
ОБЗОРЫ 

  КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2006 

УДК 615.371.012.6 
С. В. Дентовская1, Р. 3. Шайхутдинова1, Ю А. Книрель2, С. Л. Иванов1, А. II. Анисимов1 

КОНСТРУИРОВАНИЕ ВАКЦИННЫХ ШТАММОВ ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ 
СО СНИЖЕННОЙ РЕАКТОГЕННОСТЬЮ 

1Государственный научный центр прикладной микробиологии. Оболенск, Московская обл., 2Институт органической химии 
им. Н. Д. Зелинского РАН, Москва 

Основным недостатком используемых в настоящее время 
живых и убитых вакцин на основе грамотрицательных бактерий 
является высокая реактогенность, определяемая наличием в их 
составе липополисахарида. В обзоре рассматриваются биосин-
тез липида А - структурного компонента липополисахарида, отве-
чающего за его эндотоксическую активность, а также гены, от-
ветственные за его синтез. Особое внимание уделено генно-
инженерному способу уменьшения реактогенности вакцинных 
штаммов, заключающемуся в нокаутном мутагенезе генов 
waaM и(или) waaN, отвечающих та присоединение к липиду А вто-
ричных ацильных заместителей — остатков лауриновой и мири-
стиновой кислот. 

Введение 

Классические вакцинные препараты, вклю-
чающие в свой состав антигены, можно подразде-
лить на три типа: "химические" (субъединичные, 
молекулярные), живые (аттенуированные) и уби-
тые. Между инактивированными (убитыми и "хи-
мическими") и живыми (аттенуированными) вакци-
нами имеются существенные различия. Важным 
параметром, влияющим на эффективность инак-
тивированной вакцины, является количество со-
держащегося в ней антигена. В живых вакцинах 
оно не велико, но и результате размножения в ор-
ганизме вакцинированное животного или челове-
ка число введенных микроорганизмов увеличива-
ется в тысячи раз. "Химические" и убитые вакци-
ны приходится вводить в виде нескольких доз, 
чтобы добиться напряженного иммунного ответа. 
Во время вакцинального процесса иммунный от-
вет развивается на многие из антигенов микроор-
ганизма, однако резистентность к инфекции зави-
сит главным образом от иммунного ответа на не-
большое число релевантных антигенов, распола-
гающихся на клеточной поверхности. Очевидно, 
что используемые в настоящее время вакцины, 
которые состоят из живых и (особенно) из уби-
тых бактерий, индуцируют в значительней степе-
ни нерелевантный иммунный ответ, а также об-
ладают выраженной реактогенностью за счет 
присутствия в их составе экзотоксинов и липопо-
лисахаридов (ЛПС) [1, 6]. 

"Химические" вакцины позволяют за счет вве-
дения в их состав только иммунодоминантных ан-
тигенов или кодирующих их генов значительно 
снизить реактогенность препарата в целом, эффек-
тивны для ревакцинации, могут быть использова-
ны на фоне экстренной профилактики антибиоти-
ками и исключают возможность возникновения 
инфекционного процесса у лиц с нарушениями 
иммунного статуса. Однако вакцины, сконструи-
рованные на основе одного двух индивидуальных 
иммунодоминантных антигенов или кодирующих 
их генов (в случае ДНК-вакцин), не являются иде-
альными, так как не могут обеспечить защиту от 
всех  вирулентных  вариантов  возбудителя  инфек- 

ции. Отсутствие у патогена антигенов, использо-
ванных в составе вакцины, или присутствие их се-
рологически различающихся вариантов позволяют 
измененным формам микроорганизмов уклоняться 
от иммунитета, индуцированного подобной вакци-
нацией [9]. 
В конечном счете тип используемой вакцины оп-

ределяется особенностями патогенеза инфекционно-
го заболевания и широтой спектра антигенной из-
менчивости его возбудителя. Так, патогенез дифте-
рии или столбняка определяется прежде всего дейст-
вием дифтерийного токсина или нейротоксина - те-
таноспазмина, а иммунитет является преимущест-
венно гуморальным. В связи с этим для специфиче-
ской профилактики данных инфекций используют 
адсорбированные анатоксины (АД-М-анатоксин и 
АС-анатоксин). Из 12 сероваров менингококков наи-
более часто вызывают септицемию и развитие ме-
нингита бактерии вариантов А, В и С, и для специ-
фической профилактики используют вакцину на ос-
нове секретируемых в культуральную среду полиса-
харидов сероваров А и С. Вакцина против внутри-
больничной синегнойной инфекции представляет 
собой смесь убитых культур штаммов 7 сероваров 
синегнойной палочки. Живые вакцины на основе ат-
тенуированных штаммов используют для профилак-
тики бруцеллеза, туляремии, чумы и других инфек-
ционных заболеваний [6]. 
Основным недостатком используемых в настоя-

