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Исследования, направленные на получение эф-
фективных средств диагностики и профилактики хо-
леры, в настоящее время являются весьма актуальны-
ми в связи с заметным ухудшением эпидемической 
ситуации и угрозой распространения этой инфекции 
в мире. Одним из наиболее сильнодействующих им-
муногенов является холерный энтеротоксин [13], 
имеющий субъединичную структуру. Его молекула 
состоит из пяти идентичных В-субъединиц с моле-
кулярной массой 11,6 кДа и одной А-субъединицы 
с молекулярной массой 27,2 кДа [14]. Известно, что 
основным фактором иммуногенности, обеспечиваю-
щим формирование антитоксического иммунитета 
при холере, является В-субъединица холерного ток-
сина, что позволяет использовать ее в качестве имму-
низирующего агента при создании эффективных про-
филактических и диагностических препаратов [5, 6]. 
Не обладая токсической активностью, она способна 
специфически адсорбироваться на поверхности тон-
кого кишечника и стимулировать локальный иммун-

ный ответ [5]. При иммунизации холерным токси-
ном токсиннейтрализующие антитела образуются 
преимущественно к В-субъединице [6, 9]. Поэтому 
живые холерные вакцины конструируют на основе 
штаммов, содержащих лишь структурный ген ctxB, 
контролирующий синтез В-субъединицы холерного 
токсина, а к убитым вакцинам добавляют очищен-
ную В-субъединицу [16]. Очищенная В-субъединица 
используется для получения антитоксических сыво-
роток, высокоспецифических иммуноглобулинов и 
диагностических тест-систем. Современная тенден-
ция развития вакцинопрофилактики характеризуется 
получением вакцин с химически определенным со-
ставом и регулируемой иммуногенностью, новыми 
повышенными требованиями к безвредности и чи-
стоте антигенных препаратов.

Новые требования к качеству антигенных пре-
паратов предполагают поиск наиболее совершен-
ных технологических методов их выделения. В 
связи с этим очевидна необходимость разработки 
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эффективных способов получения В-субъединицы 
холерного токсина – важнейшего холерного протек-
тивного антигена.

Традиционный способ получения В-субъединицы 
основан на выделении ее из очищенного холерного 
токсина с помощью гель-фильтрации на сефадексе 
G-75 [12]. При этом разделение токсина на субъедини-
цы происходит в кислой среде (рН 3,2) в присутствии 
мочевины в высокой концентрации, что приводит к 
денатурации белка и требует последующего ренату-
рирования и диализа, в результате чего происходит 
частичная утрата нативных иммуногенных свойств 
В-субъ еди ницы. Известен также распространенный 
способ очистки В-субъединицы из холерного токсина 
с помощью аффинной хроматографии с использова-
нием колонки лизо-GM1-ганглиозида [8]. Упомянутые 
способы являются трудоемкими и многоэтапными 
процессами, требующими наличия дорогостоящих 
хроматографических сорбентов, реактивов и обору-
дования. Кроме того, препараты В-субъединицы об-
ладают остаточной токсичностью из-за присутствия 
в них примесей субъединицы А. Следует отметить 
также, что эти способы подразумевают предваритель-
ное получение очищенного холерного токсина. Это не 
требуется при предлагаемом нами использовании ре-
комбинантного штамма, продуцирующего вместо хо-
лерного токсина только его В-субъединицу, благодаря 
чему выделяемый препарат не обладает остаточной 
токсичностью, так как в нем полностью отсутствует 
примесь субъединицы А.

Ранее нами было описано получение очищенной 
В-субъединицы холерного токсина из рекомбинант-
ного штамма, лишенного продукции субъединицы А, 
при котором основная стадия очистки осуществляет-
ся с помощью ионообменной хроматографии на ко-
лонке с фосфоцеллюлозой [2]. Недостатком метода 
является то, что только небольшая часть от исходной 
концентрации В-субъединицы связывается с катио-
нообменником в процессе хроматографии, а большее 
количество антигена утрачивается.

Целью нашего исследования являлась разра-
ботка экономичного и эффективного способа полу-
чения высокоочищенной нативной иммуногенной 
В-субъединицы холерного токсина и моноклональ-
ных антител к ней.

Материалы и методы

В работе использован штамм не О1 серогруппы 
V. cholerae КМ93 (депонирован в Госу дар ственной 
коллекции патогенных бактерий «Микроб»), со-
держащий гибридную плазмиду pIEM3 с клониро-
ванными генами vctB, детерминирующими синтез 
В-субъединицы холерного токсина [4]. Источником 
В-субъединицы служил фильтрат бульонной куль-
туры указанного штамма, выращенного в реакторе 
методом глубинного культивирования в условиях 
аэрации. 

