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Введение. Ранее определены основные факторы патогенности близкородственных штаммов стрептококков 
группы Mitis разной вирулентности, к которым относятся Streptococcus pneumoniae и S. oralis. Были установлены 
различия в белковом составе выделенных из них с использованием фильтров Amicon®Ultra (Millipore, Ирландия) 
белоксодержащих фракций (БСФ) с молекулярной массой 30–100 кДа. Представляло интерес получение БСФ 
методом гель-фильтрации (БСФ-К) и определение возможности ее использования при разработке противоп-
невмококкового препарата.
Цель исследования – сравнение иммунобиологических свойств белоксодержащих фракций из штамма S. oralis, 
выделяемых разными методами, и изучение протективной активности смеси антигенов стрептококков группы Mitis.
Материалы и методы. БСФ-К получали методом эксклюзионной хроматографии на колонке с Toyopearl HW-55. 
Поверхностные белоксодержащие антигены S. oralis оценивали по содержанию белка методом Лоури и элек-
трофоретической характеристике – методом Лэммли. Протективную активность изучали в опытах активной 
защиты мышей линии BALB / c при 2‑кратном внутрибрюшинном введении 3 препаратов: БСФ и БСФ-К (по 50 мкг 
белка / мышь) и  смеси БСФ-К  + рекомбинантный атоксичный пневмолизин (raPly) (по  25 мкг белка / мышь). 
Иммунизированных мышей интраназально заражали вирулентным штаммом S. pneumoniae серотипа 3 № 10196. 
В гипериммунных сыворотках мышей определяли уровень специфических иммуноглобулиновых антител клас-
са G (IgG) с  помощью твердофазного иммуноферментного анализа. Статистическую обработку результатов 
проводили с применением параметрических и непараметрических методов сравнения.
Результаты. При сравнительном анализе серий БСФ-К и БСФ установлена их протективная активность в отношении 
вирулентного штамма S. pneumoniae; оба препарата индуцировали выработку специфических IgG-антител, не раз-
личались по выходу белка и были нетоксичны. Установлена протективная активность смеси БСФ-К + raPly.
Заключение. Показана целесообразность использования поверхностного белоксодержащего антигена S. oralis, 
полученного с помощью эксклюзионной хроматографии, в том числе в составе двухкомпонентного эксперимен-
тального препарата в смеси с несорбированным на гидроксиде алюминия raPly.
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Background. Previously, the  main pathogenicity factors of  closely related strains of  Mitis group streptococci 
of different virulence, including Streptococcus pneumoniae and Streptococcus oralis, were determined. Differences 
in the protein composition of protein-containing fractions (PCF) with a molecular weight of 30–100 kDa isolated 
from them using Amicon®Ultra filters (Millipore, Ireland) were established. It was of interest to obtain PCF by gel 
filtration (PCF-C) and the determination of the possibility of its use in the development of an antipneumococcal 
drug.
Aim. Comparison of the immunobiological properties of PCF from the S. oralis strain isolated by different methods 
and a study of the protective activity of a mixture of antigens of the Mitis group of streptococci.
Materials and methods. PCF-C was prepared by exclusion chromatography on a Toyopearl HW-55 column. Surface 
protein-containing antigens of S. oralis were assessed by protein content using the Lowry method and electrophoretic 
characteristics using the Laemmli method. The protective activity was studied in experiments on active protection 
of BALB / c mice with two intraperitoneal injections (with an interval of 14 days) of three preparations: PCF and 
PCF-C (50 μg protein / mouse) and a mixture of PCF-C + recombinant atoxic pneumolysin (raPly) (25 μg protein / 
 mouse). Immunized mice were intranasally infected with a virulent strain of S. pneumoniae serotype 3 No. 10196. 
The level of specific immunoglobulin G (IgG) antibodies was determined in the hyperimmune sera of mice using 
solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay. Statistical processing of  the  results was performed using 
parametric and nonparametric comparison methods.
Results. A  comparative analysis of  the  PCF-C and PCF series established their protective activity against 
the virulent strain of S. pneumoniae; both preparations induced the production of specific IgG antibodies, did not 
differ in protein yield and were non-toxic. The protective activity of the PCF-C + raPly mixture was established.
Conclusion. The feasibility of using a surface protein-containing antigen of S. oralis obtained using size-exclusion 
chromatography, including as part of  a  two-component experimental preparation in  a  mixture with raPly not 
sorbed on aluminum hydroxide, is demonstrated.
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Введение
В  последние годы разработка инновационных 

