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ËIПÎПÎËIСÀÕÀÐÈÄÈ RALSTONIA 
SOLANACEARUM: ЖÈÐÍÎÊÈСËÎÒÍÈÉ СÊËÀÄ 

I ÁIÎËÎÃIЧÍÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ

Вивчення ендотоксичної активності свідчить про відносну 
нетоксичність (1–1,25 мã/кã маси тварини) ëіпопоëісаõаридів (ЛПС) 
біëьшості досëіджуваниõ штамів Ralstonia solanacearum у порівнянні з 
ЛПС ентеробактерій. Винятком виявився ЛПС R. solanacearum 749, що 
проявив вищу (0,4 мã/кã маси тварин) токсичність. За піроãенною дією 
ЛПС штами R. solanacearum можна роздіëити на дві ãрупи. ЛПС першої 
ãрупи штамів (R. solanacearum 749, 758, 52 і 4) на друãу ãодину пісëя 
введення експериментаëьним тваринам викëикаëи деяке зниження тем-
ператури у кроëів з тенденцією до її нормаëізації і протяãом третьої 
ãодини значення температур досяãëи майже виõідниõ показників. ЛПС 
друãої ãрупи штамів (R. solanacearum 35, TX1, TS3, 7954) приводиëи до 
підвищення температури експериментаëьниõ тварин біëьше ніж на 
+0,45 °С, що виõодить за межі фізіоëоãічної норми здоровиõ тварин 
Вивчення ЛПС досëідниõ штамів R. solanacearum виявиëо високий рівень 
ãетероãенності між ними за кіëькісним та якісним жирнокисëотним 
скëадом. 

К ëюч о в і  с ë о в а : ëіпопоëісаõариди, жирнокисëотний скëад, Ralstonia 
solanacearum, токсичність, піроãенність.

Ліпополісахариди (ЛПÑ), як аìфіфільні коìпоненти зовнішньої ìеìб-
рани клітинної оболонки граìнегативних бактерій проявляють біологі÷ну 
активність після виходу із складу бактеріальної клітини у внутрішнє се-
редовище організìу тварин. Iніöіаöія сигнальних шляхів іìунної систеìи 
розпо÷инається із зв’язування ліпіду À – активного на÷ала ендотоксинів 
із поверхнею клітин за посередниöтва реöептора TLR4, наслідкоì ÷ого 
стає експресія ниìи ряду öитокінів та хеìокінів запального проöесу. 
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Вуглеводній ÷астині ЛПÑ відводиться роль ìодулятора біологі÷ної актив-
ності, головниì ÷иноì за рахунок у÷асті у форìуванні супраìолекулярної 
структури ендотоксинів у рідкоìу середовищі [4].

Доведеною є роль жирнокислотного складу ліпіду À в інтенсив-
ності прояву ендотокси÷них властивостей ліпополісахаридів, при÷оìу 
ìає зна÷ення не тільки кількість та довжина аöильних заìісників, але 
і стереоізоìерія ненаси÷ених жирних кислот [7]. Ñтруктура ліпіду À є 
найбільш консервативною ÷астиною ìолекули ЛПÑ. Він утворений β-(1-
6)-диглюкозаìіноì, фосфорильованиì в положеннях 1 та 4' і аöильованиì 
первинниìи 3-гідроксикислотаìи у положеннях 2 і 3 кожної ìолекули 
глюкозаìіну. Через гідроксильні групи первинних жирних кислот ìожуть 
бути приєднані вторинні аöильні залишки [5]. 

Характерниì прикладоì подібності коìпозиöії ліпіду À бактерій різ-
них екологі÷них ніш існування ìожуть бути представники спорідненого 
до Ralstonia solanacearum роду Burkholderia, серед яких зустрі÷аються 
ìешканöі грунтів, водойì, паразити коìах та хребетних тварин, рослин. 
З хіìі÷ної то÷ки зору ліпід À бактерій öього роду відрізняється при-
сутністю залишку 4-аìіно-4-дезокси-L-арабінопіранози та в незна÷ній 
ìірі – ступенеì аöилювання [11]. 

