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НАРУЖНАЯ МЕМБРАНА ПАТОГЕННЫХ 

ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ РОДА LEPTOSPIRA 

А.Н. Ваганова

ФГУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии 

имени Пастера» Роспотребнадзора, Санкт-Петербург

Резюме. Патогенные лептоспиры способны поражать широкий спектр хозяев, и длительно сохраняют-

ся в окружающей среде. Наружная мембрана — компонент клетки, участвующий во взаимодействии 

микроорганизма со средой обитания. В настоящее время описан ряд белков, представленных в наруж-

ной мембране лептоспир и отвечающих за колонизацию организма хозяина, защиту от воздействия им-

мунной системы, поступление веществ в клетку и ряд других процессов. Наружная мембрана содержит 

белки и молекулы липополисахарида, обладающие цитотоксическим эффектом. Показано, что регуля-

ция белкового состава мембран зависит от ряда факторов окружающей среды, таких как температура, 

осмолярность, наличие в среде тех или иных веществ. Как липополисахарид, так и белковые молекулы 

наружной мембраны обладают антигенными свойствами. Препараты таких соединений могут исполь-

зоваться в практических целях, как компоненты лептоспирозных вакцин и диагностикумов. Настоя-

щий обзор посвящен вопросам структурной организации наружной мембраны лептоспир, разнообразия 

входящих в ее состав молекул и регуляции их синтеза, а также перспективам практического применения 

компонентов наружной мембраны в сфере диагностики и профилактики лептоспирозной инфекции.

Ключевые слова: Leptospira, антигены, наружная мембрана, липополисахарид.

THE OUTER MEMBRANE OF PATHOGENIC REPRESENTATIVES OF THE LEPTOSPIRA GENIUS

Vaganova A.N.

Abstract. Pathogenic leptospires can infect wide spectrum of hosts and they can survive in the environment long 

time. The outer membrane is the cellular component participated in interaction of microorganisms and environment. 

In present time several proteins located in the outer membrane of leptospires which are responsible for colonization 

of host organism, protection from influence of immune system of host, transport of substances in to the cell and 

other processes have been described. The outer membrane contains proteins and lipopolysaccharide molecules which 

have citotoxic effect. It was shown that regulation of protein composition of membranes depends on several factors 

of environment such as temperature, osmolarity, presence of certain substances in environment. Lipopolysaccharide 

and protein molecules of outer membranes have antigenic properties. These molecules can be used in practice 

as the components of vaccine against leptospiroses and diagnostic tools. Current review summarize information 

concerning structural organization of the outer membrane of leptospires, diversities of incoming parts of molecules 

and regulation of their synthesis. Moreover, perspectives of practical using of the outer membrane components 

in diagnostics and prevention of leptospiroses are presented. (Infekci  i immunitet, 2011, vol. 1, N 1, p. 29–42)

Key words: Leptospira, antigens, outer membrane, lipopolysaccharide.

Введение
Род Leptospira принадлежащий к самостоя-

тельному семейству Leptopiraceae в порядке 

Spirochaetalis филы BXVII Spirochaetes объединя-

ет ряд видов, среди которых присутствуют как 

патогенные (L. borgpetersenii, L. weilii, L. santarosai, 

L. alexanderi, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, 

L. broomii, L. fainei, L. inadai), так и сапрофитные 

(L. biflexa, L. wolbachii и L. meyeri) микроорганиз-

мы [49]. Семейство образует обособленную ветвь, 

рано отделившуюся от общего эволюционного 

ствола Spirochaetes [64]. Сапрофитные лептоспи-

ры широко распространены в олиготрофных 

пресноводных сообществах; многие патогенные 

лептоспиры сохраняют жизнеспособность вне 
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организма хозяина, в водоемах — в течение 30 

дней, а во влажной почве — до 279 дней [2]. Среди 

патогенных лептоспир можно выделить группы, 

представители которых различаются по отно-

сительной роли паразитической и сапрофитной 

фаз существования, устойчивости в окружающей 

среде, гостальной и органной специфичности [1].

Патогенные лептоспиры способны поражать 

млекопитающих, относящихся к различным 

отрядам. Характер течения лептоспироза у раз-

личных хозяев значительно варьирует. Инфек-

ционный процесс у большинства диких мелких 

млекопитающих протекает в хронической фор-

ме с длительным и интенсивным выделением 

лептоспир с мочой. Острое течение лептоспи-

роза у сельскохозяйственных животных харак-

теризуется лихорадкой, выделением мочи с при-

месью крови, желтухой, абортами и рождением 

нежизнеспособного потомства [26]. Заболевание 

у собак сопровождается рвотой, обезвоживани-

ем, некрозом слизистых, примесью крови в кале, 

однако, с другой стороны, в ряде случаев лепто-

спироз у собак протекает бессимптомно [80].

В становлении генома различных видов па-

тогенных лептоспир происходят как процессы 

редукции генома, так и процессы его увеличе-

ния за счет формирования новых генов, в том 

числе ассоциированных с патогенностью. Ге-

номы L. biflexa и L. borgpetersenii имеют сходный 

размер, при этом количество генов у сапро-

фитов значительно больше, а у патогенов вида 

L. borgpetersenii многие гены были утрачены 

в ходе транспозонного мутагенеза. L. interrogans 

имеет более объемный геном, включающий как 

гены, задействованные в адаптации к обитанию 

во внешней среде, так и гены, участвующие во 

взаимодействии с организмом хозяина, отсут-

ствующие у сапрофитных представителей рода. 

Однако, общее число генов в этом случае так-

же меньше, чем у сапрофитных представителей 

рода. L. borgpetersenii, напротив, мало устойчивы 

вне организма хозяина и быстро погибают при 

попадании во внешнюю среду [67]. Между ви-

дами лептоспир существуют различия в наборе 

генов, ассоциированных с патогенностью, в том 

числе адгезинов, гемолизинов, генов, опреде-

ляющих способность к защите от иммунной 

системы хозяина. Степень тяжести заболевания 

также ассоциирована с систематической при-

надлежностью возбудителя [13].

Лептоспиры имеют типичную для грамотри-

цательных бактерий, в том числе спирохет, дву-

мембранную оболочку, включающую наружную 

мембрану, внутреннюю (цитоплазматическую) 

мембрану и ассоциированный с ней слой пепти-

догликана [30]. На поверхности наружной мем-

браны находятся молекулы липополисахарида, 

последовательность боковых углеводных цепей 

которого характеризуется высокой вариабель-

ностью. Как наружная, так и внутренняя мем-

браны содержат липопротеины [58]. В наружной 

мембране найден также ряд трансмембранных 

порообразющих белков [68].

Наружная мембрана лептоспир участвует во 

взаимодействии как с внутренней средой орга-

низма хозяина, так и с окружающей средой. Ее 

структуры непосредственно задействованы в про-

цессах инвазии, колонизации, защиты от иммун-

ной системы, получении ряда веществ из внеш-

ней среды и регуляции. Кроме того, ряд структур 

наружной мембраны являются иммуногенными, 

что позволяет использовать их в качестве антиге-

нов для выявления антител к возбудителям лепто-

спироза, а также компонентов вакцин. В данном 

обзоре освещаются полученные к настоящему 

времени сведения о составе наружной мембраны 

патогенных представителей рода Leptospira как 

с позиции биологии патогена, так и с позиции 

возможного практического применения для диа-

гностики и профилактики лептоспироза знаний, 

имеющихся в данной области.