серотипнезависимых пневмококковых вакцин на-
правлена в основном на создание мультиантигенных 
препаратов, содержащих многочисленные протек-
тивные белковые антигены Streptococcus pneumoniae 
(детоксицированную форму пневмолизина  – dPly, 
пневмококковый поверхностный белок А  – PspA, 
белок гистидиновой триады – PhtD) [1–5]. По мне-
нию исследователей, такие вакцины могут обеспечить 
серотипнезависимую защиту от S. pneumoniae за счет 
компонентов, стимулирующих как мукозальный, так 
и системный иммунитет.

Нами ранее определены основные факторы па-
тогенности близкородственных штаммов стрепто-
кокков группы Mitis разной вирулентности, к  ко
торым относятся S. pneumoniae и  S. oralis. Были 
установлены как  общие, так и  уникальные белки 
в составе белоксодержащих фракций (БСФ) с моле-
кулярной массой 30–100 кДа, выделенные из  них 
с  применением фильтров Amicon®Ultra (Millipore, 

Ирландия) [6, 7]. Так, в обеих фракциях присутство-
вали поверхностные белки S. pneumoniae, относящи-
еся к семействам якорных белков с LPxTG-мотивом, 
холинсвязывающих белков, неклассических поверх-
ностных белков и липопротеинов; при этом в БСФ 
слабовирулентного штамма S. oralis1 преобладали 
белки адгезии и  систем метаболизма  – сериновая 
протеаза BgaA, экзо-β-галактозидаза PrtA, а  также 
ABC-транспортеры (ATP synthase binding cassette 
transporters), имеющие патогенетическое значение, – 
мальтодекстрина – MalX, марганца – PsaA, цинка – 
AdcA, железа  – PiuA, аминокислот  – LivJ, олиго-
пептидов  – AliB, а  в  БСФ вирулентного штамма  
S. pneumoniae более выражены основные факторы 
патогенности пневмококка (Ply, аутолизин  – LytA, 
цинк-металлопротеаза  – ZmpB) [7]. В  результате 
исследований установлено, что БСФ из S. oralis ак-
тивировала эффекторы врожденного и адаптивного 
иммунитета и способствовала защите мышей от за-
ражения вирулентными штаммами пневмококка се-
ротипов 3 и 6В в отличие от БСФ из S. pneumoniae 6В, 

1Штамм, ранее дифференцированный как S. pneumoniae 6В, в 2022 г. идентифицирован как S. oralis [7].
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активной только в отношении высоковирулентного 
штамма гомологичного серотипа [7, 8]. Необходи-
мость разработки серотипнезависимого препарата 
диктует целесообразность определения возможности 
использования изученной БСФ S. oralis в составе ком-
плексного двухкомпонентного экспериментального 
антигена  – смеси с  рекомбинантным атоксичным 
пневмолизином (raPly) [9] без его сорбции на гидрок-
сиде алюминия.

Поскольку применение фильтров Amicon®Ultra 
допустимо только в исследовательских целях, для вы-
деления БСФ в препаративном количестве исполь-
зовали общепринятый метод эксклюзионной хрома-
тографии, что  требует подтверждения сохранности 
иммунобиологических свойств антигена.

Цель исследования – сравнение иммунобиологи-
ческих свойств белоксодержащих фракций из штам-
ма S. oralis, выделенных разными методами, и изуче-
ние протективной активности смеси антигенов 
стрептококков группы Mitis.

Материалы и методы
Водный экстракт (ВЭ) и БСФ из штамма S. oralis, 

а также raPly мы получали, как описано ранее в ра-
ботах [7, 9].

