 

контроля; 

― проведение количественного учѐта синтезированных 

цитокинов с экспозицией 1, 4, 20 часов с использованием 

коммерческой тест-системы (Вектор-Бест, Новосибирск); 

― анализ полученных данных на предмет изменения 

иммуномодулирующих свойств ЛПС Yersinia pestis. 

 

Существует способ выделения биологически активной фракции, 

содержащей S-ЛПС из ГОБ [53]. Метод состоит из 4 этапов: 

― экстракция суспензии (содержит бактериальные клетки, 

продукты их жизнедеятельности, лизаты) горячим водным 

фенолом по Вестфалю, диализ, отделение нерастворимого 

материала и лиофилизация; 

― ферментативная очистка (рибонуклеаза, дезоксирибонуклеаза, 

протеиназа К) промежуточного продукта от примесей 

высокомолекулярных соединений (белки, нуклеиновые 

кислоты), диализ, лиофилизация; 
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― ультрацентрифугирование промежуточного продукта 

фракционирование путем экстракции смесью хлороформ - 

метанол - водный HCl 1:1:0,4-0,5, затем на выбор или же 

использование в комплексе других методов (гель-электрофорез 

в ПААГ, колоночная хроматография, гель-проникающая 

хроматография, ультрафильтрация); 

― диализ, гель-хроматография и получение готового конечного 

продукта. 

 

Также известен способ экстракции R-формы ЛПС с использованием 

смеси фенол-хлороформ-петролейный эфир. Первоначально 

бактериальную культуру  трижды суспензируют в смеси 90% фенол-

хлороформ-петролейный эфир соотношении 2:5:8, затем смесь 

перемешивают в течение 15 минут, при этом постоянно охлаждая 

полученную смесь, далее центрифугируют 15 мин при 5000 g. Затем для 

того, чтобы удалить хлороформ и петролейный эфир из надосадочной 

жидкости смесь выдерживают на роторном испарителе при 40°С. Далее к 

очищенной от хлороформа и петролейного эфира смеси добавляют по 

каплям дистиллированную воду до момента выпадения ЛПС в видимый 

осадок. На следующем этапе удаляют фенол из полученного раствора 

путем добавления в раствор 6-кратного объема охлажденной смеси 

серного эфира и ацетона. 

Также существует метод водно-фенольной экстракции 

бактериальных ЛПС [2] с сопутствующей очисткой от 

высокомолекулярных соединений, в частности нуклеиновых кислот, путем 

обработки детергентом Тритон Х-114 при 0°С и осаждения холодным 

ацетоном. 

Указанные выше методики и их аналоги имеют существенный 

недостаток - используемый в процедуре выделения ЛПС фенол достаточно 

сильно влияет на молекулярную организацию и биологические свойства 
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эндотоксина. Также фенол можно охарактеризовать как летучее, 

агрессивное и достаточно вредное для человека соединение, в связи с чем 

был разработан целый ряд щадящих методик, предусматривающих 

исключение вредных факторов и основанных на предварительном лизисе 

бактерий с последующими этапами – депротеинизацией протеазами и 

обработкой нуклеазами. 

Известен метод экстракции ЛПС по Darveau, отличающийся своей 

дороговизной, а также трудоемкостью осуществления: 

― обработка суспензии микробных клеток панкреатическими 

нуклеазами (ДНК-аза, РНК-аза); 

― деструкция обработанных клеток продавливанием их через 

French-press; 

― обработка промежуточной суспензии микробных клеток 

панкреатическими нуклеазами (ДНК-аза, РНК-аза); 

― обработка раствором, содержащим ЭДТА и SDS, с целью 

разрушения молекулярных связей; 

― двукратная депротеинизация материала проназой; 

― осаждение этанолом и лиофилизация. 

 

Также известен метод выделения ЛПС из бактериальных клеток, 

состоящий всего из нескольких этапов, в ходе которых получают готовые 

для дальнейших исследований препараты ЛПС. Основные этапы 

проведения экстракции по указанному методу: 

― кипячение бактериальной суспензии в течение 10 мин в 

лизирующем буфере 1М Трис-HCl рН 6.8 (содержит 2% SDS и 

4% меркаптоэтанола); 

― обработка протеиназой К в течение 60 мин при температуре 

56-60°С. 
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Применяемый на первом этапе выделения SDS существенно 

осложняет процедуру очистки готового препарата ЛПС, поскольку 

является трудноудаляемым компонентом и, соответственно, снижающим 

качество готового препарата ЛПС. Одним из эффективных решений 

данного вопроса стал запатентованный группой авторов [56] способ 

выделения ЛПС из бактериальных клеток с ориентировкой на 

максимальное очищение готового препарата от примесей, в том числе от 

SDS. Основные этапы процедуры экстракции: 

― экстракция буферным раствором, представляющим сбой смесь 

растворов - ЭДТА (0.01-0.05 ммоль на 1 г влажных клеток), 0.1 

ммоль фенилметансульфонилфторид и 1% детергент Тритона 

Х-100);  

― центрифугирование с целью отделения экстракта от интактных 

бактериальных клеток; 

― депротеинизация протеиназой К до конечной концентрации 80 

мкг/мл;  

― инкубация готовой смеси в течение 60 мин при температуре 

56-60°С.  