щее время живых и убитых вакцин на основе гра-
мотрицательных бактерий является высокая реакто-
генность, определяемая наличием в их составе ЛПС 
(эндотоксина) [2. 6, 19, 40]. Таким образом, для сни-
жения реактогенности этих вакцин необходимо сни-
зить токсичность входящего и их состав ЛПС. 

 

Взаимосвязь структуры и эндотоксической 
активности ЛПС. Биосинтез липида А 

 

ЛПС вместе с белковыми компонентами 
формирует мозаичную структуру наружного слоя 
внешней мембраны грамотрицательных бактерий. 
Полная молекула ЛПС содержит гидрофобную 
часть — липид А, к которой через олигосахарид, 
называемый кором, присоединяется О-антигенный 
полисахарид. Эта так называемая S-форма ЛПС 
(smooth - гладкий) характерна для большинства 
представителей семейств Enterobacteriaceae, Pseu-
domonadaceae, Pasteurellaceae и Vibrionacaea, a так-
же других грамотрицательных бактерий "дикого" 
типа, образующих колонии гладкой формы [5, 
41]. Микроорганизмы, формирующие колонии ше-
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Длина цепи (чис-
ло атомов С) в 
первичных ациль-
ных заместителях 

Вторичные 
ацильные замес-

тители Источник липида А 

l m n o R1 R2 R3 R4 

Escherichia coli, 
Salmonella enterica 

14 14 14 14 14:0 12:0 H H 

Y. pestis 14 14 14 14 12:0 16:1 H Н 
Yersinia pseudotubercu- 14 14 14 14 H 16:0 16:0 Н 

N. meningitidis 12 14 12 14 H 12:0 H 12:0

Рис 1. Структура гексаацилированной формы липида А некото-
рых бактерий (по данным [13]). 

У некоторых бактерий могут присутствовать более (E. coli, S. enterica) или менее 
(Y. pestis) высокоацилированные формы липида А. Фосфатные группы липида А 
могут нести полярные заместители, такие как этаноламин, фосфоэтаноламин или 4-

амино-4-дезоксиарабиноза. 
роховатой формы, являются природными или искус-
ственно полученными R-мутантами (rough -
шероховатый), продуцирующими молекулы ЛПС, 
лишенные полисахаридной цепи. R-форма ЛПС ха-
рактерна для клинических и природных изолятов 
Neisseria spp., Haemophilus spp., Branhamella spp., 
Bordetella pertussis, и Yersinia pestis [12, 21, 32, 37, 38, 
44, 52]. 
В организме млекопитающих липид А, ответст-

венный за эндотоксические свойства ЛПС, вызывает 
такие патофизиологические эффекты, как лихорадка, 
тахикардия, лейкопения и гипотензия, являющиеся 
симптомами сепсиса и септического шока. Молеку-
лярные механизмы этих эффектов включают в себя 
активацию различных клеток хозяина, в частности, 
моноцитов и макрофагов, ведущую к секреции окиси 
азота, вазоактивных липидов, биоактивных медиато-
ров (цитокинов): IL-1 (interleukin), IL-6, IL-12 и TNF-
α (tumor necrosis factor) [22, 43]. В низких концен-
трациях цитокины необходимы для функционирова-
ния иммунной системы и ее борьбы с внедрившими-
ся микроорганизмами, тогда как в высоких концен-
трациях они вызывают токсические эффекты. 
Химическое строение липида А в настоящее вре-

мя достаточно хорошо изучено. У всех энтеробакте-
рий и многих других грамотрицательных бактерий 
липид А содержит в своей основе бисфосфорилиро-
ванный дисахарид, построенный из двух β(1′-6)-
связанных остатков D-глюкозамина (GlcN I и 
GlcN II),       ацилированный       (R)-3-гидроксимири- 