Для эксклюзионной хроматографии использова-
ли колонку Toyopearl HW-55 (Toyo Soda Corp., Япо-
ния). При последующей фильтрации через нитроцел-
люлозную мембрану Millex-HV 0,45 µm (Merck, 
Германия) получали экспериментальный антиген – 
белоксодержащую фракцию, выделенную с колонки 
(БСФ-К). Содержание белка в получаемых препара-
тах определяли по методу Лоури [10].

Предварительную оценку белкового состава по-
лучаемых препаратов проводили методом вертикаль-
ного электрофореза в полиакриламидном геле додецил-
сульфата натрия (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis) по Лэммли в 10 % полиакриламид-
ном геле при силе тока 15 мА [11].

Иммунобиологическую активность выделенных 
белоксодержащих препаратов изучали, определяя 
их  протективную активность (в  опытах активной 
защиты мышей) и выработку к ним специфических 
иммуноглобулиновых антител класса G (IgG) с по-
мощью твердофазного иммуноферментного анали-
за. В  экспериментах использовали мышей линии 
BALB / c массой 12–14 г, полученных из питомника – 
филиала «Андреевка» ФГБУН «Научный центр био-
медицинских технологий Федерального медико-био-
логического агентства». Двукратную иммунизацию 
с интервалом 14 сут проводили путем внутрибрюшин-
ного введения 3 препаратов: БСФ и БСФ-К (по 50 мкг 

белка / мышь) и смеси БСФ-К + raPly (по 25 мкг бел-
ка / мышь), которые вводили в объеме 0,5 мл / мышь 
(в  изотоническом растворе натрия хлорида). Через 
14 дней после иммунизации мышей заражали интра-
назально введением под  эфирным наркозом 4  доз 
(в  объеме 20 мкл) взвеси вирулентного штамма  
S. pneumoniae серотипа 3 № 10196. Полулетальную 
дозу и индекс эффективности (ИЭ) определяли, как 
описано ранее [7].

Животных содержали в  условиях вивария На
учно-исследовательского института вакцин и  сы
вороток им. И. И.  Мечникова (далее  – НИИВС 
им. И. И. Мечникова) в соответствии с ГОСТ 33216–2014 
(«Руководство по содержанию и уходу за лаборатор-
ными животными. Правила содержания и  ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами»2). Ис-
следования одобрены локальным этическим коми-
тетом НИИВС им. И. И. Мечникова (протокол № 3 
от 26.04.2024).

В гипериммунных сыворотках мышей, получен-
ных при  5‑кратном внутрибрюшинном введении 
препаратов, оценивали уровень специфических 
IgG-антител. В  качестве конъюгата использовали 
меченные пероксидазой хрена антитела козы к мыши 
P-GAM Iss («Имтек», Россия). Результаты выражали 
в условных единицах (J), рассчитанных по формуле

J = ОП
анал

: (ОП
к- 

+ 0,25) × 100, 

где ОП
анал

  – оптическая плотность анализируемой 
сыворотки; ОП

к–
  – оптическая плотность отрица-

тельной контрольной сыворотки [12].
Статистическую обработку результатов проводи-

ли с применением параметрических и непараметри-
ческих методов сравнения с использованием пакета 
статистических программ BioStat D (AnalystSoft, 
США), прикладных программ Statistica for Windows 
версии 10.0 (Stat Soft, Inc., США). Достоверность 
различий между средними показателями рассматри-
вали как значимую при р <0,05.

Результаты
Эксклюзионная хроматография (гель-фильтра-

ция) – один из наиболее распространенных методов, 
основанных на разделении молекул в соответствии 
с их размером, часто используемый для разделения 
и очистки белков. Данным методом было получено 
6 серий БСФ-К, белковый состав которых исследо-
вали с помощью электрофореза.

В I серии, которую использовали для предвари-
тельной оценки условий выделения белков, на хро-
матограмме отмечено 2 пика. На 1‑й пик приходилось 

2URL: https://www.academpharm.ru/images/upload/ru/1241/zamenyayuschij_GOST_33216-2014.pdf.
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небольшое количество белка с молекулярной массой 
примерно 75 кДа. Фракции 2‑го пика содержали ос-
новную часть белков с молекулярной массой прибли-
зительно 50, 43, 37, 34, 25 кДа. Анализ результатов 
электрофореза ВЭ и выделенных из них II–VI серий 
БСФ-К показал доминирующее присутствие белка 
с молекулярной массой примерно 40 кДа во 2‑м пике 
(рис. 1). Для  последующих исследований иммуно-
биологических свойств 5 серий БСФ-К использова-
ны фракции только 2 пиков.

