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Из Pantoea agglomerans П324 выделен и охарактеризован липополисахарид (ЛПС), в результате мяг-
кого кислотного гидролиза которого были получены фракции липида A и O-специфического поли-
сахарида (ОПС). Исследования методом масс-спектрометрии HR ESI с отрицательными ионами
показали гетерогенность липида A, основной формой которого является гексаацилированное про-
изводное, содержащее бифосфорилированный дисахарид GlcN, четыре остатка 14:0 (3-OH), один
остаток 18:0 и один остаток 12:0 жирных кислот. На основании моносахаридного состава, спектров
ЯМР и расчетных методов показано, что ОПС представлен дисахаридными повторяющимися еди-
ницами: →3)-α-L-Rhap-(1→4)-α-D-Glcp-(1→. ЛПС P. agglomerans П324 оказывал токсическое и
пирогенное действие. Изучение влияния ЛПС и его структурных компонентов на активность пеп-
тидаз Bacillus показало, что ОПС и липид A играют значительную роль в гидролизе фибрина проте-
азами Bacillus, но не влияют на активность протеазы 2 B. thuringiensis ИМВ B-7465 и протеазы 1
B. thuringiensis ИМВ B-7324. Гидролиз эластина усиливался в присутствии ОГ-кора и липида А, в то
время как отмечено ингибирующее влияние отдельных фракций на гидролиз коллагена по сравне-
нию с действием нативного ЛПС.
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Pantoea agglomerans является одним из самых
распространенных микроорганизмов, по мень-
шей мере, на территории, заселенной людьми.
Эти бактерии могут конкурировать и выживать в
различных средах, что делает их полезными для
биоконтроля, биоремедиации и биодеградации.
Первоначально, представители этого вида были
обнаружены в растениях (Walterson, Stavrinides,
2015), позднее – в воздухе, почве, воде, пыли,
продуктах животного происхождения, теле чле-
нистоногих и других животных, а иногда и в кро-
ви человека, ранах и внутренних органах (Völksch,
et al., 2009; Walterson, Stavrinides, 2015). Предста-
вители данного вида бактерий могут быть как по-
лезными, в частности, стимулировать выработку
веществ, эффективных при лечении рака и других
заболеваний (Kohchi et al., 2006), так и патоген-
ными для человека, вызывая заболевания у лю-
дей, которые вдыхают органическую пыль (Ry-
lander, Burrell, 1987).

Структура макромолекулы липополисахарида
(ЛПС), представленная липидом A, олигосахари-
дом кора и O-специфическим полисахаридом
(ОПС), определяет ее разнообразную функциональ-
ную и биологическую активность. Кроме характер-
ных для ЛПС свойств, таких как антигенность, ток-
сичность, пирогенность, способность индуцировать
цитокины и т.д., в литературе встречаются сообще-
ния о влиянии ЛПС на активность ферментов, та-
ких как бактериальные протеазы (Jackson, Smith,
1993). Эти данные были в основном посвящены
влиянию ЛПС на omptin белки (КФ 3.4.23.49, се-
мейство аспартатпротеаз) внешней мембраны
грамотрицательных бактерий. Данные белки
включают Escherichia coli OmpT и OmpP, Shigella
flexneri SopA, Salmonella enterica PgtE и активатор
плазминогена Yersinia pestis. R.A. Kramer и соавт.
обнаружили, что ЛПС необходим для активации
интегральной протеазы OmpT внешней мембра-
ны E. coli (Kramer et al., 2002). Авторы показали,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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что связывание молекулы ЛПС с белком приво-
дит к конформационным изменениям белка, не-
обходимым для получения активной формы про-
теазы. Остается неизвестным, почему ЛПС необ-
ходим для ферментативной активности omptin
белков. Другие авторы (Elif, Bert, 2012) показали,
что ЛПС необходим для активности активатора
плазминогена у Yersinia pestis, важного при разви-
тии как бубонной, так и легочной форм чумы. Фи-
зиологической функцией активатора плазминоге-
на является расщепление (активация) человече-
ского плазминогена с образованием плазмина.

Известно (Novak et al., 2009), что как ЛПС гра-
мотрицательных бактерий, так и протеазы явля-
ются одними из факторов микробной агрессии.
При этом протеазы обеспечивают протеолитиче-
ское расщепление антимикробных факторов бел-
ковой природы, таких как иммуноглобулины, ли-
зоцим и др., а ЛПС способствует проникновению
через клеточные барьеры. Это приводит к сниже-
нию антимикробного потенциала клетки, что
предполагает активацию механизма заражения.
Согласно литературным данным (Tagawa et al.,
2012), на поверхности грамотрицательных бакте-
рий протеаза С активируется только после взаи-
модействия с ЛПС. Способность ЛПС индуциро-
вать протеолитическую активность показана ис-
следованиями in vitro клеток крови одиночной
асцидии, Ciona intestinalis (Jackson, Smith, 1993).