стиновой кислотой в положениях 2, 3, 2′ и 3′ и фос-
форилированный в положениях 1 и 4′ (рис. 1) [39,53]. 
Гидроксильная группа в положении 6 остатка GlcN II 
служит местом присоединения олигосахарида кора [4, 
40]. Последние этапы биосинтеза липида А включают 
присоединение вторичных жирнокислотных остатков. 
Например, у сальмонелл и эшерихий остатки лаури-
новой (С12:О) и миристиновой (С14:О) кислот при-
соединяются к остатку GlcN II в положения 2′ и 3′ с 
образованием несимметричной (4+2) структуры ли-
пида А (рис. 1). В имеющем симметричную (3+3) 
структуру липиде А Neisseria meningitidis остатки 
3-гидроксимиристиновой кислоты в положениях 2 и 
2′ несут вторичные ацильные заметители 12:0, а в по-
ложениях 3 и 3’ находятся неацилированные остатки 
3-гидроксилауриновой кислоты [29]. 
Ферменты и гены, отвечающие за консервативные 

этапы биосинтеза липида А, первоначально были вы-
явлены и охарактеризованы для E. coli, а затем и для 
других бактерий (рис. 2) и подробно рассмотрены в 
обзорной работе C.R.H. Raetz, C. Whitfield [41]. Ацил-
трансферазы, отвечающие за присоединение к липиду 
А вторичных ацильных заместителей - остатков лау-
риновой и миристиновой кислот, кодируются генами 
waaM (также обозначаемый как htrB или lpxL) и waaN 
(также обозначаемый как msbB или lpxM) соответст-
венно. Оба фермента, кодируемых этими генами, яв-
ляются Kdo-зависимыми (Kdo - 3-дезокси-D-манно-
окт-2-улозоновая (кетодезоксиоктоновая) кислота), то 
есть требуют ее предварительного присоединения к 
остатку GlcN II [11, 15, 34, 41, 49]. waaM был впервые 
описан как ген, необходимый для роста E. coli на бо-
гатых средах при температурах культивирования, 
превышающих 33 ºС, в то время как waaN был иден-
тифицирован как один из мультикопийных супрессо-
ров waaM [25, 26, 42]. При оптимальном протекании 
реакции биосинтеза продукт гена waaM переносит 
лаурат на Kdo2-lipid IVA, после чего ацилтрансфераза, 
кодируемая waaN, добавляет миристат, что ведет к 
полностью ацилированному липиду А (рис. 2). Нук-
леотидные последовательности обоих генов гомоло-
гичны на 27,5 %. 
Исследование препаратов липида А, выделенных 

из различных бактерий "дикого" типа, и их синтети-
ческих аналогов показало, что для проявления полно-
го токсического эффекта необходимо присутствие 
дисахаридной основы, несущей две фосфатные груп-
пы и шесть остатков жирных кислот, расположенных 
также, как в липиде А E. coli (рис. 1). Молекулы, ли-
шенные одного из этих компонентов или имеющие 
другое их расположение, заметно менее активны или 
вовсе не обладают эндотоксической активностью [8]. 

 

Конструирование и биологические свойства waaM- 
и waaN-мутантов 

 

К настоящему времени сконструированы штаммы 
с мутациями в waaM- и/или waaN- генах E. coli [45, 
46], Haemophilus influenzae [30], S. enterica [28, 31], 
N. meningitidis и Neisseria gonorrhoeae [51; 36], Shig-
ella flexneri [16], Y. pestis [7, 3] и Y. pseudotuberculosis 
[3]. 

waaM- и waaN-мутанты E. coli. Впервые waaN 
нокаутный   мутант   был   получен   J. Somerville и со-

4 



 

Ген Фермент Функция фермента Продукт реакции 
lpxA ацилтрансфераза 

LpxA 
перенос 3-гидроксимиристиновой кислоты с белкового носителя 
(ACP, acyl-carrier-protein) на 3-гидрокси-группу UDP-GlcNAc 

UDP-3-O-(3-гидрокси-миристоил)-GlcNAc 

lpxC деацетилаза LpxC удаление N-ацетильной группы из UDP-3-ацил-GlcNAc UDP-3-O-(3-гидрокси-миристоил)-GlcN 
lpxD ацилтрансфераза 