Для сравнительного анализа БСФ и БСФ-К серии 
антигенов были приготовлены из  2 исходных ВЭ 
(№ 29, 30). Установлено, что данные серии не разли-
чались по выходу белка (в процентном отношении 
к содержанию белка в ВЭ) (табл. 1).

В 2 экспериментах (по 5 мышей в каждой группе) 
показано, что БСФ и БСФ-К не обладали аномальной 
(острой) токсичностью, изученной в соответствии 
с  Государственной фармакопеей РФ (XV издание, 
2025 г.)3 (табл. 2).

Исследование в иммуноферментном анализе ги-
периммунных сывороток (пул от 5 мышей), получен-
ных при  иммунизации БСФ и  БСФ-К, показало 

увеличение уровня специфических IgG-антител в 3,7 
и 4,5 раза соответственно по сравнению с образцами 
сывороток контрольной группы животных (табл. 3).

В табл. 4 представлены результаты опытов актив-
ной защиты с использованием модели интраназаль-
ного заражения мышей. Установлена высокая про-
тективная активность БСФ-К в 2 опытах (ИЭ = 4,14 
в опыте № 1 и ИЭ = 6,3 – в опыте № 2). Показано 
отсутствие отличий протективной активности пре-
парата БСФ-К  по  сравнению с  БСФ, выделенной 
c  использованием фильтров Amicon®Ultra, а именно: 
значения ИЭ в опыте № 2 составили соответственно 
6,3 и 6,91. Следует отметить также протективную ак-
тивность двухкомпонентного препарата (ИЭ = 7,6) – 
смеси БСФ-К и raPly в дозе по 25 мкг / мышь, содержа-
щей в 2 раза уменьшенную дозу БСФ-К по сравнению 
с использованной в монопрепарате, и raPly, несорби-
рованного на гидроксиде алюминия.

Обсуждение
При сравнении серий БСФ и БСФ-К, полученных 

разными методами, установлено отсутствие различий 
по  выходу белка, а  при  их  электрофоретическом 
разделении показано, что  основная часть белков 

3URL: https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/.

Рис. 1. Электрофорез серий белоксодержащих фракций, полученных методом гель-фильтрации (БСФ-К), II–VI в полиакриламидном геле 
додецилсульфата натрия: а – исходный образец ВЭ № 29; БСФ-К 2‑й пик серий II и III; б – исходный образец ВЭ № 30; БСФ-К 2‑й пик серий 
IV–VI. Маркер ММ – маркер молекулярной массы, кДа; ВЭ – водный экстракт

Fig. 1. Electrophoresis of PCF-C II–VI series in sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel: a – initial sample AE No. 29; PCF-C 2nd peak of series II 
and III; б – initial sample AE No. 30; PCF-C 2nd peak of series IV–VI. Marker MW – molecular weight marker, kDa; AE – aqueous extract
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Таблица 2. Острая (аномальная) токсичность БСФ-К и БСФ, полученных из Streptococcus oralis

Table 2. Acute (abnormal) toxicity of PCF-C and PCF obtained from Streptococcus oralis

Номер 
опыта 

Experience 
number

Препарат 
Preparation

Масса мышей, г (М ± SD) 
Mouse weight, g (M ± SD) 

Увеличение 
массы через

7 сут 
Weight increase 

after 7 daysдо введе‑
ния 

before 
injection

после введения (через 24 ч) 
аfter injection (after 24 h) 

1 2 3 4 5 6 7 г  %

1

БСФ-К 
PCF-C

16,86 ± 
1,41

17,22 ± 
1,37

17,38 ± 
1,40

17,38 ± 
1,54

17,71 ± 
1,73

17,76 ± 
1,74

17,79 ± 
1,63

17,82 ± 
1,65

0,96 ± 
0,70 5,7

Контроль 
(0,9 % NaCl) 

Control 
(0.9 % NaCl) 