Поскольку влияние ЛПС на активность про-
теаз бактерий практически не изучалось, целью
данной работы было выделить и охарактеризо-
вать ЛПС P. agglomerans П324, а также оценить его
влияние на ферментативную активность протеаз
Bacillus. Взаимодействие этих биополимеров
представляет интерес, поскольку Pantoea agglom-
erans – это фитопатогенный вид, представители
которого вместе с растительной пищей могут по-
падать в организм человека и сельскохозяйствен-
ных животных, а представители различных видов
Bacillus входят в состав широко используемых в
пищу пробиотических препаратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Выращивание бактерий, выделение ЛПС, липи-

да А и ОПС. Pantoea agglomerans П324 (изолирован
из пшеницы, Херсонская область, Украина) был
получен из коллекции живых культур отдела фи-
топатогенных бактерий Института микробиоло-
гии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН
Украины. Культуру выращивали на картофель-
ной агаризованной среде при 28°С в течение 24 ч.
Клетки собирали центрифугированием (20 мин,
5000 g) и высушивали обработкой ацетоном и ди-
этиловым эфиром. Экстракцию ЛПС проводили
водно-фенольным методом (Westphal, Jann, 1965).
Очистку от нуклеиновых кислот осуществляли
осаждением с помощью 50% водного раствора

CCl3COOH, а также ультрацентрифугированием
при 105000 g (4 ч, 3 раза). Очищенный ЛПС лио-
филизовали. Для получения отдельных структур-
ных компонентов молекулы ЛПС расщепляли 2%
уксусной кислотой (100°С, 2 ч). Осадок липида А
получали ультрацентрифугированием (25000 g,
40 мин), а супернатант концентрировали до объема
10 мл и фракционировали на колонке (70 × 30 см) с
сефадексом G-50 в 0.025 М пиридин-ацетатном
буфере, рН 4.5. В результате получали фракции
О-специфического полисахарида (ОПС) и оли-
госахарида кора (OГ-кор). Фракции лиофилизо-
вали.

Содержание в препаратах углеводов, нуклеи-
новых кислот, белков и 2-кето-3-дезоксиманнок-
тоновой кислоты определяли количественно, как
описано ранее (Zdorovenko et al., 2017).

Идентификацию нейтральных моносахаридов
проводили после гидролиза препаратов в 2 М
CF3COOH (2 ч, 120°С) и анализировали в виде аце-
татов полиолов методом ГЖХ (Аlbershein et al., 1976)
на ГХ Maestro 7820 GC (“Интерлаб”, Россия), обо-
рудованном колонкой HP-5MS с пламенно-
ионизационным детектором, используя градиент
температуры от 160°С (1 мин) до 290°С при
7°С/мин. Идентификацию моносахаридов осу-
ществляли путем сравнения времени удержива-
ния ацетатов полиолов исследуемых образцов со
стандартными. Количественные соотношения мо-
носахаридов выражали в % к общей сумме площа-
дей пиков.

Абсолютные конфигурации моносахаридов
определяли методом ГЖХ ацетилированных (S)-
2-октилгликозидов, как описано в работе (Leon-
tein, Lonngren, 1993).

Определение жирнокислотного состава осу-
ществляли путем гидролиза образца в растворе
хлористого ацетила (1.5%) в метаноле (100°C, 4 ч).
Идентификацию жирных кислот проводили в виде
метиловых эфиров на хромато-масс-спектрометри-
ческой системе Agilent 6890N/5973 inert, колонка
HP-5MS (30 м × 0.25 мм × 0.25 нм), температур-
ный режим 150–250°С, градиент температуры
4°С/мин; гелий использовали в качестве газа-носи-
теля при скорости потока через колонку 1.2 мл/мин.
Температура испарителя составляла 250°С, рас-
пределение потока – 1 : 100. Идентификацию
жирных кислот проводили с помощью базы данных
персонального компьютера, а также стандартной
смеси метиловых эфиров жирных кислот. Количе-
ственное соотношение жирных кислот выражали в
% к общей сумме площадей пиков.

ЯМР спектроскопия. Образцы дважды лиофи-
лизовали из D2O и затем исследовали в 99.9% рас-
творе D2O. 1H и 13C ЯМР спектры снимали на спек-
трометре Bruker Avance II 600 МHz (Германия) при
30°C. В качестве внутреннего стандарта использова-
ли 3-триметилсилилпропаноат натрия-2,2,3,3-d4
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(TSP, δH 0.0, δC 1.6). Программное обеспечение
Bruker TopSpin 2.1 использовалось для сбора и обра-
ботки данных ЯМР. Время смешивания TOCSY и
ROESY экспериментов – 200 мс. При записи
HMBC cпектров использовали 60 мс задержку.

Химические сдвиги 13С ЯМР были проанализи-
рованы и сравнены с опубликованными значения-
ми сервисом моделирования ЯМР GODDESS, в
которой обобщены известные структурные воз-
действия на химические сдвиги 13С ЯМР (Kapaev
et al., 2014). Уточнение структуры проведено с по-
мощью службы определения структуры ЯМР
GRASS, реализованной на платформе базы дан-
ных по структуре углеводов (Carbohydrate Struc-
ture Database) (Toukach, Egorova, 2016).