 

Следующий известный метод получения ЛПС, в частности 

конкретно для эндотоксинов возбудителя чумы - Yersinia pestis [70]. 

Способ включает следующие этапы выделения: 

― предварительная водно-солевая обработка суспензии 

бактериальных клеток; 

― лизис буфером (0,1 М Трис-НСI рН 8.0, 10 ммоль ЭДТА, 1% 

Тритон Х-100); 

― деструкция бактериальных клеток ультразвуком;  

― обработка протеовибрином (160 мкг/мл) и инкубация при 37°С, 

рН 7.8-8.0 в течение 18 ч.;  
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― добавление ледяной уксусной кислоты до рН 3.2-3.4 для 

очистки от нуклеиновых кислот и последующее осаждение при 

5000 g в течение 30 мин. 

 

Для получения чистой фракции ЛПС Chlamydia trachomatis была 

предложена следующая методика [74]: 

― экстракция ЛПС из бактериальных клеток 90%-ным водным 

раствором фенола при 50°С; 

― отделение надосадочной жидкости центрифугрованием и 

разведение 0,1 М трис-HCl буфером в соотношении 1:9; 

― выделение ЛПС методом аффинной хроматографии на 

конканавалин-А-сефарозе 4В;  

― промывка 1 М раствором NaCl, забуференным трис-HCl 

буфером;  

― элюция 0,4-0,45 М раствором N-ацетил-D-глюкозамина в трис-

HCl буфере, диализ и лиофилизация. 

 

1.4. Методы определения бактериальных липополисахаридов 

 

На сегодняшний день существуют следующие способы выявления 

ЛПС бактерий: 

― экспериментальное выявление пирогенов, в том числе ЛПС, на 

лабораторных животных – кроликах; 

― ЛАЛ тест (Limulus Amebocyte Lysate Test) и его аналоги – 

PyroGene™, EndoLisa® и EndoZyme® — лабораторные тесты 

для выявления бактериальных эндотоксинов; 

― ЕАА (Endotoxin activity assay) — аналитический метод 

определения активности эндотоксина в цельной крови; 

― МАЧ-Endotox (метод активированных частиц) — 

полуколичественный метод лабораторного определения 
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суммарного содержания ЛПС в цельной крови, а также 

концентрации эндотоксинов отдельных видов бактерий.  

 

1.4.1. Экспериментальное выявление пирогенных субстанций в крови 

 

Метод лабораторного определения наличия ЛПС в крови был 

предложен в 1942 г. Фармакопеей США и заключался в выявлении 

пирогенности в ходе проведения теста на кроликах. Главным недостатком 

метода считалась невозможность количественной оценки содержания 

бактериальных эндотоксинов [66].  

Определение пирогенности той или иной субстанции заключалось во 

введении тестируемого раствора в кровь лабораторных животных и 

наблюдении за изменениями в температуре тела. Положительным 

результатом считалось повышение температуры тела животных выше 

допустимой нормы, что подтверждало факт наличия в крови пирогенных 

примесей. 

 

1.4.2. ЛАЛ-тест 

 

ЛАЛ-тест (Limulus Amebocyte Lysate, LAL) — метод качественного и 

количественного определения уровней ЛПС в различных жидкостях (в том 

числе в крови и плазме), предложенный ещѐ в 1968 г. и основанный на 

реакции in vitro между бактериальным эндотоксином и ЛАЛ-реактивом. В 

1985 г. метод был включен в Фармакопею США как способ определения 

бактериальных эндотоксинов [26]. 

Одним из преимуществ ЛАЛ-теста, в отличие от экспериментального 

выявления пирогенных субстанций в крови кроликов, является 

возможность ранжировать различные виды бактерий в зависимости от 

активности их ЛПС. 
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Суть метода заключается в реакции фермента фактора С, 

содержащегося в лизате амебоцитов мечехвостов Limulus polyphemus 

(ЛАЛ-реагент). Для данного фермента характерна «избирательность», 

поскольку он реагирует только с бактериальными эндотоксинами и таким 

образом запускает каскад ферментативных реакций, в ходе которых 

происходит модификация субстрата, выявляемая различными способами в 

зависимости от той или иной модификации ЛАЛ-теста [66]. 