Основные компоненты наружной 
мембраны лептоспир

При оценке содержания белковых молекул 

в наружной мембране лептоспир было установ-

лено, что среднее количество белковых молекул 

на мкм2 у вирулентных штаммов L. interrogans се-

роварианта grippotyphosa составляет в среднем 

443 молекулы, в то время как у аттенуирован-

ных это количество повышается более чем в два 

раза и составляет в среднем 990 молекул. Содер-

жание белковых молекул в наружной мембране 

лептоспир значительно ниже, чем у ряда других 

микроорганизмов, например количество белко-

вых молекул в наружной мембране E. coli состав-

ляет 6000–10 000 молекул на мкм2 [37]. В целом, 

белковый состав наружной мембраны лептоспир 

консервативен, однако возможны вариации, 

в частности, исследование изолятов, выделен-

ных на острове Барбадос показало, что внутри 

серовариантов bim и copenhageni существуют 

некоторые различия по набору белков, прежде 

всего в составе молекул с молекулярной массой 

порядка 40 kDa у сероварианта bim [16].

Анализ геномных последовательностей выя-

вил 4727 открытых рамок считывания в составе 

генома L. interrogans штамма 56601. 1282 из коди-

руемых протеинов потенциально являются бел-

ками, входящими в состав наружной мембраны: 

654 последовательности кодируют белки с сиг-

нальными пептидами, характерными для белков 

наружной мембраны, 96 содержат участки транс-

мембранных β-цепей, формирующих баррел, 158 

последовательностей включают липопротеино-

вые сигнальные пептиды [84].

Большая часть описанных в настоящее вре-

мя белковых молекул наружной мембраны 

лептоспир, как и других патогенных спирохет, 
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является липопротеинами [34]. Липопротеи-

ны — широко распространенные среди бактерий 

компоненты мембран. Закрепление липопротеи-

нов в билипидном слое осуществляется за счет 

остатка жирной кислоты, ковалентно связанно-

го с аминотерминальной аминокислотой (ци-

стеином) [11]. Белковые домены липопротеинов 

могут быть обращены как в периплазму, так и во 

внеклеточное пространство, однако внешняя 

поверхность наружной мембраны более богата 

липопротеиновыми молекулами по сравнению 

с внутренней. LipL48 и LipL36 локализованы во 

внутреннем листке наружной мембраны леп-

тоспир [25]. Lp29, Lp49, LipL40, LipL41, LipL32, 

MPL36, LIC10494, LIC12730, LIC12922 и LIC12238 

и ряд других молекул входят в состав наружной 

мембраны лептоспир и располагаются на по-

верхности клеток [34].

Среди обнаруженных в геноме патогенных 

лептоспир генов, продукты которых являют-

ся по структуре липопротеинами, присутству-

ют гены, кодирующие термолизины, гомологи 

сфингомиелиназ, фосфолипазы и металлопро-

теазы, которые могут участвовать в процессах 

взаимодействия патогена с организмом хозяи-

на. Липопротеины наружной мембраны могут 

также принимать участие в метаболизме клетки 

лептоспир (глюкозодегидрогеназы, холестерол-

оксидазы) и ее защите от воздействия стрессо-

вых условий, например воздействия перекиси 

водорода (липопротеин, принадлежащий к се-

мейству цитохром-с пероксидаз) [58].

Липопротеины лептоспир перемещаются через 

периплазматическое пространство с участием си-

стемы сортировки липопротеинов Lol. В процессе 

созревания липопротеины проходят цитоплазма-

тическую мембрану, к ним присоединяется оста-

ток жирной кислоты, после чего они принимают 

свою конформацию, распознаются системой T2SS 

и переносятся на поверхность наружной мем-

браны через поры, образованные GspD [34]. При 

созревании происходит удаление сигнальных 

последовательностей, поэтому липопротеины, 

как правило, имеют сайты распознавания пеп-

тидазы II, а их фактическая молекулярная масса 

отличается от предсказанной. В состав липопро-

теинов, в частности, LipL41 входят две сигналь-

ные последовательности — в N-терминальном 

и С-терминальном участках. Сигнальные после-

довательности липопротеинов лептоспир отлича-

ются по составу от сигнальных последовательно-

стей, характерных для липопротеинов E. coli. Эти 

отличия ограничивают возможность их экспрес-

сии в клетке E. coli как для экспериментальных, 

так и для практических целей [72].

Установлено, что некоторые липопротеины 

могут существовать в различных изоформах. 

Липопротеин LipL36, содержащийся во вну-

треннем слое наружной мембраны лептоспир 

обнаружен в виде изоформы с большей молеку-

лярной массой, pL50. LipL32 — липопротеин, 

являющийся основным белковым компонентом 

наружной мембраны лептоспир, представлен 

широким спектром изоформ, как входящих в со-

став мембраны, так и секретируемых во внекле-

точное пространство. На поверхности наружной 

мембраны лептоспир выявлено только две изо-

формы LipL32. Одна из них — полноразмерная 

изоформа, а вторая — изоформа с молекулярной 

массой 16 kDa, LipL32.16 [21].

При исследовании вариабельности генов, ко-

дирующих липопротеины наружной мембраны 

лептоспир, было установлено, что среди них есть 

как высококонсервативные по своей структуре 

последовательности, так и, в той или иной мере, 

вариабельные. Большинство замен, обнару-

женных у разных видов лептоспир в генах lipL32 

и lipL41 синонимичны [36]. Ген ligB отличается 

большей вариабельностью, чем гены lipL41 (9%) 

и lipL32 (3%). Различия в его последовательности 

между штаммами лептоспир превышают 15% 

[15]. Таким образом, эволюционное давление 

стабилизирует структуру некоторых белков на-

ружной мембраны, в то время как другие могут 

быть в той или иной мере вариабельны, и их ва-

риабельность может быть связана с адаптацией 

к различным хозяевам и условиям обитания. 

Возможен также обмен генетической информа-

цией в природных условиях между видами леп-

тоспир, затрагивающий гены липопротеинов, 

однако механизм этого процесса не установлен. 

Обнаружен межвидовой горизонтальный пере-

нос гена lipL41 между видами L. borgpetersenii 

и L. interrogans [36].

В геноме L. biflexa отсутствуют последова-

тельности, сходные с характерным для пато-

генных лептоспир геном lipL32, а также генами, 

кодирующими LipL41, LipL36 и LipL45. Однако, 

ген, кодирующий липопротеин LipL21, экспрес-

сирующийся у патогенных лептоспир во вре-

мя развития инфекции, имеет ортолог в геноме 

L. biflexa [67].

Кроме липопротеинов, закрепленных в мем-

бране лептоспир за счет ковалентно связанных 

остатков жирных кислот, встраивающихся в би-

липидный слой, в состав наружной мембраны 

входят интегральные белки. Характерной осо-

бенностью интегральных белков наружной мем-

браны является то, что они встроены в нее за 

счет множества прошивающих ее амфипатичес-

ких (не гидрофобных) доменов, являющихся по 

структуре β-цепями и формирующих структуру 

«баррела».