Масс-спектрометрия. Прибор Bruker
micrOTOF II использовали для записи масс-спек-
тра ESI с высоким разрешением в режиме отри-
цательных ионов (Belyakov et al., 2010). Напряжение
на капиллярной границе раздела составляло 3200 В,
диапазон масс составлял от m/z 50 до 3000 Да, в
качестве сухого газа использовали азот, скорость
потока составляла 3 мкл/мин, температура ин-
терфейса была установлена на уровне 180°C.
Шприц для инъекций использовали для растворов
ацетонитрил/вода/Et3N в соотношении 1 : 1 : 0.1.
Калибрующий раствор для электрораспыления
(“Fluka”) использовали для внутренней калиб-
ровки.

Биологический анализ. При исследовании био-
логической и функциональной активности ис-
пользовали следующие концентрации ЛПС:
500 мкг/0.2 мл, 250 мкг/0.2 мл, 125 мкг/0.2 мл,
62.5 мкг/0.2 мл (токсичность); минимальная пиро-
генная доза – 7.5 × 10–3 мкг/мл на 1 кг веса животного
(пирогенность); от 0.5 до 3 мг/мл (процессы адге-
зии); 1 мг/мл (серологические исследования). Ра-
бота проводилась в соответствии с “Общими эти-
ческими принципами экспериментов на живот-
ных”.

Определение чувствительности микробной куль-
туры к полимиксину B. Чувствительность микроб-
ных культур P. agglomerans к полимиксину B опреде-
ляли диско-диффузионным методом (Wainstein,
2019). Зону ингибирования роста бактериальной
культуры вокруг диска с антибиотиком измеряли
с точностью до 1 мм.

Определение токсичности ЛПС. Токсичность
ЛПС исследовали на здоровых белых беспород-
ных мышах обоих полов весом 19–21 г, которые
ранее не использовались для каких-либо экспе-
риментов. Для сенсибилизации всем мышам вну-
трибрюшинно вводили 0.5 мл 3.2% раствора гид-
рохлорида D-галактозамина в 0.9% апирогенном
стерильном растворе NaCl. Сразу после этого
внутрибрюшинно вводили 0.2 мл ЛПС в изотони-
ческом стерильном апирогенном физиологиче-
ском растворе, нагретом до 37°С, со скоростью

0.1 мл/с. В серии разведений ЛПС определяли
LD50 и его значение использовали для оценки
токсичности ЛПС. Контрольная и эксперимен-
тальная группы состояли из 10 мышей в каждой.
Контрольным мышам вводили 0.2 мл стерильного
0.9% раствора NaCl вместе с гидрохлоридом D-га-
лактозамина. Животных наблюдали в течение 48 ч.
LD50 рассчитывалась, как описано в работе
(Muthannan, 2016).

Определение пирогенности ЛПС. Пироген-
ность ЛПС определяли на кроликах (порода шин-
шилла, возраст 1.0–1.5 года) массой 2.0–3.5 кг,
как описано в работе (Bennett, 1948). Использовали
животных с начальной разницей температуры в
диапазоне 0.2°С. Температуру измеряли с 30-мин
интервалами перед инъекцией и с 1-ч интервала-
ми после инъекции. Тестируемый ЛПС считали
не пирогенным, если сумма повышения темпера-
тур у трех кроликов была меньше или равна 1.4°С;
если эта сумма превышала 2.2°С – пирогенным.

Серологические исследования. Для получения
О-антисыворотки использовали прогретые клет-
ки P. agglomerans (2.5 ч, кипящая водяная баня).
Кроликов иммунизировали внутривенно пяти-
кратно с интервалом 4 сут, концентрация клеток
составляла 2 × 109/мл (от 0.1 до 1 мл). Антигенную
активность ЛПС исследовали методом двойной
иммунодиффузии в агаре по Оухтерлони (Ouch-
terlony, 1962).

Адгезивную активность изучали экспресс-мето-
дом (Brilis, et al., 1968) на свежих эритроцитах
кролика. Индекс адгезивности микроорганизмов
(ИAM) представляет собой среднее количество
микробных клеток, прикрепленных к одному
эритроциту, вовлеченному в процесс адгезии.
Этот параметр был определен для 50 эритроцитов
под микроскопом.

Влияние ЛПС P. agglomerans П324 и его струк-
турных компонентов на активность протеаз Bacillus.
Основными объектами исследования были про-
теазы из штамма Bacillus thuringiensis ИМВ B-7324
(полученного путем химического мутагенеза),
B. thuringiensis var. israelensis ИМВ В-7465 (выде-
лен из Черного моря в районе острова Змеиный и
любезно предоставленный сотрудниками кафедры
микробиологии, вирусологии и биотехнологии
Одесского национального университета им.
И.И. Мечникова) и Bacillus sp. П3 (выделен из пе-
рифитона вольеров с дельфинами в Научно-иссле-
довательском центре Вооруженных Сил Украины
“Государственный океанариум”). Выделение и
очистка протеаз описаны ранее (Matseliukh et al.,
1999).