Рассмотрим модификации ЛАЛ-теста: 

1. гель-тромб тест — недорогой и не требующий дополнительного 

оборудования метод полуколичественного анализа образцов на 

предмет наличия ЛПС, основанный на формировании твердого 

геля после добавления ЛАЛ-реактива к исследуемому образцу; 

― чувствительность метода (предел обнаружения ЛПС) - от 

0,01 до 0,03 ЕЭ/мл, где 1 ЕЭ соответствует 100 пг БЭ; 

― положительный результат анализа – образование 

плотного геля на дне пробирки, сохраняющего 

целостность при переворачивании; 

― отрицательный результат анализа – отсутствие геля / 

мгновенное разрушение при переворачивании пробирки. 

 

2. хромогенный ЛАЛ-тест – высоковоспроизводимый метод 

определения бактериальных эндотоксинов, основанный на 

образовании окрашенного продукта желтого цвета при 

гидролизе субстрата ввиду активации ферментной системы, при 

этом интенсивность окрашивания раствора прямо 

пропорциональна содержанию ЛПС; возможно получение 

количественных данных за счет построения калибровочной 

прямой по данным, поученным в ходе анализа; 

― чувствительность метода (предел обнаружения ЛПС) -

0,005 ЕЭ/мл; 
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― необходимое дополнительное оборудование - 

стандартный спектрофотометр или оптический ридер для 

измерения оптической плотности растворов в планшетах. 

3. турбодиметрический ЛАЛ-тест – лабораторный метод, 

отличающийся наибольшей чувствительностью по сравнению 

с другими модификациями ЛАЛ-теста и основанный на 

взаимодействии реактива с бактериальными эндотоксинами; 

результатом такой реакции является изменение оптической 

плотности и, как следствие, помутнение раствора, время 

изменения мутности раствора может быть экстраполировано 

на исходное количество эндотоксина; 

― чувствительность метода (предел обнаружения ЛПС) -

0,001 ЕЭ/мл; 

― необходимое дополнительное оборудование - 

термостатирующий инкубатор с встроенным 

фотометром, позволяющим непрерывно измерять 

оптическую плотность реакционной смеси в условиях 

термостатирования.  

 

Анализ биологических жидкостей может быть затруднен в связи с 

присутствием в них компонентов, напрямую ингибирующих реакцию 

связывания с субстратом. К возможным ингибиторам реакции можно 

отнести белок LBP, поверхностные структуры тромбоцитов, а также 

молекулы CD11/CD18, CD14 и т.д. [34,52]. Эти соединения способны 

связываться с ЛПС, нейтрализовать их и, таким образом, снижать точность 

определения количества эндотоксинов в исследуемых образцах. 

Аналогичными свойствами характеризуются сериновые протеазы и (1,3)-β-

D-глюканы, которые катализируют гидролиз пептидных связей ферментов 

и участвуют в каскаде реакций [62,64]. Большое количество протеаз с 

одной стороны может подавлять ход реакции и делать определение ЛПС 
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проблематичным, а с другой стороны может стимулировать систему 

свертывания крови мечехвостов и, таким образом, приводить к получению 

ложноположительных результатов. Для снижения получения 

ложноположительных результатов при исследовании биоматериала 

(цельная кровь, сыворотка крови) рекомендуется использовать буфер 

Glucashield™, который совместим с реагентом для ЛАЛ-теста. 

Использование такого раствора позволяет повысить точность определения 

ЛПС за счѐт изменения свойств ферментов, участвующих в реакции – она 

становятся нечувствительны к (1,3)-β-D-глюканам. 

Основные преимущества ЛАЛ-теста: 

― высокие чувствительность и воспроизводимость; 

― нетрудоѐмкость; 

― сравнительно невысокая стоимость; 

― удобство применения.  

 

Основные недостатки ЛАЛ-теста: 

― недостаточно высокая специфичность при анализе 

содержания бактериальных эндотоксинов в 

биологическом материале; 

― острая необходимость в дополнительном оборудовании. 

 

1.4.3. PyroGene™ 

 

Лабораторный метод определения ЛПС в различных жидкостях, 

основанный на использовании набора PyroGene™ (Lonza), является 

аналогом классического ЛАЛ-теста, однако является более специфичным в 

отношении выявления именно бактериальных эндотоксинов [71,72]. Суть 

метода заключается в том, что вместо нативной формы фактора С 

гемостаза мечехвостов используют рекомбинантные молекулы фактора С 

(rFC), которые активируются при связывании с эндотоксинами, что 
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приводит к эмиссии флуоресцентного сигнала. В ходе проведения такого 

анализа исключено получение ложноположительных результатов. 