Що стосується ліпіду À R. solanacearum, то в літературі неìає даних 
про його структуру, проте за результатаìи хіìі÷ного аналізу, встановлено 
що переважаю÷иìи жирниìи кислотаìи ЛПÑ є Ñ14:0, 3-ОН-Ñ14 :0, 3-ОН-
Ñ16:0, 3-ОН-Ñ18:0 [1, 6]. Òокси÷ність і пірогенність ЛПÑ R. solanacearum 
коливалися в широких ìежах, залежно від штаìу [14]. Невідоìиì за-
лишається біологі÷не зна÷ення варіаöії коìпозиöії ліпіду À для фітопа-
тогенних бактерій.

Ìетою даної роботи є встановлення біологі÷ної активності (ток-
си÷ності і пірогенності) ЛПÑ штаìів R. solanacearum – представників 
віддалених внутрішньовидових груп та кореляöія її з жирнокислотниì 
складоì ліпіду À. 

Ìатеріали і методи 
Об’єктоì дослідження було 8 штаìів R. solanacearum різного гео-

графі÷ного походження: новозеландської (749, 758, 7954), в’єтнаìської 
(TX1, TS3) колекöій та колекöії відділу фітопатогенних бактерій Iнституту 
ìікробіології та вірусології іìені Д.Ê. Заболотного (4, 35, 52б). 

Êультури бактерій вирощували на картопляноìу агарі та рідкоìу 
синтети÷ноìу середовищі N [15] при 28 °Ñ, протягоì 31–70 годин.

Ліпополісахариди отриìували водно-фенольною екстракöією ви-
сушених ефіроì та аöетоноì клітин. Отриìані препарати о÷ищали від 
низькоìолекулярних доìішок діалізоì проти водогінної, а потіì дисти-
льованої води. О÷истку ЛПÑ від нуклеїнових кислот здійснювали шляхоì 
осадження ÒХÓ і ультраöентрифугування (104000 g, 4 год), після ÷ого 
ліофілізували [2].
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Òокси÷ну дію ЛПÑ вив÷али на здорових білих ìишах (4 тварини на 
кожну серію розведення) вагою 19–21 г, попередньо сенсибілізованих 
3,2% D-галактозаìінгідрохлоридоì в непірогенноìу стерильноìу роз÷ині 
0,9% NaCl, після ÷ого негайно вводили внутрішньо÷еревинно підігрітий 
до 37 °Ñ роз÷ин. Ó серії розведень ЛПÑ (8–50 ìкг/ìл) визна÷али дозу 
препарату, що викликає загибель 50% тварин (ЛД50), яку використову-
вали для оöінки токси÷ності. Ñпостереження за тваринаìи проводили 
протягоì 48 год [13]. Пірогенну дію ЛПÑ вив÷али на кролях (по 3 тварини 
на кожний дослід) вагою 2–3,5 кг шляхоì внутрішньовенного введення 
ìініìальної пірогенної дози (ÌПД), встановленої в серії розведень, з 
наступною терìоìетрією тварин протягоì 3 год [3].

Для визна÷ення жирнокислотного складу препарати гідролізували в 
1,5% роз÷ині хлористого аöетилу в ìетанолі (попередньо охолодженоìу)  
при теìпературі 100 °Ñ в запаяних аìпулах протягоì 4 год. Ìетилові 
ефіри жирних кислот екстрагували три÷і гексаноì (по 3 ìл). Фракöію 
н-гексану відбирали і висушували на вакууìноìу випаровува÷і. Àналіз 
отриìаних ìетилових ефірів жирних кислот та препаратів ìоносахаридів 
проводили на хроìато-ìас-спектроìетри÷ній систеìі Àgilent Technology 
HP-6890. Êолонка ÑÐ-Wax 58 (FFAP), довжина 30 ì, внутрішній діаìетр 
0,32 ìì, товщина фази 1,2 ìкì. Òеìпература інжектора 250 °Ñ, детектора 
280 °Ñ, швидкість потоку ÷ерез колонку 2,5 ìл/хв., газ-носій – гелій. 
Ділення потоку 1:20. Обробку результатів проводили з використанняì 
коìп’ютерної бази даних та стандартної суìіші ìетилових ефірів жирних 
кислот. Досліди проведені в трьох повторностях.