Были использованы протеазы со следующей
специфической активностью:

– протеаза 1 B. thuringiensis ИМВ B-7465 с эла-
столитической (442 ед./мг белка) и коллагеназной
(212.7 ед./мг белка) активностью;
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– протеаза 2 B. thuringiensis ИМВ B-7465 с фиб-
ринолитической (250 ед./мг белка), эластолити-
ческой (289.5 ед./мг белка) и коллагеназной
(345.8 ед./мг белка) активностью;

– протеаза 1 B. thuringiensis ИМВ B-7324 с фибри-
нолитической (100 ед./мг белка), эластолитической
(197.3 ед./мг белка) и коллагеназной (106 ед./мг бел-
ка) активностью;

– протеаза 2 B. thuringiensis ИМВ B-7324 с фиб-
ринолитической (88.75 ед./мг белка) и коллаге-
назной (187 ед./мг белка) активностью;

– протеазы 1 и 2 Bacillus sp. П3 с фибринолити-
ческой (13.3 и 5.6 ед./мг белка), эластолитической
(38.5 и 62.5 ед./мг белка) и коллагеназой
(58 ед./мг белка) активностью.

При исследовании коллагеназной активности
(Mandl, 1970) инкубационную смесь, содержа-
щую 10 мг коллагена, 2.5 мл 0.01 трис-HCl буфера
(рН 9.0–10.0) и 1 мл исследуемого препарата, вы-
держивали на водяной бане в течение 3 ч при
37°С. После этого реакционную смесь центрифу-
гировали при 10000 g 5 мин и 0.1 мл супернатанта
переносили в пробирки, содержащие 0.5 мл 4%
раствора нингидрина в ацетоне и равный объем
0.2 М цитратного буфера. Инкубирование прово-
дили в течение 20 мин на горячей бане, после чего к
охлажденной смеси добавляли 5 мл 50% раствора
н-пропанола и выдерживали 15 мин при комнатной
температуре. Продукты расщепления определяли с
использованием спектрофотометра DeNovix DS-11
при длине волны 600 нм. По стандартной кривой,
построенной для свободного L-лейцина, опреде-
ляли эквивалентное количество мкмолей высво-
бодившихся в процессе гидролиза аминокислот.
Одна единица активности эквивалентна 1 мкмоль
L-лейцина, высвобождаемого из коллагена в те-
чение 3 ч гидролиза при 37°С.

Эластолитическую активность определяли пу-
тем колориметрического измерения интенсивно-
сти окраски раствора, содержащего конго-крас-
ный эластин в качестве субстрата для фермента
(Matseliukh et al., 1999). Инкубационная смесь со-
держала 2.5 мл 0.01 М трис-HCl буфера (рН 7.5),
5 мг эластина, окрашенного 0.002% раствором
конго-красного и 1 мл раствора фермента. Смесь
выдерживали 3 ч при 37°С. Реакцию останавливали,
выдерживая пробирки с реакционным раствором
на ледяной бане в течение 30 мин. Не гидролизиро-
ванный эластин отделяли центрифугированием
при 10000 g, 5 мин. Интенсивность окраски изме-
ряли на спектрофотометре DeNovix DS-11 при
длине волны 515 нм. За единицу активности при-
нимали такое количество фермента, которое ка-
тализирует гидролиз 1 мг эластина за 1 мин.

Фибринолитическую активность определяли по
методу Масады (Masada, 2004). В качестве субстрата
использовали фибрин, полученный из плазмы кро-
ви человека. Реакционная смесь содержала 1 мг

фибрина, 1.8 мл 0.01 М трис-HCl буфера (рН 7.5)
с добавлением 0.005 М CaCl2 и 0.2 мл раствора ис-
следуемого препарата. Инкубационную смесь
выдерживали 30 мин при 37°С. Продукты гидро-
лиза определяли на спектрофотометре SF-26 при
длине волны 275 нм. Единицу фибринолитиче-
ской активности определяли как количество фер-
мента, которое увеличивало оптическую плотность
реакционной смеси на 0.01 единицы за 1 мин в
условиях эксперимента.

Обработку протеаз штаммов Bacillus ЛПС в ко-
нечной концентрации 0.01% проводили в течение
60 мин при комнатной температуре. Все экспери-
менты повторяли 5–8 раз.

Статистический анализ. Статистическая обра-
ботка экспериментальных данных проводилась с
использованием критерия Стьюдента (t). Все ре-
зультаты представлены как среднее значение ве-
личин ± стандартная ошибка (SEM). Различия со
значением P < 0.05 считались статистически зна-
чимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование ЛПС P. agglomerans П324 пока-

зало, что его выход из клеток составлял 5.3%, что
несколько ниже, чем у типового штамма P. ag-
glomerans 8674Т (6.8%), однако соответствует сред-
ним показателям, характерным для представителей
Enterobacteriaceae. Очищенный ЛПС содержал
значительное (45.0%) количество углеводов и не-
значительное (2.7%) – нуклеиновых кислот.