Чувствительность метода – 0,005 ЕЭ/мл. Главные недостатки - высокая 

стоимость и проблема приобретения на территории РФ. 

 

1.4.4. EndoZyme® и EndoLisa® 

 

Метод EndoZyme® применяется для количественного определения 

ЛПС в различных жидкостях и основывается на взаимодействии ЛПС с 

рекомбинантными молекулами фактора С (rFC) [46]. В ходе проведения 

реакции регистрируется флуоресцентный сигнал. Чувствительность метода 

– 0,005 ЕЭ/мл.  

Другой способ определения ЛПС - метод EndoLisa®, который 

является модификацией метода EndoZyme® и отличается от него лишь в 

наличия стадии предварительного концентрирования эндотоксинов при 

помощи рекомбинантного белка бактериофага, который закреплен на 

полимерной подложке. Детекция результатов происходит при помощи 

ферментной системы, содержащей молекулы rFC.  

 

1.5. Endotoxin Activity Assay — EAA 

 

ЕАА (Endotoxin Activity Assay, EAA) – лабораторный метод, 

предложенный в 1998 году для определения активности эндотоксина в 

цельной крови с целью диагностики грамотрицательной бактериальной 

инфекции [19]. ЕАА метод позволяет в достаточно короткие сроки (не 

более 30 мин) определять бактериальные эндотоксины в 10 мл крови без 

трудоемкой процедуры пробоподготовки.  

ЕАА-тест заключается в протекании следующих реакций: 
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― связывание эндотоксина в крови с антиэндотоксиновыми 

антителами – моноклональными IgМ мыши и 

образование комплекса АГ-АТ; 

― взаимодействие комплекса АГ-АТ с рецепторами 

факторов комплемента, экспрессирующими на 

поверхности нейтрофилов; 

― «респираторный взрыв» нейтрофилов под воздействием 

глюкана зимозана А и выделение большого количества 

высокореактогенных молекул-окислителей, 

детектируемых методом люминолзависимой 

хемилюминесценции; интенсивность люминесценции 

пропорциональна количеству эндотоксина, 

присутствующего в образце крови. 

 

Ограничения ЕАА теста: 

― использование исключительно цельной крови для 

исследования; 

― необходимость дополнительного специализированного 

дорогостоящего оборудования, позволяющего проводить 

необходимую обработку образцов крови, а также ридеров 

для регистрации хемилюминесцентного сигнала; 

― ограниченные области использования метода (только в 

качестве биомаркера сепсиса) [61]. 

 

1.6. Метод активированных частиц (МАЧ) Endotox 

 

Метод активированных частиц (МАЧ) Endotox – это 

высокоспецифичный способ определения ЛПС в крови с целью 

дальнейшей диагностики грамотрицательных бактериальных инфекций. 
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Чувствительность метода – 0,04 ЕЭ/мл для эндотоксинов кишечной 

палочки. 

Для проведения теста используются диагностические наборы, в 

которые входят диагностикумы для выявления ЛПС разных видов 

бактерий. Для проведения реакции используются моноклональные 

антитела IqG3 и IqG2a, иммобилизованные на полистироловой подложке 

[54,65]. Результатом реакции является образование комплекса АГ-АТ, в 

ходе которого визуализируется появление крупных хлопьев и зерен, а 

также по помутнение раствора.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Объекты исследования 

 

В качестве объектов исследования были выбраны клинические 

штаммы бактерии Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa и Staphylococcus aureus (контрольный штамм) (коллекция 

Клиники БГМУ). 

 

2.2. Приготовление селективных и дифференциально-диагностических 

питательных сред 

 

Бульон Луриа-Бертани (по Миллеру) (Luria Bertani Broth, Miller, 

«HiMedia», Индия). 

1. Применение:  

питательная среда предназначена для культивирования и хранения 

рекомбинантных штаммов Escherichia coli, а также для обычного 

культивирования не очень прихотливых микроорганизмов. 

2. Состав среды: 

Ингредиенты Вес, грамм/литр 

Гидролизат казеина 15,00 

Дрожжевой экстракт 5,00 

Натрия хлорид 4,00 

Конечное значение рН (при 25°С) 7,5 ± 0,2 

 

3. Ход приготовления питательной среды: 

Размешивали 25,0 г порошка питательной среды в 1000 мл 

дистиллированной воды. Подогревали для полного растворения 

частиц. Стерилизовали автоклавированием при 1,1 атм (121°С) в 

течение 15 мин. Разливали в соответствующие емкости. 
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4. Культивирование в течение 18-24 ч при 35-37°С. 