LpxD 
перенос 3-гидроксимиристиновой кислоты с ACP на 2-амино-
группу UDP-3-ацил-GlcN 

UDP-2,3-ди-O-(3-гидрокси-миристоил)-GlcN 

lpxH пирофосфатаза LpxH расщепление пирофосфатной связи в UDP-2,3-диацил-GlcN 2,3-ди-O-(3-гидроксимиристоил)-GlcN-1-
фосфат (липид Х) 

lpxB дисахарид-синтаза 
LpxB 

конденсация липида Х с UDP-2,3-диацил-GlcN 1-монофосфорилированный дисахарид 

lpxK киназа LpxK фосфорилирование дисахарида в положение 4′  1,4’-бисфосфорилированный дисахарид (ли-
пид IVА) 

waaA трансфераза WaaA присоединение двух остатков Kdo к липиду IVА Kdo2-липид IVА 
waaM ацилтрансфераза 

WaaM 
перенос лауриновой кислоты с ACP на 3-гидроксимиристиновую 
кислоту в положении 2′ остатка GlcN II 

waaN ацилтрансфераза 
WaaN 

перенос миристиновой кислоты с ACP на 3-
гидроксимиристиновую кислоту в положении 3′ остатка GlcN II 

Kdo2-липид A 

Рис 2. Путь биосинтеза области Kdo2-липид А в штамме E. coli K-12 и гены, ответственные за синтез липида А (из обзора [41]). 

авт. [45] на модели штамма E. coli K-12. Химиче-
ский анализ ЛПС, выделенного из мутантного 
штамма, подтвердил отсутствие остатка миристи-
новой кислоты и формирование пентаацильной 
структуры липидной части молекулы. Исходный 
штамм кишечной палочки и его waaN-мутант не 
отличались по скорости роста. Изменение структу-
ры ЛПС мутантного штамма вело к филаментации 
клеток, выращенных при температуре 37 °С, но не 
при 30 °С, снижению в популяции числа бактерий, 
образующих капсулы, увеличению депозиции С3-
компонента       комплемента       и       возрастанию 

фагоцитоза как опсонизированных, так и не опсони-
зированных клеток. Мутантный штамм оставался 
устойчивым к бактерицидному действию сыворотки 
[46]. 
Живые бактерии waaN-мутанта штамма E. coli K-

12 и полученные из них препараты ЛПС характери-
зовались 1000-10000-кратным снижением способно-
сти стимулировать продукцию Е-селектина эндоте-
лиоцитами и TNF-α моноцитами человека [45]. Из-
вестно, что одни и те же структурные варианты ли-
пида А оказывают разнонаправленное действие      
на   индукцию       эндотоксического       эффекта     у
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человека и мыши. Так, липид IVА кишечной палочки 
(рис. 2) действовал in vitro как антагонист ЛПС, ко-
гда тестировался с фагоцитами человека, но являлся 
сильным агонистом в мышиных фагоцитах. Данные 
отличия связывают с различиями в специфичности 
ЛПС-рецепторов человека и мыши [17,20]. Действи-
тельно, на модели мышей не было отмечено досто-
верного снижения токсичности препаратов ЛПС, 
изолированных из waaN-мутанта, по сравнению с 
ЛПС из исходного штамма E. coli JM83 [46]. Полу-
ченный waaN-мутант клинического изолята E. coli 
Н16 характеризовался всего 10-кратным возрастани-
ем величины ЛД50 для BALB/c-мышей по сравнению 
с исходным штаммом [46]. 

D.M. Hone et al. [23] показали, что стимуляция 
моноцитов периферической крови человека препа-
ратом ЛПС, изолированным из штамма E. coli с му-
тациями в генах waaM и waaN, в отличие от ЛПС 
исходного штамма не индуцирует измеримых уров-
ней продукции TNF-α и IL-1β. Более того, при одно-
временном введении с полноценным ЛПС мутант-
ный вариант выступал в качестве антагониста сек-
реции TNF-α. 