Анализ моносахаридного состава показал, что
преобладающими моносахаридами ЛПС P. agglome-
rans П324 были глюкоза (41.2%) и рамноза (25.2%), а
также обнаружено незначительное содержание
галактозы (4.6%). Характерными компонентами
ЛПС грамотрицательных бактерий являются 2-ке-
то-3-дезоксиманноктоновая кислота (КДО) и
гептозы, содержание которых в ЛПС P. agglomer-
ans П324 составляло 0.13 и 12.3% соответственно.

Анализ жирнокислотного состава ЛПС P. ag-
glomerans П324 показал присутствие жирных кис-
лот с длиной цепи от 12 до 18 атомов углерода,
включая 14:0 (3-ОН) кислоту в качестве преоблада-
ющего компонента (38.96%). Кроме насыщенных,
были обнаружены мононенасыщенные кислоты
16:1 и цис- и транс-изомеры 18:1, которые не яв-
ляются характерными компонентами липида А,
но могли образоваться при отщеплении воды от
оксикислот.

В результате мягкой кислотной деградации
ЛПС P. agglomerans П324 были получены струк-
турные компоненты: ОПС и липид А.

Исследование структуры липида А с помощью
масс-спектрометрии высокого разрешения с
ионизацией электрораспылением (HR ESI) в ре-
жиме отрицательных ионов показало присут-
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ствие в масс-спектре двух основных пиков:
1854.4900 Да и 1360.8135 Да, которые были отнесены
к дифосфорилированному дисахариду GlcN с че-
тырьмя 14:0 (3-ОН), одним 18:0 и одним 12:0 ациль-
ными заместителями (расчетная масса 1854.5219 Да)
и тетраацилированному дисахариду, в котором
отсутствует один 14:0 (3-ОН) и один 18:0 замести-
тели (расчетная масса 1360.8277 Да). Эти данные
согласуются с данными, опубликованными ранее
(Zdorovenko et al., 2017, 2018, 2019). Несколько
других незначительных пиков были определены
как другие гексаацилированные производные с
замещением 18:0 на 16:0 или 14:0 (Δm = 28.03 Да).
Масс-спектр показал гетерогенность липида А
P. agglomerans П324, но основная форма была гек-
саацилированная. В отличие от ранее изученных
штаммов (Zdorovenko et al., 2017, 2018, 2019), про-
изводные гексаацилированного липида А P. ag-
glomerans П324 содержали 18:0 кислоту.

Анализ моносахаридного состава ОПС мето-
дом газожидкостной хроматографии (ГЖХ) про-
изводных ацетатов полиолов, полученных путем
полного кислотного гидролиза, показал присут-
ствие глюкозы и рамнозы. ГЖХ ацетилированных
(S)-2-октилгликозидов свидетельствует о том, что
рамноза имеет L-конфигурацию. Абсолютная
конфигурация Glc была определена как D по эф-
фектам гликозилирования на основании данных
13C ЯМР химических сдвигов, как суммировано и
рассчитано сервисом моделирования ЯМР
GODDESS (Kapaev, Toukach, 2014).

13С ЯМР спектр О-полисахарида содержал
12 сигналов, характерных для регулярного поли-

мера. Их химические сдвиги были заданы в систе-
ме GRASS (Kapaev et al., 2018). Мономерный со-
став был представлен двумя моносахаридами
(Glc, Rha). Поиск структурных гипотез привел к
единственной гипотезе, соответствующей экспе-
риментальному 13C ЯМР спектру и имеющей кри-
терий адекватности ниже 0.5 м.д.: →3)-α-L-Rhap-
(1→4)-α-D-Glcp-(1→ (критерий адекватности
0.33 м.д., среднее квадратическое отклонение моде-
лирования по сравнению с экспериментом 0.42 м.д.,
линейная корреляция 1.000, достоверность про-
гноза 90%; параметры подробно описаны в рабо-
те Kapaev et al., 2018).

Структурная гипотеза, приведенная выше, бы-
ла подтверждена полным отнесением ЯМР спек-
тров, выполненных с помощью 2D 1H, 1H COSY,
TOCSY, ROESY и 1H, 13C HSQC экспериментам
(табл. 1). Соответственно, 1H ЯМР спектр ОПС
(табл. 1) содержал сигналы для двух аномерных
протонов при δ 4.95–5.08, одной группы CH3–C
(H-6 Rha) при δ 1.30, других протонов моносаха-
ридного цикла при δ 3.58–4.19. 13C ЯМР спектр
ОПС (табл. 1) содержал сигналы для двух аномер-
ных атомов углерода при δ 96.7–101.7, одной
группы CH3–C (C-6 Rha) при δ 17.9, одной груп-
пы HOCH2–C (С-6 Glc) при δ 61.1 и других угле-
родов пиранозного цикла при δ 68.4–78.4.

Спиновые системы в 1H и 13C ЯМР спектрах
были идентифицированы для двух моносахарид-
ных остатков (A, B) на основании корреляции в
двухмерных ЯМР спектрах и значений констант
3JH, H.