5. Принцип и оценка результата: 

Бульон Луриа-Бертани имеет достаточное количество питательных 

веществ для роста рекомбинантных штаммов. Такие штаммы 

обычно являются производными Escherichia coli К12, дефицитного 

по синтезу витамина группы В. Из-за этого и других маркеров 

ауксотрофности, полученных в ходе мутагенеза, рекомбинантные 

штаммы могут утрачивать способность к росту на средах 

обедненного состава. Гидролизат казеина обеспечивает 

присутствие в среде пептидов, дрожжевой экстракт – витаминов 

группы В, хлорид натрия – ионов натрия для мембранного 

транспорта и поддержания оптимального осмотического давления. 

6. Посевы инкубировали в течение 48 часов при температуре 38°С в 

чашках Петри с твердой питательной средой Луриа-Бертани (LB-

среда). 

 

2.3. Приготовление разведений культур микроорганизмов 

 

Приготовление разведений жидкой культуры микроорганизмов 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa и 

Staphylococcus aureus осуществляли по указанной ниже схеме: 

Таблица 1 – Схема приготовления разведений микроорганизмов. 

Калибратор Разведение 

Escherichia 

coli 
0 10 50 10

-2
 5*10

-2
 10

-3
 5*10

-3
 10

-4
 

Klebsiella 

pneumoniae 
0 10 50 10

-2
 5*10

-2
 10

-3
 5*10

-3
 10

-4
 

Pseudomonas 

aeruginosa 
0 10 50 10

-2
 5*10

-2
 10

-3
 5*10

-3
 10

-4
 

ОКО - 

апирогенная 

вода 

- - - - - - - - 
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Калибратор Разведение 

Staphylococcus 

aureus 
0 10 50 10

-2
 5*10

-2
 10

-3
 5*10

-3
 10

-4
 

 

Таблица 2 – Схема заполнения планшета для ЛАЛ-теста. 

 

 

2.4. Экстракция липополисахаридов из клеточных стенок 

бактериальных клеток 

 

Целью данной работы являлась разработка эффективного и 

высокопроизводительного метода получения препарата ЛПС из клеточной 

стенки грамотрицательных бактерий, максимально очищенного от 

различных примесей (в том числе нуклеиновых кислот). Именно поэтому 

нами был проведен эксперимент по апробированию сразу нескольких 

методов экстракции, суть которых изложена ниже. Выбранные способы 

являются не дорогими, быстрыми и безопасными. 

Первый метод экстракции ЛПС заключался в нагревании 

бактериальных суспензий и состоял из следующих этапов: 

― автоклавирование жидкой культуры бактерий, 

приготовленной в соответствии с разведением по 

стандарту мутности, при 121º С в течении 30 мин.; 

    t t t Хим Хим Хим УЗ УЗ УЗ   УЗ 

A   0 0 0 0 0 0 0 0 0   0 

B   10 10 10 10 10 10 10 10 10   10 

C   50 50 50 50 50 50 50 50 50   50 

D   10
-2 10

-2 10
-2 10

-2 10
-2 10

-2 10
-2 10

-2 10
-2   10

-2 

E   5*10
-2 5*10

-2 5*10
-2 5*10

-2 5*10
-2 5*10

-2 5*10
-2 5*10

-2 5*10
-2   5*10

-2 

F   10
-3 10

-3 10
-3 10

-3 10
-3 10

-3 10
-3 10

-3 10
-3   10

-3 

G   5*10
-3 5*10

-3 5*10
-3 5*10

-3 5*10
-3 5*10

-3 5*10
-3 5*10

-3 5*10
-3   5*10

-3 

H   10
-4 10

-4 10
-4 10

-4 10
-4 10

-4 10
-4 10

-4 10
-4   10

-4 
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― перемешивание остывшей культуры и 

центрифугирование пробирок в течение 10 минут при 

9000 об/мин.;  

― перенос надосадочной жидкости в чистые пробирки. 

 

Второй метод экстракции ЛПС заключался в химическом 

разрушении бактериальных клеток и включал следующие этапы: 

― приготовление разведения культуры бактерий в 500 мкл 

деионизированной воды; 

― двойная отмывка бактериальных клеток в 

деионизированной воде; 

― ресуспендирование клеток в 65 мкл смеси 30% 

ацетонитрила и 0,1% раствора трихлоруксусной кислоты; 

― приготовление смеси 7 мкл образца и 7 мкл раствора 

лизоцима (0,5 мг/мл); 

― инкубирование полученной смеси при 37ºС в течение 30 

минут. 