waaM- и waaN-мутанты S. enterica sv. Typhimu-
rium. Большинство исследователей считают, что от-
сутствие дефектов роста у waaN-мутантов E. coli K-
12 и S. enterica sv. Typhimurium [26, 28, 45, 50] по 
сравнению с другими мутациями в липиде А, яв-
ляющимися или летальными для клетки, или приво-
дившими к формированию температуро-
чувствительного фенотипа, как в случае с waaM му-
тантами [25], свидетельствует о том, что миристино-
вая кислота не играет существенной роли в барьер-
ной функции внешней мембраны клетки. Однако, по 
данным S.R. Murray et al. [33], waaN-мутанты 
S. enterica sv. Typhimurium, в отличие от подобных 
мутантов лабораторных штаммов E. coli, проявляли 
необычный характер роста. Культивирование бакте-
рий в Lauria-Bertani (LB) бульоне при температуре 
37 ºС вело к удлинению, раздуванию клеток и прак-
тически прекращению их роста. В то же время му-
тантный штамм хорошо рос на LB-агаре, не содер-
жащем хлорида натрия, или LB-бульоне и агаре без 
хлорида натрия, но содержащих ионы магния и 
кальция. Так как ЛПС является жизненно важным 
структурным компонентом внешней мембраны гра-
мотрицательных бактерий, можно предположить, 
что дефекты в его молекуле могут приводить к по-
явлению вторичных мутаций. Действительно, экст-
рагенные компенсаторные мутации, частично су-
прессирующие дефекты роста, возникали с высокой 
частотой (∼ 10-4), и подобные клоны значительно об-
гоняли в скорости роста колонии исходных waaN-
мутантов. Была идентифицирована одна из данных 
мутаций – рецессивная IS10 вставка в ген somA, 
функция которого в настоящий момент неизвестна. 
Подобно препаратам ЛПС из waaN-мутантов 

E. coli липополисахариды из waaN-мутантов 
S. enterica sv. Typhimurium, описанные S.A. Khan 
et al.  [28]  и  K.B. Low et al.  [31],  обладали  сни-
женной эндотоксичностью по сравнению с ЛПС 
штаммов дикого типа. Так, липид А из waaN-
мутанта С5 этой бактерии характеризовался сни-
женной способностью индуцировать продукцию 
провоспалительных     цитокинов     и    NO    у   
мышей  in  vitro    и    in  vivo.         Мутантные     бак- 

терии не проявляли снижения жизнеспособности при 
повышении температуры культивирования и синте-
зировали полноразмерные О-антиген-содержащие 
молекулы ЛПС, лишенные остатка миристиновой 
кислоты. При внутривенном заражении BALB/c мы-
шей кинетика размножения мутантного и исходного 
штаммов S. typhimurium С5 была подобна. Однако, 
вызывая высокие уровни обсемененности селезенки 
и печени (∼ 109 бактерий на орган), мутантный штамм 
приводил к гибели лишь 10 % животных, в то время 
как 100 % BALB/c мышей, зараженных штаммом ди-
кого типа, гибли при обсемененности ∼ 108 бактерий 
на орган [28]. 

R. Kalupahana et al. [24] исследовали влияние му-
тации по гену waaN в клетках S. enterica sv. Typhi-
murium на стимуляцию дендритных клеток, являю-
щихся центральным звеном индукции иммунного от-
вета. Установлено, что лишенный миристиновой ки-
слоты липид А характеризовался двукратным сниже-
нием способности индуцировать секрецию провоспа-
лительных цитокинов TNF-α и IL-1β, а также iNOS 
(inducible nitric oxide synthase) в дендритных клетках 
и макрофагах мыши, обработанных живыми или 
инактивированными нагреванием сальмонеллами. 
При этом снижение эндотоксической активности за-
висело от соотношения числа бактериальных и денд-
ритных клеток ИМИ (индекс множественности ин-
фекции) и проявлялось только при значениях ИМИ 
0,5 и ниже. S.A. Khan et al [28] использовали в своей 
работе ИМИ = 0,05. По данным R. Kalupahana et al. 
[24] при ИМИ = 5 и выше потеря вторичной мири-
стиновой группы в липиде А S. enterica sv. Typhi-
murium не влияла на его эндотоксические свойства. 
Подобные результаты получены также G.L. Dixon 
et al. [18], обнаружившими отсутствие снижения 
уровней цитокиновой индукции при стимуляции 
дендритных клеток человека lpxA-мутантом N. men-
ingitidis, лишенным ЛПС, при высоких значениях 
ИМИ. 
Показана возможность использования аттенуиро-