По сравнению с бактериями кишечной 

группы, содержание этих молекул в наружной 

мембране лептоспир снижено. Таким образом, 

наружная мембрана становится дополнитель-

ным барьером, ограничивающим поступление 

в клетку лептоспир различных веществ, как не-

обходимых для роста, так и потенциально опас-
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ных для микроорганизма. Сниженная прони-

цаемость наружной мембраны для питательных 

веществ рассматривается как один из возмож-

ных факторов, ограничивающих скорость ро-

ста лептоспир, характеризующихся длительным 

временем удвоения (до 18 часов в культуре). Од-

нако, несмотря на этот барьер, лептоспиры спо-

собны выживать в среде с низким содержанием 

питательных веществ [31].

Анализ генома L. interrogans выявил 83 гена 

трансмембранных белков, содержащих участки 

β-цепей, формирующих баррел, однако из них 

в настоящее время выделена и описана лишь не-

значительная часть. Среди генов гипотетичес-

ких трансмембранных белков, выявлены гены 

бактериальных липаз, шаперонина, неспецифи-

ческих поринов, гидролазы, сигнальных пеп-

тидаз, полисахарид-деацетилаз, транспортеров 

жирных кислот, аминокислот, а так же гены бел-

ков, обеспечивающих секрецию [84].

Первым описанным трансмембранным бел-

ком в составе наружной мембраны лептоспир 

был OmpL1. Молекула OmpL1 содержит 5 участ-

ков, расположенных на поверхности клеток 

лептоспир и 7 трансмембранных доменов [24]. 

OmpL1 является порином и присутствует в на-

ружной мембране лептоспир в виде тримера. 

OmpL1 включает типичную для грамотрица-

тельных бактерий лидерную последователь-

ность, содержащую сайт распознавания пепти-

дазы 1, расщепление по которому сопровождает 

прохождение молекулой цитоплазматической 

мембраны. С-терминальный сегмент имеет вы-

сокий уровень сходства с С-терминальным сег-

ментом поринов грамотрицательных бактерий 

[34]. Низкий уровень экспрессии OmpL1 и его 

прочная связь с липополисахаридом могут быть 

ограничением при его очистке [71].

Уровень вариабельности гена ompL1 высок 

и достигает 15%. Большая часть однонуклеотид-

ных замен в составе гена ompL1 приводит к ами-

нокислотным заменам в составе белка [36]. 86% 

вариабельных аминокислот в составе ompL1 лока-

лизованы в участках, находящихся на наружной 

поверхности мембраны [34]. На основании анализа 

гена ompL1 у лептоспир различных видов выделено 

3 типа его структуры. Показано, что перекрестный 

протективный эффект при иммунизации морских 

свинок молекулами OmpL1 каждого типа и после-

дующем заражении лептоспирами с геном ompL1, 

относящимся к другому типу несколько ниже, 

чем при заражении лептоспирами с тем же типом 

ompL1 [24]. В структуре гена ompL1 были обнару-

жены мозаичные паттерны, образование которых 

обусловлено горизонтальным переносом участков 

данного гена. Ген ompL1 мозаичной структуры был 

найден у L. interrogans, L. weilii, L. kirschneri, L. noguchii 

и L. borgpetersenii [36].

В последствие были найдены другие транс-

мембранные белки: OmpL36, OmpL37, OmpL47 

и OmpL54. В составе OmpL36, OmpL47 и OmpL54 

содержится восемь трансмембранных доменов, 

в то время как в составе OmpL37 — шесть [68].

В составе наружной мембраны лептоспир 

найдены интегральные TonB-зависимые бел-

ки, осуществляющие энергозависимый транс-

порт различных молекул. В геноме лептоспир 

присутствуют гены, кодирующие транспорте-

ры, участвующие в выведении из клетки гемо-

лизинов и прошедших через мембрану молекул 

антимик робных препаратов (ортолог гена tolC), 

а также катионов металлов (ортологи гена cusC 

и генов семейства czc), осуществляющие пере-

нос ионов через мембрану за счет антипорта 

с протонами [58].

Трансмембранные белки наружной мембра-

ны могут участвовать в развитии лептоспироз-

ной инфекции как адгезины, антигенные детер-

минанты, рецепторы к различным молекулам 

организма хозяина. Также трансмембранные 

белки могут выполнять функцию поринов [68].

Липополисахарид лептоспир: 
особенности структуры 
и взаимодействие с иммунной 
системой хозяина

На поверхности наружной мембраны лепто-

спир, в отличие от других патогенных спирохет, 

таких как Treponema pallidum, Treponema denticola 

и Borrelia burgdorferi располагается слой липопо-

лисахарида (ЛПС). Липополисахарид лептоспир 

в целом схож по структуре с липополисахаридом 

других грамотрицательных бактерий [82].

Липид А, ответственный, в том числе, за ток-

сический эффект ЛПС, является гидрофобной 

структурой, обеспечивающей закрепление мо-

лекул ЛПС в мембране, представляющей из себя 

дисахарид с присоединенными к нему остатка-

ми жирных кислот, количество которых может 

быть различным. В составе липида А лептоспир 

присутствует четыре остатка жирных кислот, 

в том числе двух ненасыщенных углеродных 

цепей, более длинных, чем в у энтеробактерий. 

Также отличительной особенностью является 

потеря фосфорных остатков, как правило, при-

соединенных у бактерий к дисахариду. Однако 

эти черты строения липида А не являются уни-

кальными для лептоспир. Более редкая особен-

ность, присущая липиду А лептоспир — метили-

рование однофосфатных остатков в его составе; 

в настоящее время сходной структуры у других 

микроорганизмов не обнаружено [54].

Крайне высокая вариабельность структуры 

ЛПС обуславливает существование большого 

количества серогрупп и серовариантов патогена 

[12]. При исследовании ЛПС лептоспир различ-

ной серогрупповой принадлежности с исполь-

зованием гельэлекторфореза было установлено, 
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что ЛПС каждого сероварианта образует на-

сколько индивидуальных для него полос в геле, 

наименьшая из которых у патогенных лептоспир 

располагается на уровне, соответствующем, 

в среднем, 20 kDa. Полоса такой величины у са-

профитных лептоспир отсутствует [19].

При сборке молекулы ЛПС формирование 

О-антигена идет на липидном носителе [12]. Для 

синтеза ЛПС и вывода его на поверхность наруж-

ной мембраны необходимы специальные систе-

мы. Гены, кодирующие ферменты, отвечающие 

за этот процесс, формируют кластер rfb, состав 

которого может варьировать. Сравнение этого 

локуса лептоспир вида L. borgpetersenii, серова-

рианта hardjo и вида L. interrogans сероварианта 

hardjoprajitno (данные сероварианты принадле жат 

к серогруппе Hardjo), показало, что у лептоспир 

вида L. interrogans этот локус больше на один ген 

и включает 32 открытых рамки считывания, в то 

время как аналогичный локус L. borgpetersenii — 

31. Сопоставление локуса rfb L. interrogans серова-

рианта hardjoprajitno и L. interrogans сероварианта 

copenhageni показывает высокий уровень сход-

ства. Наиболее вероятно, что изначально локу-

сы сероварианта hardjoprajitno и сероварианта 

copenhageni произошли от общего предшествен-

ника, а участки локуса, характерные для серо-

группы Hardjo были получены им от лептоспир 

вида L. borgpetersenii сероварианта hardjobovis пу-

тем горизонтального переноса [66].

