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В данном исследовании была применена процедура очистки липополисахаридов из Escherichia coli 
на основе протокола горячей фенольной экстракции. Чистоту экстрагированных липополисахаридов 
оценивали методом ВЭЖХ-УФ. Пирогенную активность определяли с помощью Limulus Amebocyte 
Lysate-теста и использовали для мониторинга функциональности очищенных липополисахаридов. 
ВЭЖХ-анализ показал высокую степень чистоты, сравнимую с коммерческим липополисахаридом. 
Пирогенная активность подтверждала функциональную активность очищенных липополисахаридов. 
Представленный протокол может быть использован для выделения липополисахаридов с высокой 
чистотой и функциональной активностью.
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METHODICAL ASPECTS OF LIPOPOLYSACCHARIDES 
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In this study, a procedure was applied to purify lipopolysaccharides from Escherichia coli based on a hot 
phenolic extraction protocol. The purity of the extracted lipopolysaccharides was assessed by HPLC-UV. Py-
rogenic activity was determined using the Limulus Amebocyte Lysate test and used to monitor the functionality 
of the purified lipopolysaccharides. HPLC analysis showed a high degree of purity comparable to commercial 
lipopolysaccharide. Pyrogenic activity confirmed the functional activity of purified lipopolysaccharides. The 
presented protocol can be used to isolate lipopolysaccharides with high purity and functional activity.
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Введение
Одним из важных компонентов внешней 

клеточной мембраны грамотрицательных 
микроорганизмов являются липополиса-
хариды (ЛПС). Они применяются в моде-
лированиях различных воспалительных 
патологических процессов, обладают вы-
раженными токсикологическими харак-
теристиками и специфичностью имму-
нологического действия [3]. Существует 
множество различных методик с исполь-
зованием бактериальных ЛПС. Они игра-
ют основную роль при заболеваниях, выз-
ванных грамотрицательными бактериями, 
а также широко используются в экспери-
ментах, связанных со стимуляцией клеток. 
Это обеспечивает интерес к исследовани-
ям, направленным на выделение, очистку 
и характеристику ЛПС, что подтверждает-
ся большим количеством разрабатываемых 
методов и протоколов [2].

По своей структуре все ЛПС состоят 
из трёх частей: липид А, основные олиго-
сахариды и О-специфический полисаха-
рид. Высоко консервативный липид А об-
уславливает эндотоксическую активность, 
в то время как олигосахариды обуславлива-
ют серологическую специфичность бакте-
рий и отличаются среди видов [1].

Одним из наиболее распространённых 
методов выделения является экстракция го-
рячим фенолом, благодаря высокому выхо-
ду продукта [4].

Целью исследования явилось исполь-
зование модифицированного протокола 
горячей водно-фенольной экстракции, на-
правленной на выделение ЛПС из клеток 
Esherishia coli, а также подтверждение чи-
стоты и активности полученного продукта.

Материалы и методы
Штаммы бактерий и условия роста

5-alpha E. coli выращивали в бульонной 
среде Лурии — Бертани при 37°C в шейке-

ре-инкубаторе в течение ночи. После чего 
бактерии осаждали центрифугированием 
и использовали для экстракции ЛПС.

Экстракция и очистка ЛПС
ЛПС экстрагировали горячим фенол-вод-

ным методом с некоторыми модификация-
ми [4]. Бактериальные суспензии центри-
фугировали при 10 000 g в течение 5 мин. 
Осадки дважды промывали в фосфатно-
солевом буфере (ФСБ). Затем осадок ресу-
спендировали в 10 мл ФСБ и обрабатыва-
ли ультразвуком в течение 10 мин на льду. 
После чего к суспензии клеток в ФСБ до-
бавляли протеинкиназу К и инкубировали 
в течение ночи при 37°C. На следующем 
этапе к смеси добавляли равный объём го-
рячего 90% фенола с последующим энер-
гичным встряхиванием при 65–70°C в те-
чение 15 мин. Затем суспензии охлаждали 
и центрифугировали при 7000 g в течение 
15 мин. Верхнюю фракцию супернатанта 
переносили и фенольную фазу повторно 
экстрагировали дистиллированной водой. 
Надосадочная жидкость после двух ин-
кубаций в феноле упаривалась на ротор-
ном испарителе до минимального объёма. 
Конечный очищенный продукт ЛПС лио-
филизировали и хранили при 4°C.

Разделение высокоэффективной 
жидкостной хроматографией (ВЭЖХ)

ВЭЖХ проводили на системе Agilent 
1260 Infinity. Элюция проходила на ско-
рости потока 0,4 мл/мин и УФ-детекции 
при длине волны 254 нм. Разделение прово-
дили на колонке С18 со смесью воды и аце-
тонитрила в качестве подвижной фазы. 
В качестве стандарта использовали особо 
чистый ЛПС из E. coli.

Анализ ЛПС Limulus Amebocyte Lysate 
(ЛАЛ)-тестом

Активность ЛПС определяли ЛАЛ-
тестом, согласно протоколу производителя.
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Результаты исследований
Профиль пиков ЛПС, экстрагирован-

ного из E. coli, был проанализирован 
и сравнен с коммерческим стандартом. 
Хроматограмма экспериментального очи-
щенного ЛПС перекрывалась с хромато-
граммой стандарта, что указывает на высо-
кую чистоту продукта.

При определении эндотоксинной актив-
ности с использованием реакции ЛАЛ-
реактива с эндотоксином до появления 
жёлтого окрашивания верифицирована 

функциональная активность очищенного 
ЛПС.

Заключение
Несмотря на то, что чистота ЛПС являет-

ся важным показателем продуктивности си-
стемы выделения и очистки, функциональ-
ная активность конечного продукта также 
важна. В этом контексте результаты тестов 
на эндотоксинную активность полностью 
соответствуют ожиданиям по функцио-
нальной активности очищенного продукта.
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