15,88 ± 
1,50

16,34 ± 
1,13

16,73 ± 
1,45

17,27 ± 
1,32

17,47 ± 
1,33

17,83 ± 
1,28

17,99 ± 
1,33

17,87 ± 
1,39

1,99 ± 
0,49 12,5

2

БСФ-К 
PCF-C

19,00 ± 
0,14

19,13 ± 
0,21

19,33 ± 
0,19

19,45 ± 
0,37

19,95 ± 
0,64

20,24 ± 
0,75

20,34 ± 
0,85

20,36 ± 
0,91

1,36 ± 
0,85 7,16

БСФ 
PCF

19,24 ± 
0,25

19,44 ± 
0,29

19,88 ± 
0,19

20,01 ± 
0,51

20,65 ± 
0,33

20,97 ± 
0,51

21,05 ± 
0,66

20,97 ± 
0,46

1,73 ± 
0,61 9,0

Контроль 
(0,9 % NaCl) 

Control 
(0.9 % NaCl) 

19,22 ± 
0,52

19,67 ± 
0,77

19,73 ± 
0,72

19,89 ± 
0,63

20,39 ± 
0,67

20,59 ± 
0,77

20,47 ± 
0,92

20,25 ± 
0,67

1,03 ± 
0,43 5,36

Примечание. В каждой группе использовано по 5 мышей. NaCl – натрия хлорид; M ± SD – среднее арифметическое 
значение и его стандартное отклонение. 
Note. 5 mice were used in each group. NaCl – sodium chloride; M ± SD – is the arithmetic mean and its standard deviation.

Таблица 1. Выход белка (%) в БСФ и БСФ-К, серии которых получены из водного экстракта (ВЭ) (№ 29, 30)

Table 1. Protein yield (%) in PCF and PCF-C, series of which were obtained from aqueous extract (AE) (No. 29, 30)

Номер исходного 
ВЭ 

Number initial AE

БСФ 
PCF

БСФ-К 
PCF-C

номер серии 
number series

выход белка, % 
protein yield, %

номер серии 
number series

выход белка, % 
protein yield, %

29

73 36,19 II 31,66

74 33,48 III 28,95

75 25,6

 –  – 76 26,24

77 23,48

30

79 21,49 IV 21,66

80 36,07
V 25,95

VI 37,91

M ± SD  – 29,12 ± 6,05  – 29,23 ± 6,11

Примечание. Здесь и в табл. 2–4: БСФ – белоксодержащие фракции; БСФ-К – белоксодержащие фракции, полученные 
методом гель-фильтрации; M ± SD – среднее арифметическое значение и его стандартное отклонение. 
Note. Here and in Tables 2–4: PCF – protein-containing fractions; PCF-C – protein-containing fractions obtained by gel filtration;  
M ± SD – is the arithmetic mean and its standard deviation.
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характеризуется небольшой молекулярной массой. 
Учитывая данные литературы и проведенного ранее 
протеомного анализа БСФ [7], можно предположить 
в БСФ-К содержание поверхностных белков моле-
кулярной массой 30–45 кДа, отвечающих за ключе-
вые факторы метаболизма, участвующие в патогенезе 
пневмококковой инфекции, а особенно в колониза-
ции и адгезии. Из таких белков можно отметить ли-
попротеины, относящиеся к  АВС-транспортерам, 
особенно транспортеры мальтодекстрина (MalX), 
железа (PiuA) и марганца (PsaA), аминокислот (livJ) 
и липопротеин SP_0845, а также транспортер цинка 
(AdcA), соответствующий молекулярной массе 56 кДа; 
неклассические поверхностные белки – энолаза (Eno), 
глицеральдегид-3‑фосфатдегидрогеназа (Gap), белок 
теплового шока сериновая протеаза (HtrA). Учитывая 
в выделенных белоксодержащих антигенах наличие 
белков, связанных с адгезией и колонизацией, модель 
интраназального заражения мышей является адекват-
ной для динамического наблюдения за развитием ин-
фекционного процесса в легких, в том числе при изу-
чении протективных свойств антигенов [13].