Однако вариабельность ЛПС обусловлена 

не только изменчивостью локуса rfb. Иссле-

дование его последовательности у лептоспир 

серовариантов copenhageni и lai серогруппы 

Icterohaemorrhagiae вида L. interrogans, показало, 

что он включает в обоих случаях 40 kbp, и все 

немногочисленные замены в нем не влияют на 

структуру кодируемых ферментов. Предположи-

тельно, в этом случае различия в структуре ЛПС 

связаны с различиями в составе генов семейства 

degT, участие которых в биосинтезе ЛПС также 

было показано [58].

ЛПС лептоспир обладает менее выраженным 

воспалительным и цитотоксическим эффектом, 

по сравнению с ЛПС представителей кишечной 

группы. Он не вызывает значительного измене-

ния температуры тела при введении кроликам 

и не приводит к вакуолизации и нарушению 

структуры мембран при обработке фибробластов 

в клеточной культуре. Однако при воздействии 

раствора, содержащего ЛПС на эритроциты, 

происходила их агглютинация и изменение фор-

мы (клетки сморщивались с образованием зазу-

бренного края) [81]. С другой стороны, введение 

ЛПС мышам приводило к изменениям в репер-

туаре поверхностных маркеров в лимфоцитах 

селезенки и повышению экспрессии TNFα [40]. 

Также он вызывал кровоизлияния и некрозы, 

однако, не столь выраженные, как ЛПС кишеч-

ной палочки в эквивалентных дозах. Патоло-

гические изменения тканей были обнаружены 

у мышей через 24 часа после введения в различ-

ных органах, в том числе кишечнике, селезен-

ке и легких, причем некроз был более выражен 

у животных, получивших дозы ЛПС, превы-

шающие 2 мг. Также наблюдался некроз печени 

(на 7 день), чего не происходило при воздействии 

ЛПС E. coli. Летальная доза LD50 ЛПС для мышей 

составляла 3,4 мг на организм, что в 12 раз мень-

ше аналогичного показателя для ЛПС кишечной 

палочки [41].

ЛПС лептоспир, как и всех грамотрицатель-

ных бактерий, активизирует системы резистент-

ности макроорганизма. Однако существуют 

отличия в механизме этого процесса между леп-

тоспирами и типичными грамотрицательными 

микроорганизмами, например представителя-

ми кишечной группы. ЛПС стимулирует актив-

ность макрофагов через рецепторы CD14 и Toll-

подобный рецептор 2 (TLR2), играя основную 

роль в процессе их активации. Однако централь-

ный компонент системы распознавания ЛПС 

грамотрицательных бактерий, TLR4, не участву-

ет в клеточном ответе на инфекцию L. interrogans 

у человека [81]. ЛПС лептоспир активирует клет-

ки человека через гетеродимеры TLR2 и hTLR1 

(но не TLR2/TLR4). Среди других патогенных 

бактерий также известны случаи, когда распо-

знание ЛПС происходит через рецепторы TLR2, 

в частности Legionella pneumophila и Helicobacter 

pylori. В обоих случаях строение липида А явля-

ется нетипичным [54].

In vitro было показано различие во взаимодей-

ствии с очищенным липидом А патогенных леп-

тоспир между моноцитами человека THP1-CD14 

и макрофагами мыши RAW264.7. В клетках чело-

века, в отличие от клеток мыши, не происходило 

продукции TNF, IL-8 и IL-10 в ответ на внесение 

в среду очищенного липида А лептоспир (выде-

ление этих факторов воспаления было, однако, 

отмечено в присутствии липида А E. coli) [54].

В экспериментах на мышах, мутантных по ге-

нам, кодирующим TLR2 и TLR4, было установ-

лено, что у мышей распознавание липида А леп-

тоспир осуществляется только через рецепторы 

TLR4, в то время как распознавание полной мо-

лекулы ЛПС не нарушается у мышей, мутантных 

по этому гену.

Липид А лептоспир, в отличие от полной мо-

лекулы ЛПС, не способен активировать клетки 

человека. Неспособность комплекса рецепторов 

TLR2/TLR4 на поверхности моноцитов/макро-

фагов человека распознавать ЛПС лептоспир яв-

ляется одной из возможных предпосылок более 

высокой восприимчивости человека к лептоспи-

розной инфекции и более тяжелого ее течения 

[17, 80] .

Показана изменчивость ЛПС у одного и того 

же штамма в зависимости от того, в какой форме 

протекает инфекция (хроническая или острая). 
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Разные лабораторные животные в различной сте-

пени восприимчивы к лептоспирозной инфек-

ции. Если для морских свинок характерно острое 

течение инфекции, часто ведущее к гибели жи-

вотного, то у крыс лептоспироз, как правило, про-

текает в хронической форме. Это сделало возмож-

ным сравнение структуры ЛПС лептоспир одного 

штамма при различных формах инфекции после 

введения его морским свинкам и крысам. В пер-

вом случае лептоспиры были выделены из пече-

ни, а во втором случае происходило размножение 

лептоспир в почках, при этом не было обнаруже-

но никаких патологичес ких изменений. Количе-

ство ЛПС при острой инфекции снижалось, кро-

ме того, часть полос, образованных окрашенным 

ЛПС в гельэлектрофорезе при анализе ЛПС куль-

тивируемых in vitro лептоспир и лептоспир, выде-

ленных при хронической инфекции, отсутствует 

при аналогичном эксперименте с ЛПС лептоспир, 

выделенных из тканей эвтаназированных живот-

ных при острой инфекции [55].

Между аттенуированными в культуре и ви-

рулентными штаммами наблюдаются различия 

структуры ЛПС. В составе клеток патогенных 

форм преобладают липополисахаридоподобные 

молекулы массой 30 kDa, в то время как у атте-

нуированных — 20 kDa [37].

Серовароспецифические антитела к ЛПС 

лептоспир выявляются в реакции микроагглю-

тинации (РМА) с живыми культурами лепто-

спир. Несмотря на то, что в настоящее время 

разработано большое количество методов вы-

явления антител к лептоспирам, РМА остается 

основным методом диагностики лептоспироза. 

Так как РМА является серовароспецифичной, 

для диагностики обычно применяются культу-

ры референс-штаммов лептоспир серогрупп, ха-

рактерных для данной территории [44].

Изменение репертуара белков 
наружной мембраны в зависимости 
от условий роста

Изучение влияния условий окружающей 

среды на белковый состав наружной мембраны 

лептоспир позволяет более полно понять про-

цессы развития инфекции, адаптации лепто-

спир к обитанию в организме хозяев различных 

отрядов и окружающей среде. В настоящее вре-

мя проведены исследования влияния на экс-

прессию генов, кодирующих белки наружной 

мембраны лептоспир ряда факторов, в том числе 

температуры, осмолярности среды, содержания 

в среде сыворотки и различных солей. Также 

оценены изменения репертуара белков наруж-

ной мембраны в ходе инфекционного процесса 

и при аттенуации штамма в культуре.