Ñтатисти÷не опраöювання експериìентальних даних проводили за 
допоìогою коì’ютерних програì Microsoft Excel 2000.

Ðезультати та обговорення
Для оöінки токси÷ності ЛПÑ досліджених штаìів R. solanacearum (758, 

7954, 749, TX1, TS3, 4, 35, 52б) визна÷али дозу препарату ЛПÑ, яка при вну-
трішньо÷еревинноìу введенні галактозаìінгідрохлорид-сенсибілізованиì 
ìишаì викликала загибель 50% експериìентальних тварин (LD50). Для 
більшості досліджуваних штаìів токси÷ність ЛПÑ знаходилась в ìеж-
ах 1–1,25 ìг/кг ìаси тварини (рис. 1). Виняткоì є ЛПÑ штаìу 749, що 
проявив вищу токси÷ність (доза LD50 становила 0,4 ìг/кг). Ñлід зазна-
÷ити, що отриìані результати вказують на відносну нетокси÷ність ЛПÑ 
R. solanacearum при порівнянні з ЛПÑ ентеробактерій [8].

Для проведення порівняльної оöінки пірогенних властивостей ЛПÑ 
досліджуваних штаìів R. solanacearum була встановлена їх ìініìальна 
пірогенна доза, яка складала 7,5⋅10-3 ìкг/ìл апірогенного ізотоні÷ного 
роз÷ину. Протягоì першої години після введення ЛПÑ відбулося підви-
щення теìператури у піддослідних тварин, іìунізованих R. solanacearum 
749, 758, 4, 35, TS3. Ó кролів, іìунізованих R. solanacearum TX1 і 7954, 
після першої години теìпература не перевищувала порогу пірогенності. 
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На другу годину штаìи R. solanacearum розділилися на дві групи: під 
дією ЛПÑ першої спостерігалося деяке зниження теìператури кролів 
з тенденöією до її норìалізаöії і протягоì третьої години зна÷ення теì-
ператур досягли ìайже вихідних показників (штаìи 749, 758, 52б і 4); 
ЛПÑ другої групи (штаìи 35, TX1, TS3, 7954) викликали підвищення 
теìператури  експериìентальних тварин більш ніж на +0,45 °Ñ, що 
виходить за ìежі фізіологі÷ної норìи здорових тварин (рис. 2). За дина-
ìікою зìіни теìператури виділяється R. solanacearum шт. 4, введення 
якого викликало стріìке підвищення теìператури тварин ÷ерез годину, 
однак потіì спостерігалося зниження її ниж÷е за норìальну фізіологі÷ну 
теìпературу тіла. 

Відоìо, що особливості будови ліпіду À визна÷ають інтенсивність про-
яву його біологі÷них властивостей. На прикладі ентеробактерій показано, 
що токси÷ність ліпіду À залежить від якісного жирнокислотного складу 
та пропорöійної кількості аöильних заìісників і ступеню фосфорилювання 
диглюкозаìіну [7]. Однак поширення встановлених законоìірностей на 
ендотоксини непатогенних для тварин бактерій потребує підтвердження.

Вив÷ення ЛПÑ дослідних штаìів R. solanacearum виявляє високий 
рівень гетерогенності ìіж ниìи за кількісниì та якісниì жирнокислотниì 
складоì (таблиöя). Àналіз відìінностей за вìістоì гідроксильованих жир-
них кислот у складі ЛПÑ, присутність яких є облігатною для прояву ендо-
токси÷ності ентеробактерій, показав, що ЛПÑ штаìу R. solanacearum 35, 
із найбільшиì вìістоì 3-гідрокситетрадеканової кислоти, не виділяється 
за токси÷ністю, хо÷а проявляє відносно високий рівень пірогенності. В той 

Ðис. 1. Òоксичність ËПС R. solanacearum штамів: 
758, 749, 7954, TX1, TS3, 4, 35, 52б