ванных с помощью ауксотрофных мутаций штаммов 
сальмонелл в качестве противоопухолевых агентов, 
предпочтительно размножающихся в опухолевых 
тканях и продуцирующих ферменты, обладающие 
противоопухолевой активностью [35]. Однако, необ-
ходимость внутривенного введения бактерий, ЛПС 
которых способен индуцировать TNFα-
опосредованный септический шок, является значи-
тельным ограничением в их применении. Данная 
проблема была решена методом генетической моди-
фикации липида А. По данным K.B. Low et al. [31] 
waaN-мутант штамма YS72 S. enterica sv. Typhi-
murium (гиперинвазивный, purI, xyl) сохранял спо-
собность аккумулироваться в опухолевых тканях, 
имплантированных мышам подкожно, и подавлять их 
рост. В отличие от ЛПС, выделенного из дикого 
штамма, который в дозе 1 нг был способен индуци-
ровать детектируемые уровни продукции TNF-α мо-
ноцитами периферической крови человека, дости-
гавшие максимальных значений при концентрации 
10 нг, ЛПС из waaN-мутанта не генерировал ответа в 
дозе 100 мкг. Данный мутант характеризовался 
10000-кратным, по сравнению с исходным штаммом, 
возрастанием    величины   ЛД50    для   мышей 
C57B6.               Таким           образом,           подобная 
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модификация липида А опухолево-специфичных 
бактериальных векторов позволяет предотвратить 
развитие септического шока и подтверждает, что 
антиопухолевая активность этих бактерий не зави-
сит от индукции TNF-α. Последующее удаление 
маркеров устойчивости к антибиотикам позволило 
получить генетически стабильный после множества 
генераций (> 140 генераций in vitro и пять дней 
роста в опухоли in vivo) чувствительный к антибио-
тикам дериват VNP20009 S. enterica sv. Typhi-
murium [14]. Мутация в гене waaN приводила к не-
значительному замедлению роста бактерий на LB-
агаре. Возрастание скорости роста коррелировало с 
ростом устойчивости к (этилендиок-
си)диэтилендинитрилотетрауксусной кислоте 
(EGTA) и являлось следствием компенсирующих 
мутаций вне гена waaN. EGTAR фенотип был ис-
пользован авторами как стабильный маркер. Через 
24 ч после внутривенного введения мышам и нече-
ловекообразным обезьянам в дозе 1 × 106 КОЕ/мл 
штамм VNP20009 S. enterica sv. Typhimurium не 
высевался из крови. Доклинические токсикологиче-
ские исследования на обезьянах подтвердили безо-
пасность внутривенного введения мутантного 
штамма. 

waaM- и waaN-мутанты N. meningitidis. В отли-
чие от E. coli и большинства других грамотрица-
тельных бактерий менингококки способны расти 
без ЛПС при инактивации lpxA, который кодирует 
ацилтрансферазу, необходимую для начального 
этапа биосинтеза липида А [47]. P. Van der Ley et al. 
[51] идентифицировали в последовательностях ге-
номов N. meningitidis и N. gonorrhoeae гомологи ге-
нов waaM и waaN. Процент гомологии идентифи-
цированных генов с waaM E. coli несколько выше, 
чем с waaN, что согласуется с отсутствием в липи-
де А N. meningitidis ацилирования в положении 3′ 
(рис. 1). Химический анализ ЛПС из штамма 
N. meningitidis с инактивированным геном waaM 
показал пентаацильную структуру липида А, в ко-
торой отсутствовала вторичная лауриновая кислота 
в положении 2’ остатка GlcN II. При иммунизации 
мышей клетками N. meningitidis "дикого" типа было 
показано, что образующиеся бактерицидные анти-
тела являются главным образом PorA-
специфичными, а ЛПС функционирует как адъю-
вант, но не иммуноген [48]. Липополисахарид му-
тантного штамма при совместном введении с ком-
плексом белков внешней мембраны N. meningitidis 
сохранял адъювантную активность в отношении 
белых мышей при одновременном 100-кратном по 
сравнению с исходным штаммом снижении индук-
ции TNF-α клеточной линией человеческих макро-
фагов Mono-Mac-6. Подобная комбинация снижен-
ной токсичности и сохраненной адъювантной ак-
тивности впервые описана для бактериального 
штамма, содержащего мутации в генах waaN или 
waaM, и, возможно, связана с уникальным строени-
ем липида А N. meningitidis, в частности, с отсутст-
вием в нем кислоты 14:0. 