При повышении температуры с 28 до 37°C 

и исследовании различий в экспрессии генов 

с использованием микрочипов было обнаружено 

106 генов, уровень экспрессии которых зависит 

от температуры. Из них только 6 генов кодируют 

белки наружной мембраны, экспрессия 2 из ко-

торых активируется при повышении температу-

ры, а 4 — подавляется [69]. Один из активируемых 

генов кодирует белок, по функции являющийся 

рецептором. Установлено, что, в целом, при тем-

пературе 30°C белковый состав наружной мем-

браны более разнообразен [47]. Интересно, что 

при температуре 37°C снижается экспрессия по-

крайней мере двух белков, вызывающих иммун-

ный ответ при экспериментальной инфекции 

с молекулярной массой 36 и 44 kDa. Одним из 

этих белков является липопротеин LipL36 (не-

смотря на то, что было установлено, что его син-

тез подавляется во время инфекции, по крайней 

мере, при колонизации почек). В данном случае, 

культивирование при повышенной температуре 

продолжалось несколько суток, чтобы исклю-

чить из анализа белки, ассоциированные с те-

пловым шоком [56].

Еще один возможный сигнал, воспринимае-

мый лептоспирами и говорящий о том, что па-

тоген проник в организм хозяина, является из-

менение химического состава среды. В качестве 

модельного эксперимента для оценки влияния 

этого фактора проводилось культивирование 

лептоспир на среде с повышенным содержанием 

сыворотки, а так же на среде с пониженным со-

держанием железа. Экспрессия pL24 значитель-

но снижается как при 37°C, так и в присутствии 

фетальной сыворотки [21]. Синтез фактора виру-

лентности Loa22 и гликозил-гидролазы, участ-

вующей в процессах деградации внеклеточ но го 

матрикса и проникновении патогенна в клетки 

хозяина активируется при культивировании 

лептоспир на среде с пониженным содержанием 

железа в присутствии фетальной сыворотки [25]. 

Присутствие в среде фетальной сыворотки акти-

вирует синтез LigB (как и повышение осмоляр-

ности среды и температуры культивирования). 

Однако, из 168 генов, уровень экспрессии кото-

рых меняется при внесении в среду сыворотки, 

только лишь незначительное количество коди-

рует белки наружной мембраны [65].

Внесение в среду солей (в том числе NaCl), и, 

как следствие, повышение ее осмолярности ак-

тивирует транскрипцию генов LigA и LigB, при 

этом увеличивается количество как мембран-

ных, так и растворимых молекул LigA, причем 

активация синтеза растворимой формы более 

выражена. Такого эффекта не наблюдается при 

внесении в среду KCl или Na2SO4 [50].

Анализ белкового состава мембран лепто-

спир, вирулентность которых поддерживалась 

в пассажах на хомяках показал, что OmpL1, 

LipL31, LipL32/Hap-1, LipL41, LipL45, LipL21, 

LruA/LipL71 и Loa22 экспрессируются в ходе ин-

фекции, кроме того был идентифицирован белок 

LipL46, и несколько других, ранее не описанных 
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белков, содержащих сигнальные последователь-

ности, характерные для белков наружной мем-

браны [78, 53]. При острой инфекции у морских 

свинок установлена экспрессия OmpL1, LipL41 

и LipL21. Loa22 экспрессируется как в культуре, 

так и при острой инфекции, однако у лептоспир, 

размножающихся в организме хозяина уровень 

экспрессии данного протеина значительно воз-

растает. Экспрессия OmpL1, LipL41 и LipL32 

в почечных канальцах инфицированных лабо-

раторных животных установлена методом им-

муногистохимии [32].

В ходе роста культуры также отмечены каче-

ственные различия в составе белков наружной 

мембраны. Содержание LigA в составе наружной 

мембраны значительно снижается при достиже-

нии культурой стационарной фазы роста, в то 

время как LigB выявляется на протяжении всех 

фаз роста культуры. Уменьшение количества мо-

лекул LigA в наружной мембране лептоспир про-

исходит за счет более интенсивного синтеза рас-

творимой формы LigA и ее секреции в среду [50].

При анализе наружной мембраны лептоспир 

было установлено, что при культивировании на 

питательной среде синтезируются LigA, OmpL1, 

LipL41, LipL21, LipL36, LipL32, LipL31 и LipL45, 

а так же, по крайней мере еще один порин, четыре 

ранее не описанных липопротеина, две мембран-

ные помпы, предшественники пенициллин G 

ацилазы и С-терминальной протеазы, участвую-

щей в созревании белков. В культуре наиболее 

высокий уровень экспрессии LipL36 наблюдает-

ся в ранней логарифмической фазе [33].

Регуляция синтеза тех или иных молекул 

происходит не только на уровне транскрипции, 

но и на уровне посттрансляционных модифи-

каций. Установлено, что набор изоформ LipL32 

у лептоспир в культуре и в организме хозяина 

различается [57]. Процессинг LipL32 строго ассо-

циирован с условиями окружающей среды. При 

температуре 30–37°C наблюдались все описан-

ные изоформы этого липопротеина (LipL32.26, 

LipL32.24, LipL32.23a,b,c, LipL32.22, LipL32.16 

и LipL32.14a,b) в равном содержании. При по-

нижении температуры до 20°C, содержание изо-

формы LipL32.26 значительно снижается, од-

нако аналогичный эффект наблюдается и при 

внесении в среду фетальной сыворотки. В при-

сутствии сыворотки также падает содержание 

изоформ LipL32.24, LipL32.23a,b,c и LipL32.22. 

При снижении содержания железа в среде, толь-

ко две изоформы LipL32.23a и LipL32.22 были 

обнаружены при анализе белкового состава на-

ружной мембраны. Образование изоформ свя-

зано с сокращением размера С-концевого доме-

на [21]. Липопротеин LipL45 обнаружен в двух 

изоформах: у лептоспир при культивировании 

в первых пассажах экспрессируются обе изофор-

мы — полноразмерная изоформа (45 kDa), лока-

лизованная на внутренней мембране и изоформа 

с молекулярным весом 31 kDa. Вторая изофор-

ма представляет собой белок, локализованный 

на поверхности клетки и непрочно связанный 

с ней. В более поздних пассажах экспрессирует-

ся только вторая изоформа, содержание которой 

возрастает при достижении культурой стацио-

нарной фазы [51].

Белки лептоспир, ассоциированные 
с патогенностью

На основании секвенирования полных 

геномов 3-х штаммов серовариантов ictero-

haemorrhagiae, copenhageni и hardjo было выявле-

но более 200 генов, продукты которых ассоции-

рованы с патогенностью, в том числе различные 

белки, входящие в состав наружной мембраны. 

Однако сравнительно небольшая часть белков, 

ассоциированных с патогенностью, выделена 

и описана с точки зрения их функционального 

значения [58]. Для ряда таких белков показано, 

что они синтезируются только в организме хо-

зяина, и их экспрессии при культивировании не 

происходит [5].

Из описанных белков наружной мембраны, 

ассоциированных с патогенностью лептоспир, 

большинство является адгезинами участвую-

щими в связывании молекул сыворотки крови 

или внеклеточного матрикса тканей организма 

хозяина, однако также найдены цитотоксины 

и гемолизины [43].