Fіg. 1. Toxіcіty of R. solanacearum LPS straіns: 
758, 749, 7954, TX1, TS3, 4, 35, 52б
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÷ас як висока токси÷ність ЛПÑ штаìу 749 R. solanacearum супроводжу-
ється поìірниì вìістоì гідроксикислот ліпіду À. Штаìи R. solanacearum 
TX1, і 35, ЛПÑ яких характеризувалася ìаксиìальною пірогенністю та 
однаковиì рівнеì токси÷ності, виділяються підвищениì вìістоì гекса-
деöенової кислоти та в öілоìу виявляють подібності за жирнокислотниì 
складоì. Зокреìа öе стосується підвищеного вìісту, щодо ЛПÑ інших 
досліджуваних штаìів, 3-гідроксидодеканової кислоти. Привертає увагу 
неìожливість ідентифікаöії в ліпіді À R. solanacearum 52б гідроксикислот 
взагалі. При÷иною останнього ìоже бути не повний гідроліз ліпіду À, 
про що свід÷ить підвищений вìіст гексадеканової кислоти в ЛПÑ öього 
штаìу. Öе саìе стосується також ЛПÑ R. solanacearum 749 та 4, що 
продеìонстрували найвищий рівень токси÷ності, та ìоже бути обуìовлено 
занижениìи зна÷енняìи вìісту гідроксикислот. Всі досліджувані ЛПÑ 
характеризувалися присутністю тетрадеканової, гексадеканової, октаде-
канової та октадеöенової кислот. R. solanacearum ÒХ1 TS3 вирізняються 
відсутністю 3-гідрокситетрадеканової кислоти.

Отриìані результати не розкривають загальних законоìірностей 
залежності рівня біологі÷ної активності досліджуваних ЛПÑ від їх 
жирнокислотного складу. Iìовірно, що ендотокси÷ність аналізованих 
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препаратів обуìовлюється фактораìи, які не охоплені в даноìу дослі-
дженні, серед яких: конфорìаöія аöильних заìісників ліпіду À, ступінь 
фосфорилювання диглюкозаìіну і, як було показано в дослідженнях 
останніх років – коìпозиöія вуглеводної ÷астини ìолекули, яка разоì із 
фізико-хіìі÷ниìи фактораìи середовища обуìовлює особливості супра-
ìолекулярної структури ЛПÑ. Завдяки аìфіфільній природі ìолекули 
ендотоксинів при конöентраöіях вищих за 10-7 Ì (крити÷на ìіöелярна 
конöентраöія) у фізіологі÷них роз÷инах форìують тривиìірні агрегати з 
ìолекулярною ìасою 0,3–1,0 ÌДа [16].  

Згідно з су÷асниìи уявленняìи, біологі÷на активність ендотоксинів 
реалізується ÷ерез афінну взаєìодію із ìеìбранниìи реöептораìи ìа-
кроорганізìу, ÷оìу передує інтеграöія доìенів ìолекул ЛПÑ у ліпідний 
бішар клітини-ìішені [12].

В результаті ÷исленних досліджень було встановлено, що ендоток-
си÷ність корелює зі здатністю ЛПÑ утворювати нелаìелярні тривиìірні 
структури (кубі÷ні або гексагональні) що, враховую÷и гоìеостаз вну-
трішнього середовища організìу, обуìовлюється хіìі÷ною структурою 
ліпіду À. Òак, типові ЛПÑ ентеробактерій, диглюкозаìін у ліпіді À яких 
аöильований жирниìи кислотаìи з довжиною вуглеöевого ланöюга 
10–16, характеризуються ìаксиìальниì рівнеì ендотокси÷ності. Варіаöії 
хіìі÷ного складу ЛПÑ, що відрізняються від вищеописаних, характери-
зуються ниж÷ою біологі÷ною активністю, однак залежність її рівня від 
хіìі÷ної структури є складно прогнозованою [7]. При öьоìу ìоже ìати 
ìісöе ìодифікувальний вплив ендотокси÷но ìенш активних варіантів лі-
піду À (із редукованиì вìістоì аöильних заìісників), що хо÷ і в ìеншій 
кількості, завжди присутні в пулі повноöінних за складоì ìолекул. Öе 
явище було розкрите, зокреìа в досліді з використанняì синтети÷них 
коìпонентів 506 та 406 (гекса- та тетрааöил ліпіду À, відповідно) [9, 10]. 
Êоìбіновані препарати, що ìістили у своєìу складі до 20% коìпоненту 
406 (який є біологі÷но ìалоактивниì) виявилися більш ендотокси÷ниìи, 
ніж ÷истого коìпоненту 506. Вклю÷ення тетрааöил ліпіду À, теìпера-
тура плавлення якого ìенша, призводило до збільшення вільної енергії 
взаєìодії ìолекул ендотоксинів, і як наслідок, зростання спорідненості 
гексааöил ліпіду À до протеїнових реöепторів. Öі та ряд інших дослі-
джень форìують нову конöепöію ендотокси÷ності, де функöіональною 
одиниöею біологі÷ної активності є не окреìа ìолекула, а впорядкована 
структура із ìолекул ЛПÑ (ìіöела).