 

Ключевым этапом осуществления третьей методики экстракции ЛПС 

было использование ультразвука. Этапы выделения: 

 

― приготовление разведения культуры микроорганизма в 

30 мл 0,01М фосфатного буфера (в соответствии с 

определенным стандартом мутности); 

― помещение емкости на ледяную баню и проведение 

дезинтеграции бактериальных клеток при 100% 

мощности прибора в течение 5 минут; 

― перенос клеток в пробирки для центрифугирования сразу 

после окончания процесса дезинтеграции и 
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центрифугирование в течение 10 минут при 9000 

об/мин.; 

― перенос надосадочной жидкости в чистые пробирки. 

 

2.5. Проведение ЛАЛ-теста 

 

Для постановки ЛАЛ-тест использовали диагностические наборы для 

определения эндотоксинов в ходе хромогенного теста (производитель - 

Hycult biotech). 

 

Рисунок 2 – Краткая схема постановки ЛАЛ-теста. 

Перед использованием доводили все реагенты до комнатной 

температуры (20–25°C). Ход работы: 

1) определяли количество испытательных лунок, необходимых для 

анализа стандартов, контролей и образцов; 

2) доставали планшет для микротитрования из пакета для хранения 

и нумеровали планшет лабораторным номером; 

3) для стандартных серий разбавляли восстановленный стандарт в 

2 раза, 50 мкл стандарта с 50 мкл; 

4) для дублирования стандартной кривой заполняли 16 лунок 

планшета 50 мкл EFW, перенесили 33 мкл; 

5) разбавленный стандарт в лунку A1 и разбавляли еще 1:1,5 путем 

тщательного перемешивания и пипетирования; 
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6) добавляли 33 мкл в лунку B1 и снова в следующую лунку и так 

далее до лунки G1; 

7) переносили по 50 мкл из каждого (разбавленного) образца и 

контроля в соответствующие лунки в двух повторностях; 

8) добавляли 50 мкл/лунку восстановленного ЛАЛ-реагента; 

9) накрывали планшет и инкубировали в течение 20 минут при 

комнатной температуре; 

10) измеряли образцы при длине волны 405 нм; 

11) останавливали реакцию, добавив 50 мкл 1x стоп-раствора, 

сохраняя ту же последовательность и время, затем аккуратно 

постукивали по лотку, чтобы смешать растворы в лунках и для 

устранения пузырьков воздуха, попавших в лунки; 

12) помещали лоток в планшетный считыватель ELISA и измеряли 

оптическую плотность при 405 нм, следуя инструкциям 

производителя прибора. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 

3.1. Экстракция липополисахаридов из клеточных стенок 

бактериальных клеток 

 

Анализ препаратов ЛПС бактерий Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae и Staphylococcus aureus, полученных в 

ходе экстракции с помощью выбранных нами методов выделения 

эндотоксинов, позволил выявить некоторую закономерность - с каждым 

новым разведением бактериальной суспензии практически всегда 

происходило уменьшение концентрации выделяемых бактериальных 

эндотоксинов. Результаты проверки полученных препаратов ЛПС 

тестируемых клинических штаммов микроорганизмов представлены в 

таблице 3. 

 

Результаты анализа препаратов ЛПС с помощью ЛАЛ-теста 

Таблица 3 – Метод экстракции ЛПС №1 - нагревание 

Разведение 

Микроорганизмы 

Escherichia 

coli 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Klebsiella 

pneumoniae 

Staphylococcus 

aureus 

0 17,71 16,22 14,46 - 

10 8,35 8,09 9,39 - 

10
-2

 7,96 7,96 7,47 - 

10
-3

 7,08 7,08 6,37 - 

10
-4

 1,95 1,95 3,44 - 

 

Таблица 4 – Метод экстракции ЛПС №2 – химическое разрушение 

Разведение 

Микроорганизмы 

Escherichia 

coli 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Klebsiella 

pneumoniae 

Staphylococcus 

aureus 
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0 11,54 18,53 11,27 - 

10 8,02 6,97 6,64 - 

10
-2

 6,31 6,97 7,14 - 

10
-3

 5,28 7,03 4,99 - 

10
-4

 2,54 2,73 2,59 - 

 

Таблица 5 – Метод экстракции ЛПС №3 – воздействие ультразвуком 

Разведение 

Микроорганизмы 

Escherichia 

coli 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Klebsiella 

pneumoniae 

Staphylococcus 

aureus 

0 12,92 7,25 6,75 6,09 

10 7,52 7,8 6,81 1,95 

10
-2

 6,26 6,92 6,48 0 

10
-3

 6,15 6,15 7,8 0 

10
-4

 3,09 3,53 3,92 0 

 

На основании полученных экспериментальных данных для 

дальнейшего использования были выбраны концентрации 0, 10
-2

 и 10
-4

. 