Таблица 1. Химические сдвиги ЯМР 1H и 13C (δ, м.д.) O-полисахарида P. agglomerans П324

S – синглет, d – дублет, t – триплет, m – мультиплет.

Остатки моносахаридов
и положение

δC δН (J in Hz)

→3)-α-L-Rhap-(1→

A1
A2
A3
A4
A5
A6

101.7
68.4
77.0
71.4
70.5
17.9

4.95, s
4.19, s
3.83, m
3.58, t (9.4)
4.08, m
1.30, d (6.2)

→4)-α-D-Glcp-(1→

B1
B2
B3
B4
B5
B6

96.7
72.9
72.9
78.4
72.0
61.1

5.08, d (3.7)
3.61, m
3.88, t (9.4)
3.63, t (9.6)
4.07, m
3.76, 3.82, m



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 1  2021

СТРУКТУРА И БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА О-СПЕЦИФИЧЕСКОГО... 115

Аномерная конфигурация остатков Rha и Glc
была подтверждена значением химических сдви-
гов C-5 (по сравнению с опубликованными дан-
ными соответствующими α- и β-пиранозидов
(Lipkind et al., 1988), усредненными сервисом мо-
делирования ЯМР GODDESS (Kapaev et al., 2018).
α-Конфигурация моносахаридов также подтвер-
ждается наличием H-1/H-2 корреляций в ROESY
спектре.

Смещения в слабое поле сигналов C-3
остатка A и C-4 остатка B по сравнению с типич-
ными значениями для незамещенных моносаха-
ридов (Lipkind et al., 1988) показывали положение
замещения в повторяющемся звене. Единственно
возможная последовательность моносахаридов
была подтверждена корреляциями в спектре
ROESY A H-1/B H-4, B H-1/A H-3.

В результате была установлена (рис. 1) следую-
щая структура O-специфического полисахарида
P. agglomerans П324: →3)-α-L-Rhap-(1 → 4)-α-D-
Glcp-(1→.

Согласно систематическому поиску в базе данных
по структуре углеводов (Carbohydrate Structure Data-
base), (Toukach, Egorova, 2016) эта структура была
впервые обнаружена для представителей вида P. ag-
glomerans. Ранее такая же структура была обнаружена
(Knirel, 2011) для O-антигенов представителей двух
семейств (Burkholderiaceae и Enterobacteriaceaе): Burk-
holderia cepacia O1, O9 (CSDB 31598, 108499, 126042),
Serratia marcescens S1254, O27 (CSDB 179 и 255) и Kleb-
siella pneumoniae i28/94 (CSDB 3608).

Известно, что различные виды биологической
активности ЛПС, в частности, устойчивость бак-
терий к антибиотикам связаны с наличием заря-
женных групп в липиде А. Установлено, что заме-
стители, такие как 4-амино-4-дезокси-L-араби-
ноза, при 4'-фосфате липида A могут вызывать
устойчивость бактерий к некоторым поликатион-
ным антибиотикам, например, полимиксину B
(Trent et al., 2001). Как было показано с помощью
диско-диффузионного метода, полимиксин B за-
держивал рост клеток P. agglomerans П324 (зона
ингибирования роста составляла 20 мм) (рис. 2).
Данный результат указывает на чувствительность
бактериальных клеток к полимиксину B, и мож-
но предположить, что липид A ЛПС P. agglomer-
ans, выделенный из этого штамма, не содержал

4-амино-4-дезокси-L-арабинозу в качестве заме-
стителя. Это предположение согласуется с дан-
ными ESI масс-спектрометрии липида А ЛПС,
описанными выше.

Липид А отвечает за такие эндотоксические
активности, как токсичность и пирогенность. В
качестве стандарта при определении токсичности
ЛПС мы использовали токсичность ЛПС E. coli
О55:В5, известного как классический эталонный
штамм (LD50 = 0.012 мкг/мышь или 0.48 мкг/кг)
(Vorob’eva et al., 2006). Летальная токсичность
ЛПС P. аgglomerans П324 (LD50 = 53 мкг/мышь
или 2.12 мг/кг) в экспериментах на мышах, сенси-
билизированных D-галактозамином, была в
4400 раз ниже, чем у E. coli. Таким образом, ЛПС
P. agglomerans П324 можно отнести к малотоксич-
ным веществам. Хотя он продемонстрировал бо-
лее высокий уровень токсичности, чем ЛПС дру-
гих исследованных представителей вида P. ag-
glomerans (Zdorovenko et al., 2017, 2018, 2019).

ЛПС исследуемого штамма оказывал пироген-
ное действие (рис. 3): введение раствора ЛПС в
течение первого часа привело к резкому повыше-
нию температуры у экспериментальных живот-
ных (уровень повышения температуры был почти
в два раза выше, чем после введения пирогенала –
фармацевтического препарата, используемого для
повышения температуры у пациентов).

Патогенность грамотрицательных бактерий
зависит от способности макромолекул ЛПС при-
крепляться к клеткам. Было показано (рис. 4), что
изученный ЛПС уменьшал ИAM: чем выше была
концентрация ЛПС в реакционной смеси, тем
меньше происходило взаимодействий между по-
верхностными структурами эритроцитов и клет-
ками E. coli ATCC 25922. Под влиянием ЛПС
P. agglomerans П324 в концентрации 3 мг/мл ИAM
составлял ~2.2 ед.