Як було показано в актуальноìу та попередніх дослідженнях [14], 
ЛПÑ R. solanacearum характеризується багатокоìпонентниì жирно-
кислотниì складоì. Öе дає підстави стверджувати про гетерогенність 
ліпіду À у представників öього виду, а відповідно форìування ЛПÑ ìіöел 
складної коìпозиöії, із важкопрогнозованиìи біологі÷ниìи властивостяìи.
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ËÈПÎПÎËÈСÀÕÀÐÈÄЫ RALSTONIA SOLANACEARUM: 
ЖÈÐÍÎÊÈСËÎÒÍЫÉ СÎСÒÀÂ È ÁÈÎËÎÃÈЧÅСÊÀß 

ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ

Ðеферат

Èзу÷ение эндотокси÷еской активности свидетельствует об относи-
тельной нетокси÷ности (1–1,25 ìг/кг ìассы животных) липополисахари-
дов (ЛПÑ) большинства исследуеìых штаììов Ralstonia solanacearum 
в сравнении с ЛПÑ энтеробактерий. Èсклю÷ение составлял ЛПÑ 
R. solanacearum 749, который проявил более высокую (0,4 ìг/кг ìас-
сы животных) токси÷ность. По пирогенноìу действию ЛПÑ штаììы 
R. solanacearum ìожно разделить на две группы. ЛПÑ первой группы 
штаììов на второй ÷ас после введения экспериìентальныì животныì 
вызывали некоторое снижение теìпературы у кроликов с тенденöией к 
ее норìализаöии и в те÷ение третьего ÷аса зна÷ения теìператур достиг-
ли по÷ти исходных показателей (R. solanacearum 749, 758, 52, 4). ЛПÑ 
другой группы штаììов (R. solanacearum 35, TX1, TS3, 7954) приводили 
к повышению теìпературы экспериìентальных животных более ÷еì на 
+0,45 °Ñ, ÷то выходит за пределы физиологи÷еской норìы здоровых 
животных. 
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Èзу÷ение ЛПÑ исследуеìых штаììов R. solanacearum выявило вы-
сокий уровень гетерогенности ìежду ниìи по коли÷ественноìу и ка÷е-
ственноìу жирнокислотноìу составу. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : липополисахариды, жирнокислотный состав, 
Ralstonia solanacearum, токси÷ность, пирогенность.
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LIPOPOLYSACCHARIDES OF RALSTONIA 
SOLANACEARUM: FATTY ACID COMPOSITION AND 

BIOLOGICAL ACTIVITY

Summary

The study of endotoxic activity indicates the relative non-toxicity 
(1–1.25 mg/kg) of lipopolysaccharides (LPS) from the majority of studied 
Ralstonia solanacearum strains comparative to enterobacterial LPS. The 
exception was LPS R. solanacearum 749, which showed a higher (0.4 mg/
kg) toxicity. The strains of R. solanacearum exhibited division into two 
groups on the basis of their LPS pyrogenic action. LPS of the first group 
of strains in the second hour after administration caused  decreasing of the 
temperature in rabbits with a tendency to normalisation and during the 
third hour, the temperature values reached nearly baseline (R. solanacearum 
749, 758, 52, 4). LPS of other strains (R. solanacearum 35, TX1, TS3, 7954) 
led to increasing of the temperature in experimental animals by more than 
0.45 °C, wich overcomes the physiological norm of healthy animals.

The study of R. solanacearum LPS revealed a high level of heterogenity 
in  quantitative and qualitative fatty acid composition.

K e y  w o r d s :  lipopolysaccharides, fatty acid composition, Ralstonia 
solanacearum, toxicity, pyrogenicity. 