При этом разведение 0 – дает возможность измерения исходной 

концентрации ЛПС, 10
-2

 – наиболее оптимальное разведение микробной 

суспензии, исследование которого позволяет получить количественные 

данные содержания ЛПС во всех исследуемых культурах бактерий, 10
-4

 – 

максимальное разведение микробной жидкой культуры, в которой 

определяется концентрация ЛПС для грамотрицательных бактерий и не 

определяется для грамположительных бактерий. 

Результаты анализа ЛПС с помощью ЛАЛ-теста могут быть 

обусловлены различной эффективностью методов экстракции для 

конкретного объекта исследования. Так, метод нагревания показал 

наибольшее содержание ЛПС у Escherichia coli - 17,71 и Klebsiella 
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pneumonia – 14,46, метод химического разрушения у Pseudomonas 

aeruginosa – 18,53%. Стоит отметить, что не один из описанных ранее 

методов, кроме ультразвукового воздействия, не обнаружил содержание 

ЛПС у Staphylococcus aureus при отсутствии разведения. 

В результате нами был выбран наиболее оптимальный способ 

экстракции ЛПС – метод с использованием ультразвукового излучения. 

Ввиду получения достаточно высоких концентраций ЛПС при разведении 

10
-4

 по сравнению с другими методами и возможности создания более 

контролируемых условий проведения процедуры данный метод показался 

нам наиболее подходящим для дальнейших исследований. 

 

3.2. Модификация условий культивирования тестируемых 

штаммов микроорганизмов 

 

На следующем этапе нами была проведена работа по изменению 

условий культивирования тестируемых микроорганизмов Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae и Staphylococcus aureus. 

Ниже представлены обновленные условия: 

― культивирование культур микроорганизмов в течение 3 

суток; 

― добавление в состав питательной среды 0,5% глюкозы из 

расчета 5 г на 1000 мл среды; 

― добавление в состав питательной среды NaCl в том 

количестве, когда концентрация достигает значения 2,36 г 

на 1000 мл среды. 
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Культивирование Escherichia coli на 

LB-среде при добавлении 0,5% 

глюкозы в состав питательной 

среды 

 

Культивирование Klebsiella 

pneumoniae на LB-среде при 

добавлении 0,5% глюкозы в состав 

питательной среды 

 

Культивирование Pseudomonas 

aeruginosa на LB-среде при 

добавлении 0,5% глюкозы в состав 

питательной среды 

 

 

Рисунок 3 – культивирование исследуемых микроорганизмов на среде с 

добавлением глюкозы. 
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Культивирование Escherichia coli на 

LB-среде при добавлении NaCl в 

состав питательной среды 

 

Культивирование Klebsiella 

pneumoniae на LB-среде при 

добавлении NaCl в состав 

питательной среды 

 

Культивирование Pseudomonas 

aeruginosa на LB-среде при 

добавлении NaCl в состав 

питательной среды 

 

 

Рисунок 4 – культивирование исследуемых микроорганизмов на среде с 

добавлением NaCl 
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Культивирование Escherichia coli на 

LB-среде на I этапе эксперимента 

 

Культивирование Klebsiella 

pneumoniae на LB-среде на I этапе 

эксперимента 

 

Культивирование Pseudomonas 

aeruginosa на LB-среде на I этапе 

эксперимента 

 

 

Рисунок 5 – культивирование исследуемых микроорганизмов на I этапе 

эксперимента. 
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Культивирование Escherichia coli на 

LB-среде на II этапе эксперимента 

(контроль) 

 

Культивирование Klebsiella 

pneumoniae на LB-среде на II этапе 

эксперимента (контроль) 

 

Культивирование Pseudomonas 

aeruginosa на LB-среде на II этапе 

эксперимента (контроль) 

 

 

Рисунок 6 – культивирование исследуемых микроорганизмов на II этапе 

эксперимента 
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Культивирование Escherichia coli на 

LB-среде – отсутствие роста 

 

Культивирование Klebsiella 

pneumoniae на LB-среде – 

отсутствие роста 

 

Культивирование Pseudomonas 

aeruginosa на LB-среде – отсутствие 

роста 

 

 

Рисунок 7 – Питательные среды до начала инкубации. 