Адгезины необходимы для колонизации ор-

ганизма хозяина. У лептоспир описано большое 

количество таких молекул, специфичных к раз-

личным компонентам внеклеточного матрикса 

хозяина. Гены некоторых адгезинов являются 

паралогичными и образуют семейства генов, 

продуктами которых являются адгезины с раз-

личной специфичностью. С точки зрения иссле-

дования распределения между видами и штам-

мами генов, ассоциированных с теми или иными 

особенностями течения заболевания, гены, ко-

дирующие белки, задействованные в специфи-

ческой адгезии, вызывают наибольший интерес, 

поскольку их набор может быть связан со спо-

собностью к колонизации тех или иных органов 

лептоспирами.

Для белков лептоспир, обеспечивающих адге-

зию, характерно взаимодействие с различными 

типами молекул внеклеточного матрикса, напри-

мер LigB связывает фибронектин, а также, за счет 

иммуноглобулиноподобных доменов, эластин 

и тропоэластин, связывание разных молекул про-

исходит за счет различных участков адгезина [34].

В геноме лептоспир было обнаружено не-

сколько генов сходной структуры, кодирующих 

липопротеины, в состав которых входит им-

муноглобулиноподобный домен [42]. Эти гены 

были объединены в семейство lig (Leptospiral 

immunoglobulin-like). Первым из обнаруженных 
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генов данного семейства был ligA, кодирующий 

адгезин LigA, отличительной чертой которого яв-

ляется наличие 12 и более повторов (количество 

может варьировать), содержащих 90 аминокис-

лотных остатков каждый [62]. Также были описа-

ны гены ligB и ligC, причем последний был сначала 

обнаружен в виде псевдогена (у лептоспир видов 

L. kirschneri и L. interrogans), образовавшегося из 

полноценного гена путем сдвига рамки считыва-

ния и возникновения стоп кодона в кодирующей 

части. В настоящее время показано, что гены се-

мейства lig являются паралогами, возникшими 

при дупликации гена ligB, который обнаружен 

у всех патогенных лептоспир, в отличие от генов 

ligA и ligС [57]. Основная функция адгезинов Lig 

заключается в адгезии к фибронектину, однако 

они не являются единственными фибронектин-

связывающими белками, и, кроме того, способ-

ны к взаимодействию с другими компонентами 

внеклеточного матрикса [18]. В частности, LigB 

взаимодействует с эластином, а также его пред-

шественником, тропоэластином [45].

Общей чертой адгезивных молекул семейства 

Len (leptospiral endostatin-like proteins) является 

наличие структуры, сходной с эндостатином — 

белком, присутствующем в организме хозяев 

лептоспир, одним из свойств которого является 

способность к взаимодействию с белками вне-

клеточного матрикса, в том числе ламинином. 

Было зарегистрировано связывание LenA с ла-

минином, а также менее активное взаимодей-

ствие с коллагеном IV и клеточным фибронекти-

ном [8]. LenA был также описан как компонент 

мембраны лептоспир, связывающий фактор Н 

и препятствующий активации белков каска-

да комплемента по альтернативному пути [77]. 

Анализ последовательности этого гена показал, 

что среди лептоспир вида L. interrogans у серова-

риантов lai, copenhageni, grippotyphosa и hardjo 

LenA является липопротеином, ассоциирован-

ным с мембраной, а у серовариантов pomona, 

bratislava и canicola мутация нарушает структуру 

липобокса, но последствия этого не ясны. Про-

теин найден у всех исследованных серогрупп па-

тогенных лептоспир [75].

Впоследствии было обнаружено семейство 

генов, происходящих от одного предшественни-

ка с геном, кодирующим LenA. Продукты этих 

генов различаются по способности связывать те 

или иные компоненты внеклеточного матрикса 

и фактор Н. LenC, LenE и LenF отличаются более 

выраженным сродством к ламинину, чем LenD, 

LenB и LenA. Помимо этого LenC, LenE и LenF 

более активно связывают фибронектин [75].

В геноме лептоспир были найдены гены, ко-

дирующие белки семейства Tly A, B, C, сходные 

с гемолизинами других организмов, однако ге-

молитическая функция их не была доказана, 

тем не менее, белок Tly C локализован на поверх-

ности клеток лептоспир и способен связывать 

молекулы внеклеточного матрикса, в том числе 

ламинин, коллаген IV и фибронектин, и, вероят-

но, задействован в процессе адгезии лептоспир 

к межклеточному веществу [14].

Кроме семейств адгезивных белков, у лепто-

спир найден ряд адгезинов, гены которых не яв-

ляются паралогами, в том числе Lsa21 (leptospiral 

surface adhesin of 21 kDa) — фактор адгезии, име-

ющий сродство к широкому спектру компонен-

тов внеклеточного матрикса [7], и липопротеин 

наружной мембраны лептоспир, Lsa27, который 

специфично взаимодействует с ламинином [52].

Обнаружен ряд белков, в том числе LipL32, 

Lp29, Lp49, LipL40, MLP36, LIC10494, LIC12730 

и LIC12238, которые способны к взаимодействию 

с плазминогеном. Белки лептоспир, взаимодей-

ствующие с плазминогеном не сходны по струк-

туре, то есть их гены не являются паралогичны-

ми. Плазминоген, связанный на мембране клеток 

лептоспир конвертируется в энзиматичес ки ак-

тивный плазмин за счет дополнительных акти-

ваторов, в результате чего этот протеолитически 

активный фермент участвует в процессах дегра-

дации внеклеточного матрикса и инвазии пато-

гена в ткани хозяина [79].

Была показана способность липопротеина 

LipL32 к взаимодействию с некоторыми ком-

понентами внеклеточного матрикса, в том чис-

ле ламинином, коллагеном I и коллагеном V. 

Однако, последовательностей, схожих с ранее 

описанными сайтами, участвующими в адге-

зии к молекулам внеклеточного матрикса в его 

составе обнаружено не было [32]. Установлена 

также способность липопротеина LipL32 к свя-

зыванию коллагена IV, основного компонента 

базальных мембран, и сывороточного фибронек-

тина. Активность этого взаимодействия значи-

тельно ниже, чем у других адгезинов, например 

белков семейства Lig. Взаимодействие с коллаге-

ном IV и фибриногеном осуществляется за счет 

С-терминального домена [38].

Ряд проявлений лептоспироза, в том числе ге-

моррагический синдром при нарушении целост-

ности стенок сосудов, связан с наличием у лепто-

спир ферментов, обладающих цитотоксическим 

и гемолитическим эффектом. LipL32 (вернее 

одна из его изоформ) был описан как секрети-

руемый белок, ассоциированный с гемолизином 

(Hemolysin-associated protein, Hap1), и была уста-

новлена его гемолитическая активность против 

эритроцитов человека и собаки [44].

Для развития лептоспирозной инфекции 

и поддержания жизнеспособности лептоспир 

в организме хозяина необходимо поступление 

ионов железа в клетку патогена. У лептоспир 

найдено 2 протеина, способных связывать гемин. 

HbpA (Hemin-binding protein) — белок наружной 

мембраны лептоспир, геминовый рецептор, осу-

ществляющий перенос через наружную мем-

брану железа в форме Fe3+, входящего в состав 
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гемина, однако механизм этого процесса пока 

не ясен. Этот поверхностный белок представлен 

не у всех патогенных лептоспир. Ген его был об-

наружен только у вида L. interrogans, в то время 

как он отсутствует у L. kirschneri и L. borgpetersenii, 

а также у непатогенных видов [58]. Вторым про-

теином наружной мембраны, способным к свя-

зыванию гемина, является липопротеин LipL41, 

присутствующий не только у патогенных, но и у 

сапрофитных лептоспир [6].