Представленные результаты изучения иммуно-
генных свойств, протективной активности и аномаль-
ной (острой) токсичности показали, что  БСФ 
и БСФ-К не различались по иммунобиологическим 
свойствам, что предполагает дальнейшее использо-
вание эксклюзионной хроматографии для получения 

поверхностного белоксодержащего антигена с моле-
кулярной массой 30–100 кДа в препаративном коли-
честве.

Принимая во внимание, что для защиты при ес
тественной инфекции имеет значение не только гу-
моральный, но и клеточный иммунный ответ, а так-
же отмечая возможные адъювантые свойства БСФ-К, 
констатируем, что  дальнейшие исследования в  на-
правлении разработки противопневмококковой двух-
компонентной смеси поверхностного белоксодержа-
щего антигена S. oralis и raPly перспективны. Об этом 
также свидетельствуют ранее полученные данные 
о влиянии БСФ на врожденный и адаптивный имму-
нитет, в  частности повышение количества клеток 
с маркерами терминальной дифференцировки ден-
дритных клеток (cluster of differentiation – CD) CD83 
и MHCII (главного комплекса гистосовместимости 
класса II – major histocompatibility complex class II) 
и,  соответственно, увеличение количества клеток 
с маркером Т-хелперов (CD45+ / CD4+), цитотокси-
ческих лимфоцитов (CD8a+ / CD3) и В-лимфоцитов 
(CD45+ / CD19+ / CD5+) [8, 14]. При исследовании raPly, 
сорбированного на геле гидроксида алюминия, были 
установлены его протективная активность при ин-
траназальном способе заражения, а также значимое 
увеличение титра IgG-антител к пневмолизину после 
2- и 3‑кратной иммунизаций [15]. Следует отметить, 
что рекомбинантные белковые антигены слабо им-
муногенны и  требуют использования носителей 
и адъювантов. В нашем исследовании показана про-
тективная активность двухкомпонентной смеси, со-
держащей уменьшенную в 2 раза дозу БСФ-К и не-
сорбированный на гидроксиде алюминия raPly, что 
говорит в пользу адъювантных свойств белоксодержа-
щей фракции и требует дальнейших исследований.

Перспективными представляются также иссле-
дования по  созданию трехкомпонентной смеси 
с включением в состав кандидатных вакцин капсуль-
ных полисахаридов наиболее актуальных серотипов 
S. pneumoniae.

Заключение
Полученные в настоящем исследовании резуль-

таты показали целесообразность использования по-
верхностного белоксодержащего антигена S. oralis, 
полученного с помощью эксклюзионной хромато-
графии, в  том числе в  составе двухкомпонентного 
экспериментального препарата в смеси с несорбиро-
ванным на геле гидроксида алюминия raPly.

Представляется обоснованным дальнейшее изу-
чение белкового состава и адъювантных свойств бе-
локсодержащего антигена (БСФ-К), в  том числе 
в составе комплексного препарата с другими реком-
бинантными белками и капсульными полисахарида-
ми актуальных серотипов S. pneumoniae.

Таблица 3. Уровень специфических иммуноглобулиновых антител 
класса G к БСФ из Streptococcus oralis у мышей, иммунизированных 
БСФ и БСФ-К

Table 3. Levels of specific immunoglobulin G antibodies to PCF from 
Streptococcus oralis, in mice immunized with PCF and PCF-C

Сыворотка (рабочее разведение 1:320) 
Serum (working dilution 1:320) 

ОП 
OD

J

1. БСФ 
1. PCF

0,73 158,7

2. БСФ-К 
2. PCF-C

0,89 193,5

3. Контрольная 
3. Control

0,21 42,9

4. Референс-сыворотка 
4. Reference serum

0,24 49

Примечание. 3 – контрольная сыворотка, полученная 
от неиммунизированных мышей; 4 – сыворотка интакт-
ных мышей, используемая в лаборатории иммунохимиче-
ской диагностики в качестве референс-контроля; 
ОП – оптическая плотность при рабочем разведении; 
J – условные единицы [12]. 
Note. 3 – control serum obtained from unimmunized mice; 4 – serum 
of intact mice used in the laboratory of immunochemical diagnostics 
as a reference control; OD – optical density at working dilution; 
J – conditional units [12].
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