Известно, что серологическая специфичность
микробных клеток зависит от состава ЛПС и на-
личия антигенных детерминант, распознаваемых

Рис. 1. Структура О-специфического полисахарида
P. agglomerans П324.
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Рис. 2. Чувствительность микробной культуры P. ag-
glomerans П324 к полимиксину B.
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клетками высших организмов. Поликлональная
О-антисыворотка была получена путем иммуни-
зации кроликов прогретой культурой исследуе-
мого штамма Р. agglomerans П324. Антигенами для
серологических исследований служили ЛПС, вы-
деленные из 14 штаммов Р. agglomerans (P. agglo-
merans 7960а, 7969, 8456, 8488, 8490, 8606, 8674,
П1а, П324, 7406, 9637, 9649 и 9668). Реакцией
двойной иммунодиффузии в агаре было показа-
но, что антисыворотка к P. agglomerans П324 реа-
гировала только с гомологичным ЛПС. Сероло-
гических перекрестных реакций антисыворотки к
P. agglomerans П324 с ЛПС других исследованных
штаммов обнаружено не было, что свидетель-
ствует об отсутствии общих антигенных детерми-
нант, то есть о принадлежности Р. agglomerans
П324 к иной серогруппе (рис. 5).

Имеются сообщения о влиянии ЛПС на актив-
ность некоторых ферментов высших животных
(каспазы-1, интерлейкин-1 конвертирующего
фермента, Schumann et al., 1998; ферментов си-
стемы комплимента и ферментов в макрофагах
мыши, Salimuddin, et al., 1999). Что касается мик-
роорганизмов, существует только несколько ра-
бот о влиянии ЛПС на активность ферментов, в
частности, авторы одной из них (Kramer et al.,
2002) считают, что для активации интегральной
протеазы OmpT наружной мембраны кишечной
палочки необходим ЛПС, который вызывает тон-
кие конформационные изменения в структуре
OmpT, тем самым изменяя свойства активного
центра таким образом, что он становится способ-
ным к гидролизу субстратов. Показаны сайты
связывания молекулы ЛПС с аминокислотами
фермента.

Рис. 3. Пирогенность ЛПС P. agglomerans П324. Дан-
ные представлены как среднее значение величин ±
± стандартная ошибка (SEM).
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Рис. 4. Влияние различных концентраций ЛПС P. ag-
glomerans П324 на индекс адгезивности E. coli. Данные
представлены как среднее значение величин ± SEM.
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Рис. 6. Влияние отдельных фракций ЛПС P. agglomerans П324 на фибринолитическую активность протеаз Bacillus.
Сплошная линия – активность пептидазы без добавления ЛПС (уровень контроля). Данные представлены как сред-
нее значение величин ± SEM. Величины, значительно (P < 0.05) отличные от контроля, обозначены (*).
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Ранее нами было показано, что ЛПС P. agglo-
merans П324 оказывал наибольшее стимулирую-
щее влияние на активность протеаз Bacillus
(Dzyublyuk et al., 2018). Он повышал фибриноли-
тическую активность протеазы 1 B. thuringiensis
ИМВ B-7324 более чем в четыре раза, а протеазы
2 Bacillus sp. П3 более чем в три раза. Поскольку
каждый компонент полифункциональной макро-
молекулы ЛПС вносит определенный вклад в ее
биологическую активность, в данной работе мы
изучили влияние отдельных структурных компо-
нентов ЛПС P. agglomerans П324 на активность
протеаз Bacillus. Было показано (рис. 6), что ОПС
проявлял наибольшее стимулирующее влияние на
фибринолитическую активность протеазы 2
B. thuringiensis ИМВ B-7324 (в два раза по сравне-
нию с контролем) и протеазы 2 Bacillus sp. П3 (в
четыре раза по сравнению с контролем). Можно
предположить, что в активации этих ферментов
ЛПС P. agglomerans П324 важную роль играет уг-
леводная часть молекулы, а именно ОПС. Наряду
с этим липид А также повышает активность тех
же протеаз, но в меньшей степени (только в два ра-
за). Олигосахарид кора активировал протеазу 2
B. thuringiensis ИМВ B-7465 и протеазу 1 B. thurin-
giensis ИМВ B-7324 (50 и 18% по отношению к кон-
тролю, соответственно). Фибринолитическая ак-

тивность протеазы 1 Bacillus sp. П3 существенно не
изменялась под влиянием отдельных фракций
ЛПС. Аналогичный эффект имел место в случае
протеазы 1 B. thuringiensis ИМВ B-7324.

Исследования эластолитической активности
показали, что нативный ЛПС либо не влиял на дан-
ную активность, либо подавлял ее почти в два ра-
за (рис. 7). Действие отдельных компонентов
ЛПС на эластолитическую активность показало
наибольший стимулирующий эффект липида А
(в 1.5–2.5 раза в зависимости от штамма).