 

При культивировании Pseudomonas aeruginosa на LB-среде с 

добавлением NaCl наблюдался скудный рост бактерий, в то время, как при 

добавлении в состав питательной среды 0,5% глюкозы наблюдался более 

обильный рост. Для Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae достоверных 

различий в росте на разных питательных средах не зафиксировано. 
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3.3. Сравнительный анализ содержания ЛПС у разных видов 

бактерий с помощью ЛАЛ-теста 

 

По окончании культивирования проводили дезинтеграцию 

бактериальных клеток с помощью ультразвука и измеряли содержание 

ЛПС в полученных препаратах с помощью ЛАЛ-теста. Результаты анализа 

препаратов бактериальных ЛПС представлены в таблице 6. 

 

Таблица 6 – Результаты анализа количественного содержания ЛПС в 

биопробах с помощью ЛАЛ-теста 

Микроорганизм Разведение Контроль 
Изменение условий 

3 суток Глюкоза NaCl 

Escherichia coli 

0 9,07 9,97 9,64 11,07 

10
-2

 7,29 7,21 7,36 6,71 

10
-4

 4,57 6,36* 7,21* 5,14 

Klebsiella 

pneumoniae 

0 9,36 9,11 8,50 8,57 

10
-2

 7,00 7,36 6,29 4,43 

10
-4

 4,71 6,00* 5,79 2,83* 

Pseudomonas 

aeruginosa 

0 7,07 10,43 8,50 8,93 

10
-2

 6,07 6,79 8,07 7,86 

10
-4

 3,94 3,27 7,64* 4,36 

Staphylococcus 

aureus 

(контрольный 

штамм) 

0 10,07 - - - 

10
-2

 0 - - - 

10
-4

 0 - - - 

Примечание: 
*
 – различие со значениями в группе сравнения достоверно 

(р < 0,001) 

 

Статистический анализ данных, полученных при определении 

концентраций ЛПС у бактерий, культивируемых в измененных условиях, 
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показал, что подобные модификации в большинстве случаев статистически 

значимо увеличивают выход целевого продукта, о чем говорят значения, 

полученные при разведении 10
-4

 (табл. 6). 

Например, для вида Escherichia coli по сравнению с контрольной 

группой было характерно выделение большего количество ЛПС даже при 

разведении 10
-3

. Культивировании культуры микроорганизма в течение 3 

суток, а также добавление в состав питательной среды 0,5% глюкозы 

статистически значимо (р < 0,001) увеличило выход ЛПС на 28,1% и 36,6% 

соответственно. Аналогичная картина была характерна для вида Klebsiella 

pneumoniae, однако, если удлинение культивирования до 3 суток 

приводило к достоверному увеличению концентрации бактериального 

эндотоксина, то сравнивая количественные сдвиги содержания 

экстрагируемой ЛПС в образце в ходе изменения состава питательной 

среды, предпочтение можно отдать условиям с добавлением 0,5% 

глюкозы, поскольку при добавлении NaCl происходит статистически 

значимое уменьшение выхода ЛПС на 39,9%. Для бактерии Pseudomonas 

aeruginosa достоверное увеличение выхода ЛПС наблюдалось лишь при 

изменении состава питательной среды, в частности добавления 0,5% 

глюкозы. В таком случае наблюдалось достоверное эффективное 

увеличение экстрагируемой бактериальной ЛПС на 48,2%. 

Таким образом, нам удалось наглядно продемонстрировать 

эффективность выбранного нами метода экстракции ЛПС из клеточной 

стенки тестируемых бактерий и доказать, что метод ультразвукового 

воздействия характеризуется наиболее высокой производительностью и 

возможностью получения максимально чистого препарата ЛПС. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Липополисахариды грамотрицательных бактерий являются 

биологически активными молекулами широкого спектра действия, 

обладающими протективной, противоопухолевой и иммуномодулирующей 

активностью. 

2. На основании проведенного эксперимента можно заключить, 

что исследованные штаммы Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa могут быть рассмотрены как потенциальные 

суперпродуценты ЛПС. 

3. Наиболее эффективным методом экстракции ЛПС 

грамотрицательных бактерий представляется метод ультразвукового 

воздействия, который характеризуется более высокой 

производительностью и возможностью освобождения препаратов ЛПС от 

большей части контаминирующих высокомолекулярных органических 

соединений, в том числе от нуклеиновых кислот. 

4. Методом количественного определения содержания ЛПС в 

культурах бактерий с помощью ЛАЛ-теста было установлено содержание 

ЛПС у разных видов бактерий при культивировании в стандартных 

условиях: Escherichia coli - 4,57, Klebsiella pneumoniae - 4,71, Pseudomonas 

aeruginosa - 3,94. 

5. На продукцию ЛПС можно влиять, изменяя условия 

культивирования микроорганизмов: добавлением в среду глюкозы, NaCl, а 

также продлевая время инкубации до 3 дней.  
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