waaN-мутанты Y. pestis и Y. pseudotuberculosis. 
waaN мутанты Y. pestis были получены на основе 
вакцинного штамма EV линии НИИЭГ и аттенуи-
рованных штаммов КМ218 и KIMD1, а аналогич-
ные мутанты Y. pseudotuberculosis на основе штам-
ма 4573 [7, 3]. Бактерии мутантных штаммов, как и 
waaN    мутанты      S. enterica     sv.    Typhimurium, 

практически не росли на агаре Хоттингера, но хо-
рошо росли на агаре Хоттингера без хлорида натрия. 
Компенсаторные мутации, супрессирующие дефек-
ты роста, возникали после трех-четырех пассажей 
рекомбинантных штаммов на жидких питательных 
средах, содержащих хлорид натрия. Полученные 
мутанты практически не отличались от штаммов 
"дикого типа" по культуральным свойствам. Изуче-
ние химической структуры ЛПС, изолированного из 
waaN-мутанта Y. pestis KM218msbB, выращенного 
при температуре 25 ºС, подтвердило отсутствие гек-
саацильных вариантов липида А. На модели акти-
мицин D-сенсибиллизированных мышей мутантные 
бактерии Y. pestis и выделенные из них препараты 
ЛПС были в 4-10 раз менее токсичны, чем их исход-
ные варианты. Вирулентность для белых мышей 
waaN-мутанта Y. pseudotuberculosis 
(ЛД50 = 7,2 × 106 КОЕ) снизилась, по сравнению с 
исходным штаммом (ЛД50 = 4,1 × 104 КОЕ), на два 
порядка. 

З а к л ю ч е н и е  
Суммируя вышеизложенное, отметим, что установ-
ление структурно-функциональной организации 
ЛПС позволило приступить к направленному конст-
руированию штаммов грамотрицательных бактерий, 
обладающих сниженной на несколько порядков эн-
дотоксической активностью. Можно ожидать, что 
использование мутантов с редуцированным числом 
вторичных ацильных заместителей в липиде А в ка-
честве продуцентов биологически активных веществ 
для фармацевтической промышленности даст воз-
можность значительно повысить степень очистки 
конечного продукта от эндотоксина. Уже проведены 
доклинические испытания штамма S. enterica sv. Ty-
phimurium VNP20009, разработанного для терапии 
онкологических заболеваний. 
Использование аттенуированных waaN- и waaM-

мутантов в качестве вакцинных штаммов может 
привести к разработке нового поколения живых и 
убитых вакцин, обладающих пониженной реакто-
генностью. Принимая во внимание то, что одни и те 
же структурные варианты липида А могут вызывать 
эндотоксические эффекты разнонаправленного дей-
ствия у человека и мыши [17] или отличаться по 
степени токсичности для этих видов на несколько 
порядков [27, 45, 46], можно прогнозировать, что 
наиболее выраженный эффект снижения реактоген-
ности будет проявляться при клиническом примене-
нии подобных вакцин, а не при их испытаниях на 
лабораторных животных. 
Учитывая, что waaN-мутанты, в отличие от бак-

терий, дефектных по гену waaM, не являются темпе-
ратуро-чувствительными [26], именно они являются 
оптимальными для конструирования живых вакцин, 
так как в ходе развития вакцинального процесса 
бактерии должны одну-две недели персистировать в 
макроорганизме при температурах выше 36 ºС. В 
свою очередь, waaM-мутанты могут быть использо-
ваны при температурах культивирования, не превы-
шающих 33 ºС, в качестве основы для убитых вак-
цин.
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The main shortcoming of the modern live and killed vaccines based 
on gram-negative bacterial strains is their ability to cause adverse reactions. 
The majority of the adverse reactions are associated with the effect of biologi-
cal activity of lipopolysaccharide. The report covers the problems concerned 
with biogenesis of the lipid A, lipopolysaccharide structural component, re-
sponsible for its endotoxic activity, as well as with genes determining lipid A 
synthesis. The special attention is paid to gene-engineering technique for re-
duction of adverse reactions of vaccine strains that is based on knock-out 
mutagenesis of genes waaM and/or waaN responsible for addition of lauroyl 
and myristoyl residues to the distal glucosamine unit lipid A, generating acy-
loxyacyl moieties. 
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