Присутствие и распространение лептоспир 

в кровяном русле в начале инфекции обуслов-

лено их способностью блокировать активацию 

комплемента по альтернативному пути, связы-

вая на поверхности клетки сывороточный белок, 

известный как фактор Н. Этот белок взаимо-

действует с компонентом каскада комплемента 

C3b и является кофактором фактора I, инакти-

вирующего этот компонент. Фактор Н может 

закрепляться на остатках сиаловой кислоты, 

входящих в состав поверхностных гликопро-

теинов клеток хозяина, защищая их от эффекта 

активации C3 [76]. Первым описанным белком 

лептоспир, связывающим фактор Н, был LfhA/

LenA [77]. Кроме того, обнаружена способность 

другого белка того же семейства, LenВ, к взаимо-

действию с этим фактором. Из всего семейства 

генов len только lenA и lenB кодируют белки, спо-

собные к взаимодействию с фактором Н [74].

Не отмечено влияние протеинов наружной 

мембраны лептоспир на жизнеспособность эм-

бриональных клеток проксимального почечного 

канальца мыши в культуре, однако внесение их 

в среду вызывает активацию экспрессии рецеп-

торов TLR2, а так же белков MCP-1 и IL-8, при-

чем этот процесс происходит за счет активации 

рецепторов TLR2, но без участия рецепторов 

TLR4 [39]. Одним из белков, присутствие кото-

рых ведет к активации клеток, является LipL32, 

синтез которого патогеном в ходе инфекции мо-

жет быть одним из факторов, ведущих к разви-

тию тубулоинтерстициального нефрита [83].

Антигенные белки наружной 
мембраны лептоспир

Расположенные на поверхности клетки леп-

тоспир белки экранированы молекулами ЛПС. 

Тем не менее, в ходе инфекции к ним вырабаты-

ваются специфические антитела. Показано пе-

рекрестное распознавание белков иммунными 

сыворотками зараженных животных между леп-

тоспирами различных серогрупп. Однако в ре-

пертуаре иммуногенных белков были обнаруже-

ны некоторые различия [10]. Примером белковой 

антигенной молекулы, характерной для узкой 

группы микроорганизмов рода Leptospira явля-

ется Lsa27, обнаруженный только у лептоспир 

серогрупп Copenhageni и Icterohaemorrhagiae вида 

L. interrogans [48] В составе наружной мембраны 

лептоспир вида L. fainei, сероварианта hurstbridge 

не найден липопротеин LipL41. Отличительной 

чертой сероварианта lai является наличие анти-

генного белка с массой более 94 kDa, не най-

денного у лептоспир других серовариантов [25]. 

Однако, большая часть антигенных белков при-

сутствует у всех лептоспир, в частности белки 

с молекулярной массой 95, 60, 50, 42,7, 40, 38, 32 

и 25 kDa [10]. При исследовании специфично-

сти сывороток больных к белкам LipL21, LipL32 

и OmpL1 было установлено, что антитела, при-

сутствующие в сыворотке больных распознают 

данные белки L. interrogans сероварианта lai вне 

зависимости от вида лептоспир, которыми была 

вызвана инфекция у пациента [85]. Таким обра-

зом, все разнообразие белковых антигенов леп-

тоспир можно разделить на четыре группы.

Антигенные белки, обнаруженные у всех 1. 

изученных штаммов, в том числе непато-

генных (p62, p76 — белки теплового шока, не 

являются белками наружной мембраны).

Антигенные белки, присутствующие 2. 

у всех изученных штаммов патогенных 

лептоспир (p31, p32, p41/42, p45 и p82).

Антигенные белки, найденные у боль-3. 

шинства патогенных представителей рода 

(p48 и p58).

Антигенные белки, найденные у единич-4. 

ных штаммов (p37 и p25) [29].

Ко второй из перечисленных групп относится 

большая часть описанных у лептоспир в настоя-

щее время белков наружной мембраны.

При анализе взаимодействия белков, выде-

ленных из культур лептоспир, с сыворотками 

экспериментальных животных, установлено, 

что наиболее интенсивным является взаимодей-

ствие с молекулами наружной мембраны, имею-

щими молекулярную массу 41, 32 и 25 kDa [4].

В ходе инфекции изменяется паттерн экс-

прессии белковых молекул, обладающих ан-

тигенными свойствами. Показаны различия 

в специфичности сывороток, полученных от 

хомяков, инфицированных лептоспирами из 

культуры и непосредственно биологическим ма-

териалом от зараженных лабораторных живот-

ных. Только сыворотки хомяков, которые были 

заражены лептоспирами, культивируемыми 

in vitro, распознают белок LipL36, однако его экс-

прессии в клетках лептоспир, колонизирующих 

почки, не обнаружено [9]. В экспериментальной 

модели лептоспироза на крысах показано, что 

при хроническом течении лептоспироза, харак-

терном для этих животных, синтез антигенных 

белковых молекул подавляется [39].

При аттенуации штамма в ходе культивирова-

ния происходит изменение паттерна экспрессии 

антигенных молекул. Антигены, экспрессирую-

щиеся как аттенуированными, так и вирулент-

ными штаммами имеют молекулярную массу 41 

и 44 кДа. Антиген с молекулярной массой 30 kDa 
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строго ассоциирован с вирулентными штам-

мами [37]. Уровень экспрессии LipL21 также не 

изменяется при аттенуации штамма [22]. Белки 

наружной мембраны с молекулярной массой 32, 

45 и 61 kDa экспрессируются в течение инфек-

ции и вызывают формирование специфических 

антител [57].

Белки наружной мембраны лептоспир мо-

гут быть использованы как компоненты диа-

гностических систем для выявления антител 

к лептоспирам, а также как компоненты вакцин. 

Однако получение этих белков из клеток леп-

тоспир затруднено из-за медленного роста этих 

организмов. Более предпочтительным являет-

ся использование белков из рекомбинантных 

штаммов E. coli, бактерии с высокой скоростью 

удвоения, менее требовательной к условиям 

культивирования, чем лептоспира. В состав диа-

гностических систем входят молекулы липо-

протеина LipL32 [23, 76], консервативные до-

мены иммуноглобулиноподобных белков LigA 

и LigB [20, 61], молекулы липопротеинов LipL32, 

LipL45, LipL41 и порина OmpL1 [4], белков на-

ружной мембраны MPL17 и MPL21 [60], а так же 

рекомбинантная белковой молекулы, включаю-

щей эпитопы порина OmpL1 и липопротеинов 

LipL21 и LipL32 [46]. Рекомбинантные протеины, 

такие как LipL32 и LipL41 полученные из транс-

формированных штаммов E. coli, при использо-

вании в качестве антигенов для ИФА обеспечи-

вают большую чувствительность при выявлении 

антител к лептоспирам по сравнению с РМА [74]. 

Недостатком диагностических систем, основан-

ных на выявлении антител к LipL32 и LipL41, 

является возможность перекрестной реакции 

с сыворотками больных сифилисом и болезнью 

Лайма, а так же вирусным гепатитом [28].