Показано (рис. 8), что отдельные фракции
ЛПС, в отличие от нативного, незначительно ин-
гибируют активность коллагеназы.

Полученные результаты свидетельствуют о вли-
янии как нативного ЛПС, так и отдельных его
структурных компонентов на активность исследуе-
мых ферментов. Можно предположить, что значи-
тельная активация исследуемых протеаз нативным
ЛПС является следствием совместного действия
трех его структурных компонентов (O-специфи-
ческого полисахарида, олигосахарида кора и ли-
пида A).

Вместе с тем имеются незначительные сведе-
ния о том, что особенности строения ЛПС могут
влиять на активность ферментов. Так, показано
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Рис. 7. Влияние отдельных фракций ЛПС P. agglomerans П324 на эластолитическую активность протеаз Bacillus.
Сплошная линия – активность пептидазы без добавления ЛПС (уровень контроля). Данные представлены как сред-
нее значение величин ± SEM. Величины, значительно (P < 0.05) отличные от контроля, обозначены (*).
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Рис. 8. Влияние отдельных фракций ЛПС P. agglomerans П324 на коллагеназную активность протеаз Bacillus. Сплошная
линия – активность пептидазы без добавления ЛПС (уровень контроля). Данные представлены как среднее значение
величин ± SEM. Величины, значительно (P < 0.05) отличные от контроля, обозначены (*).
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(Dentovskaya et al., 2007), что укорочение олигос-
ахарида кора приводит к ингибированию фибри-
нолитической и плазмокоагуляционной активно-
стей активатора плазминогена Yersinia pestis, тогда
как снижение степени ацилирования липида А на
их активность не влияет. Sugiyama, Minami, Ishii и
Amano (Sugiyama et al., 2013) показали важную
роль фосфатных группы липида А в ингибирова-
нии Lon протеазы E. coli.

Таким образом, из P. agglomerans П324 выделен
ЛПС и его структурные компоненты, которые хи-
мически охарактеризованы. По составу жирных
кислот липида А исследуемый ЛПС сходен с
ЛПС других представителей Enterobacteriaceae.
Структура липида А P. agglomerans П324, как и ли-
пидов А других исследованных штаммов этого
вида, характеризуется гетерогенностью, обуслов-
ленной разной степенью ацилирования, однако,
в отличие от других липидов А, содержит С18:0
кислоту. ОПС P. agglomerans П324 отличается
структурой повторяющегося звена от установлен-
ных до настоящего времени структур других штам-
мов этого вида. Интересным представляется анало-
гия структур ОПС P. agglomerans П324 со структура-
ми представителей семейства Burkholderiaceae:
Burkholderia cepacia O1, O9 (CSDB 31598, 108499,
126042), а также Enterobacteriaceaе: Serratia marc-
escens S1254, O27 (CSDB 179 и 255) и Klebsiella
pneumoniae i28/94 (CSDB 3608). Поскольку серо-
логическими исследованиями нами показано от-
сутствие общих антигенных детерминант в ЛПС
P. agglomerans П324 и других изученных нами
штаммах P. agglomerans, нам представляется пер-
спективными дальнейшие исследования по уста-
новлению серологических взаимосвязей между
P. agglomerans П324 и бактериями с аналогичной
структурой ОПС. Полученные нами результаты о
способности ЛПС исследуемого штамма влиять
на активность протеаз с различной специфично-
стью ожидают дальнейшего обсуждения с точки
зрения целесообразности такого взаимодействия.
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Structure and Biological Properties of the O-Specific Polysaccharide and Lipid A 
from Pantoea agglomerans P324
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Abstract—The lipopolysaccharide (LPS) of a new Pantoea agglomerans strain P324 was studied by chemical
and biological methods. Mild acid hydrolysis of the LPS resulted in lipid A and O-specific polysaccharide
(OPS) fractions. Studies by negative-ion mode HR ESI mass spectrometry showed heterogeneity of the lipid
A, the major form being a hexa-acylated derivative containing biphosphorylated GlcN disaccharide, four
14:0 (3-OH), one 18:0, and one 12:0 residues. The following structure of the OPS was elucidated by chemical,
NMR, and computational methods: →3)-α-L-Rhap-(1→ 4)-α-D-Glcp-(1→. The P. agglomerans P324
LPS showed a medium level of toxic and pyrogenic activities. Structural components of the LPS exhibited
varying effects on the activity of Bacillus peptidases. Thus, the OPS and lipid A played a significant
role in fibrin hydrolysis by Bacillus proteases but did not affect the activity of protease 2 of B. thuringiensis
IMV B-7465 and protease 1 of B. thuringiensis IMV B-7324. Hydrolysis of elastin was intensified by the core
oligosaccharide and lipid A. Hydrolysis of collagen in the presence of the isolated fractions was accompanied
by inhibition of activity as compared to the native LPS.

Keywords: Pantoea agglomerans, lipopolysaccharide, structures of the O-specific polysaccharide and lipid A,
NMR, activity of Bacillus peptidases
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