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тельного заражения вирулентными штаммами серогрупп А и В менингококков. Протективный эф-
фект и нарастание анти-IgA1 антител позволяют прогнозировать вакцинные потенции изучаемого 
препарата, который может рассматриваться, в первую очередь, в качестве кандидата отсутствующей 
до настоящего времени менингококковой серогруппы В вакцины. 
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В 2009 г. исполнилось 40 лет после первой публикации о возможности ис-
пользования в качестве менингококковых вакцин их капсульных полисахаридов 
[1]. В последующие годы была подтверждена эпидемиологическая эффективность 
капсульных менингококковых вакцин серогрупп А и С, а затем Y и W135. Тогда 
же было установлено, что капсульный полисахарид серогруппы В не может быть 
использован в качестве менингококковой вакцины из-за своих биологических осо-
бенностей. Начались попытки различных авторов использовать в качестве вакцины 
другие компоненты клеточной стенки этого микроба. В настоящий момент, более 
или менее, отвечают требованиям, предъявляемым к менингококковой вакцине, 
препараты, предложенные кубинскими, норвежскими и новозеландскими разра-
ботчиками [2]. Однако все описанные выше препараты, включающие серотипо-
вые и серосубтиповые маркеры, обладают сходным недостатком, основанном 
на полиморфизме клеточных маркеров менингококка. 

С учетом всего сказанного, работы по усовершенствованию менингококковой 
вакцины против серогруппы В продолжаются. Ряд менингококковых вакцинных 
препаратов был предложен и отечественными исследователями [3, 4, 5, 12]. 

Между тем авторам этой статьи представилось интересным использовать в ка-
честве менингококкового вакцинного препарата секретируемую менингококком 
и рядом других патогенов, IgA1 протеазу, являющуюся фактором патогенности 
этого микроба и играющую важную роль при адгезии и колонизации менинго-
кокков на эпителии слизистой оболочки носоглотки человека. Казалось логичным, 
что этот белковый полимер, обладающий достаточно высокой молекулярной мас-
сой (около 120 кД), будучи выделенным в очищенном от примесей виде будет 
иммуногенен для лабораторных животных и человека. В таком случае антитела 
против эпитопов этого фермента будут его блокировать и тем самым нейтрали-
зовать его способность разрушать IgА1 антитела слизистой оболочки носоглотки 
человека, защищая тем самым организм от проникновения менингококков. 

Материалы и методы. С учетом сложности работ с микробами третьей груп-
пы мы сочли целесообразным использовать для наших целей готовые микробные 
взвеси менингококков серогруппы А (штамм А208), выращиваемые на предприя-
тии МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского, выпускающего полисахаридную менин-
гококковую серогруппы А вакцину для вакцинопрофилактики этой инфекции [6]. 
Наряду с целым рядом удобств при работе с микробами этой серогруппы сущест-
вовала и опасность того, что выделенная протеаза будет обладать групповой спе-
цифичностью, т.е. не разрушать IgA1 антитела, направленные против возбудителя 
менингита серогруппы В. 

Дальнейшие исследования, представленные в данной статье, показали, что эти 
опасения оказались напрасными. 

Для выделения фермента использовали культуральную жидкость (КЖ) после 
ее обработки антибиотиком (гентамицином), мертиолатом и ЭДТА и два проме-
жуточных продукта, получаемых в процессе выделения капсульного полисаха-
рида: цетавлоновый осадок, образованный после фиксации КЖ этим реагентом, 
и цетавлоновый супернатант. Процедура выделения и очистки IgA1 протеазы, 
отличная от описанного в литературе метода [8, 9], подробно изложена нами ра-
нее [7] и была аналогичной для всех трех образцов. Все три полученных образца 
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IgA1 протеазы обладали сходной молекулярной массой 116—120 кД при элект-
рофорезе в 10%-м полиакриламидном геле и характеризовались высокой специ-
фической ферментативной активностью (536—959,6 тыс. ед./мг). 

Полученные фракции анализировали методом электрофореза в полиакрил-
амидном геле в дoдецилсульфате Na (ЭФ в ПААГ — ДСН). 

Ферментативную активность IgA1 протеазы определяли с помощью имму-
ноферментного анализа [10]. 

Данные ЭФ свидетельствовали о том, что в полученных нами препаратах со-
держится IgA1 протеаза с молекулярной массой ∼120 кДа. В табл. 1 приведены 
данные о выходе препарата фермента и некоторых его свойствах. Можно наблю-
дать, как распределяется содержание IgA1-протеазы между его естественным мак-
симумом в культуральной жидкости (КЖ) и содержанием в полученных после до-
бавления цетавлона осадке (ЦО) и надосадке (ЦН) или супернатанте (ЦС). 