Использование тест-систем на основе ИФА 

является предпочтительным, по сравнению 

с РМА, так как не требует наличия живых куль-

тур референс-штаммов. Применение фрагмента 

молекулы LigA и порина OmpL1 в качестве анти-

генов для ИФА делает диагностику более точ-

ной, поскольку антител к этим антигенам при 

вакцинации не вырабатывается. Титр антител 

выявляющихся в РМА после вакцинации мо-

жет достигать уровня, сопоставимого с титром 

антител при острой инфекции [63, 59]. Антитела 

к LigB также ассоциированы с острым течением 

лептоспироза, их содержание в сыворотке в пе-

риод реконвалесценции падает быстрее, чем со-

держание антител, выявляемых в РМА [20].

Для более эффективной и специфичной 

очистки рекомбинантного белка можно вводить 

в геном трансформируемой кишечной палоч-

ки фьюжн-конструкцию, содержащую помимо 

гена целевого продукта участок какого-либо 

гена другого организма обеспечивающий связы-

вание молекулы со специфическими лигандами, 

например ген глутатион-S-трансферазы (GST). 

Использование такой фьюжн-конструкции по-

зволяет быстро и высокоспецифично очищать 

рекомбинантный белок путем его связывания 

с закрепленным на носителе глутатионом [46]. 

Этот подход был применен для очистки реком-

бинантных фрагментов гена ligB и ligA [61], пори-

на OmpL1 [59], липопротеинов LipL41и LipL36, 

шаперона rHsp58 [70].

Кроме фьюжн-конструкции для очистки бел-

ка может использоваться более простая его мо-

дификация. Методика, позволяющая очищать 

белок на гранулах сефарозы, связанной с нике-

лем, требует прикрепления к рекомбинантному 

гену небольшой последовательности, кодирую-

щей полигистидиновый участок. Последова-

тельное отмывание сорбента в растворе имида-

зола повышающейся концентрации и элюция 

раствором имидазола, содержащем Tris-HCl 

и NaCl позволяет получить очищенный белок. 

Таким образом, были созданы рекомбинант-

ные липопротеины наружной мембраны MPL17 

и MPL21, антигенные свойства которых позво-

ляют использовать их для выявления антител 

к лептоспирам на ранних стадиях заболевания, 

когда реакция микроагглютинации еще не дает 

положительных результатов (Lin X. et al., 2008), 

и LipL32, который также может применяться 

в качестве компонента диагностических систем 

на основе ИФА [23].

Чтобы получить антиген лептоспир, обеспе-

чивающий более высокую чувствительность 

при выявлении антител, был разработан синте-

тический рекомбинантный белок, включающий 

эпитопы белков с наиболее выраженными анти-

генными свойствами, Lmp. Его последователь-

ность включала в себя эпитопы OmpL1, LipL21 

и LipL32 (5 различных последовательностей, по 

две копии каждой), соединенные линкерами, 

включающими 4 остатка глицина. Синтетиче-

ский ген, кодирующий эту структуру, был встро-

ен в плазмиду и перенесен в клетки кишечной 

палочки. Его применение повышает точность 

выявления антител, поскольку синтезируемый 

протеин включает в себя эпитопы различных 

белковых молекул [27].

В настоящее время проводятся эксперименты 

по оценке протективного эффекта иммуниза-

ции лабораторных животных различными бел-

ковыми антигенами лептоспир. Иммунизация 

хомяков молекулами LigA (как полными моле-

кулами, так и фрагментами молекул, включаю-

щими С-терминальный домен), полученными 

из рекомбинантного штамма E. coli давала про-

тективный эффект при последующем зараже-

нии лептоспирами. Однако в эксперименталь-

ной группе в некоторых случаях наблюдались 

незначительные патологические изменения, 

хотя и менее выраженные, чем в контрольной 

группе. Иммунизация как С-терминальными 

фрагментами, так и фрагментами, соответству-
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ющими аминокислотным повторам молекулы 

LigB не давала протективного эффекта [73]. При 

иммунизация хомяков молекулами LipL41 не 

происходило развития иммунитета, защищаю-

щего животных при заражении лептоспирами 

от развития инфекции. Эффект иммунизации 

молекулами OmpL1 также выражен крайне сла-

бо. Тем не менее, иммунизация обоими белками 

одновременно дает выраженный протективный 

эффект [35].

Существующие вакцины против лептоспи-

роза включают антиген, полученный из убитых 

клеток лептоспир, они обеспечивают сероваро-

специфический иммунитет, поэтому в их состав 

входят лептоспиры нескольких серовариантов, 

наиболее распространенных на данной террито-

рии. Использование вакцин, содержащих в ка-

честве антигена очищенные белки, позволило 

бы снизить побочные эффекты и вырабатывать 

иммунитет против всего спектра возбудителей 

лептоспирозов.

Заключение
Наружная мембрана лептоспир содержит 

широкий спектр белков, в том числе задейство-

ванных в процессе патогенеза лептоспироз-

ной инфекции. В настоящее время установлена 

структура и функция лишь некоторых белковых 

молекул, входящих в ее состав.

Патогенные лептоспиры различной систе-

матической принадлежности различаются по 

ряду биологических признаков — устойчиво-

сти во внешней среде, оптимальным для роста 

концентрациям мочевины и других веществ, 

гостальной специфичности и тяжести вызы-

ваемого ими заболевания. Особенности тече-

ния заболевания, а так же, возможно, и другие 

различия между видами и серогруппами леп-

тоспир могут быть ассоциированы с особенно-

стями белкового состава наружной мембраны, 

поскольку среди белков наружной мембраны 

выявлены адгезины, термолизины, гомологи 

сфингомиелиназ, фосфолипазы и металлопро-

теазы, белки, защищающие клетки лептоспир 

при окислительном стрессе. Установлено, что 

набор адгезинов, присутствующих в наружной 

мембране лептоспир, варьирует в зависимости 

от вида. Кроме того, нельзя исключать роли 

вариабельности структуры белковых молекул 

в изменчивости биологических свойств пато-

генных лептоспир.

Регуляция белкового состава наружной 

мембраны лептоспир, в частности при их про-

никновении в организм хозяина, зависит от из-

менения различных факторов. Сигналом для 

экспрессии тех или иных генов могут быть из-

менение температуры или осмолярности сре-

ды, дефицит доступного железа, присутствие 

тех или иных веществ. При культивировании 

в лабораторных условиях происходят глубокие 

изменения белкового состава наружной мем-

браны, ассоциированные с утратой вирулент-

ности.

Таким образом, более детальное изучение со-

става наружной мембраны и его регуляции по-

зволит более четко понять процесс патогенеза 

лептоспироза и механизмы взаимодействия па-

тогена с организмом хозяина.

С практической точки зрения изучение мо-

лекулярного состава наружной мембраны также 

важно, поскольку применение рекомбинантных 

антигенных молекул лептоспир в качестве ком-

понентов тест-систем и вакцин позволяет усо-

вершенствовать диагностику и профилактику 

лептоспирозной инфекции среди людей и жи-

вотных. Создание на основе генов лептоспир 

генноинженерных конструкций, при экспрес-

сии которых образуются продукты, включаю-

щие антигенные эпитопы различных белковых 

молекул, и не токсичные при введении в орга-

низм, позволит повысить эффективность диа-

гностических препаратов и вакцин.
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