Принятый за 100% выход активного вещества фермента, выделенного из КЖ 
(в пересчете на 36 литров КЖ — одно выращивание), составлял 1200 мкг. Исходя 
из его удельной активности, равной 959 ед./мг, общий выход «активности» соот-
ветствует 1150,8 условных единиц, а выходы фермента из цетавлонового осадка 
и супернатанта соответствовали 513 и 172 мкг. Следовательно, их суммарная «ак-
тивность» соответствует 275 и 110,5 условных единиц. Процент выхода указанных 
образцов в весовых единицах соответствует 43 и 14,4%, а в единицах активно-
сти — 23,9 и 9,5% в сравнении с выходом фермента из КЖ, принятым за 100%. 

Таблица 1 

Выход и некоторые свойства препаратов IgA1 протеазы 

Выход активной фракции Специфическая 
ферментативная активность 

фактический в пересчете на 36 л удельная общая 

Источник 
фермента 

Объем 
исходного 
продукта 

мкг мкг % тыс. ед./мг тыс. ед./мг % 
Культуральная 
жидкость (КЖ) 

3,0 л 100 1200 100 959,6 1 150,8 100 

Цетавлоновый 
осадок (ЦО) 

103 г 513 513 43 536,0 275,0 23,9 

Цетавлоновый 
супернатант (ЦС)

2,5 л 12 172 14,3 638,9 109,9 9,5 

 
С учетом потерь при выделении фермента из малых объемов КЖ и цетав-

лонового надосадка полученные величины вызывают оптимистическую оценку, 
поскольку цетавлоновый надосадок является бросовым отходом и выливается в ка-
нализацию, а цетавлоновый осадок (после экстрагирования из него IgA1 протеазы) 
можно использовать для дальнейшего извлечения менингококкового А-полисаха-
рида. Общее же количество IgA1 протеазы, приходящееся на указанные источни-
ки, составляет соответственно по весу 57,3% и 33,4% — по условной активности. 

Препарат IgA1 протеазы вводили мышам линии ВALB/с внутривенно дваж-
ды в дозе 10 мкг белка, с интервалом 41 день. Кровь для определения антител бра-
ли с интервалом в 7 дней, начиная с 6 дня после первой иммунизации. Наличие 
специфических антител в сыворотках оценивали методом твердофазного ИФА 
при длине волны 492 нм. Исследованию подлежали пулы из сывороток четырнад-
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цати мышей на каждый срок. Протективную активность IgA1 протеазы оценива-
ли по уровню бактериемии у иммунизированных мышей через 4 ч после инфици-
рования их живой вирулентной культурой менингококка серогруппы В штамм 
H44/76 (В:15:Р1.7,16), а также по числу выживших животных на 5-й день после 
заражения [4]. Контролем служили не иммунизированные мыши. 

Результаты исследования. Иммунизация мышей препаратом IgA1 протеа-
зы вызывала выраженное нарастание специфических антител (рис. 1). 

Антитела к IgA1 протеазе выявлялись на 20-й день и достигали после одно-
кратной иммунизации максимального уровня на 35-й и 41-й дни. Титр их состав-
лял 1 : 320. На 12-й день после повторной иммунизации (41 + 12) титр антител 
возрастал до 1 : 2560, что свидетельствует о формировании иммунологической 
памяти. 

 

 
Рис. 1. Динамика образования специфических антител к IgA1  

протеазе в сыворотках иммунизированных мышей 

При заражении мышей менингококком серогруппы В (штамм Н44/76) на 15-й 
день после повторной иммунизации IgA1 протеазой уровень бактериемии в группе 
иммунизированных мышей снижался до 4,5 ± 0,5 КОЕ по сравнению с 10,2 ± 
± 0,9 КОЕ у контрольных, не иммунизированных мышей (рис. 2 А). 

Число выживших после заражения животных в этой в группе равнялось 27 
из 30 (90%), тогда как в контрольной группе выжили лишь 3 мыши (10%) (рис. 2Б). 

 
А Б 

  

Рис. 2. Защищенность мышей, иммунизированных IgA1протеазой, 
от заражения менингококком серогруппы В: 

А — уровень бактериемии; Б — число выживших мышей 
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Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что получен-
ный препарат IgA1 протеазы способен эффективно защищать животных при инфи-
цировании живой менингококковой культурой гетерологичного штамма. Известно, 
что лабораторная модель защиты иммунных мышей от смертельного заражения 
вирулентными штаммами менингококков адекватна создаваемой невосприимчи-
вости у людей эффективными менингококковыми вакцинами, поэтому изучаемый 
препарат IgA1 протеазы может рассматриваться как препарат для создания поли-
валентной вакцины для защиты от менингококковой инфекции различной этио-
логии. Предстоит дальнейшее изучение препаратов IgA1 протеазы, получаемых 
путем ее экстракции из продуктов культуральной среды менингококков различных 
штаммов и серогрупп, а также путем генной инженерии, на длинном пути продви-
жения вакцинного препарата в практику здравоохранения. 
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