Белковые фракции из фильтрата осаждали в 

присутствии 0,25 % гексаметафосфата натрия при 
рН 4,0, перемешивая в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Осадок собирали центрифугировани-
ем и растворяли в 0,1 М фосфатном буфере (рН 7,0). 
Препарат диализовали против 50 объемов 0,007 М 
фосфатного буфера (рН 7,0) в течение 24 ч, нерас-
творимые примеси удаляли центрифугированием. 
Полученный образец подвергали гельпроникающей 
хроматографии на колонке с TSK HW-60 в три сту-
пени, элюцию осуществляли фосфатным буфером 
(0,007 М) при рН 7,0. Собранные фракции спектро-
фотометрировали при 280 нм и анализировали в ре-
акции иммунодиффузии (РИД) [15] с антисыворот-
кой к В-субъединице холерного токсина. Фракции, 
содержащие В-субъединицу, объединяли, концен-
трировали, вновь наносили на колонку и повторяли 
процедуру до полной очистки В-субъ единицы. Для 
этого потребовалось три этапа очистки на TSK-
геле HW-60. Полученный препарат диализовали в 
течение 48 ч против 50 объемов 0,9 % хлорида на-
трия, разливали по 1 мл в ампулы и лиофильно вы-
сушивали. Содержание белка определяли методом 
Лоури. Специфическую активность оценивали по 
титру реакции иммунодиффузии в геле с антиток-
сической сывороткой методом О.Ouch terlony [15] в 
его количественной модификации. Чистоту препа-
рата В-субъединицы анализировали в сравнении с 
коммерческой В-субъединицей холерного токсина 
(«Serva») в диск-электрофорезе в полиакриламид-
ном геле по методу U.K.Laemmli [11]. Остаточную 
токсичность определяли в кожной пробе Крейга [7]. 
Моноклональные антитела к полученной В-субъ-
единице получали с помощью гибридомной техно-
логии [10].

Результаты и обсуждение

В данной работе мы предлагаем использовать 
метод колоночной гельпроникающей хроматографии, 
который обладает высокой механической стабильно-
стью и обеспечивает высокоскоростное выделение 
антигена при минимальном разведении образца. 
Таким образом, достигается максимальный выход 
очищенной В-субъединицы из общей белковой фрак-
ции. Преимуществом метода гельпроникающей хро-
матографии по сравнению с ионообменной, предла-
гаемой нами ранее [2], является также относительная 
простота исполнения и сохранение стабильного на-
тивного состояния антигена. Предлагаемый способ 
отработан опытным путем, в процессе которого по-
сле каждого этапа колоночной гель-хроматографии 
на TSK HW-60 чистоту образца анализировали с 
помощью диск-элек т ро фореза в полиакриламидном 
геле, в результате чего выяснили, что трех ступеней 
очистки достаточно для получения лишенного при-
месей препарата В-субъ единицы холерного токсина. 
На первом этапе очистки В-субъединица обнару-
живалась в начальной половине второго пика про-
филя элюции (рисунок, А). Фракции, содержащие 
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В-субъединицу, объединяли, концентрировали и 
вновь наносили на колонку. Процедуру повторяли 
до тех пор, пока В-субъ единица не сходила с колон-
ки одним самостоятельным пиком (рисунок, Б). Для 
этого потребовалось три этапа очистки на TSK-геле 
HW-60. По разработанному способу получен патент 
на изобретение [1].

Выход очищенной В-субъединицы от общего ко-
личества белка в исходном препарате составил 25 %. 
В препарате содержится 200 мкг/мл белка (по методу 
Лоури). По данным диск-электрофореза, в полиакри-
ламидном геле в присутствии додецилсульфата на-
трия в конечном препарате обнаруживается одна бел-
ковая полоса, идентичная по расположению полосе 
коммерческой В-субъединицы холерного токсина с 
молекулярной массой 58 кДа, отсутствуют другие 
примеси, что является свидетельством гомогенности 
и чистоты. По титру специфической активности, оце-
ниваемой в реакции иммунодиффузии по Оухтерлони 
[15], полученный препарат также не отличается от 
коммерческой В-субъединицы и от В-субъединицы, 
выделенной нами ранее из целого токсина методом 
C.Y.Lai [12]. В кожной пробе Крейга на остаточную 
токсичность очищенная предлагаемым способом 
В-субъединица не вызывала образование инфильтра-
та, что указывает на полное отсутствие в ней фактора 
кожной проницаемости – субъединицы А.

Иммунологическая активность очищенной 
В-субъ единицы подтверждена получением монокло-
нальных антител. Для этого с помощью гибридомной 
технологии [10] получены и отобраны диагностиче-
ски значимые гибридомы-продуценты моноклональ-
ных антител к В-субъ еди ни це ХТ. При культивирова-
нии клонов in vivo асцитообразование происходило 
в одни и те же сроки (на 9–10-й день). Независимо 
от числа пассажей в мышах BALB/c титры моно-
клональных антител в иммуноферментном анали-
зе находились на одном уровне – от (2432±405) до 
(2688±944). В среднем объем иммуноасцитической 
жидкости от одной мыши составил 6,5–7,0 мл при 
концентрации клеток 7–8·106 м.к./мл. Стабильность 
антителопродукции после длительной криоконсер-
вации гибридом не снижалась. 

Эти данные свидетельствуют о возможности ис-
пользования полученных клонов, продуцирующих 
моноклональные антитела к В-субъединице холер-
ного токсина, для конструирования различных ва-
риантов иммунодиагностических тест-систем на их 
основе, для детекции токсигенных штаммов холер-
ного вибриона.

Впоследствии была проведена комплексная 
имму нобиологическая оценка действия препаратов 
В-субъединицы ХТ, полученных различными спо-
собами. Показано, что препараты не токсичны для 
биомоделей, не оказывают на их органы и ткани па-
тологического действия, не вызывают изменений в 
состоянии иммунокомпетентных клеток на различ-
ных стадиях клеточного цикла, инициируют синтез 
антител к В-субъединице ХТ. Установлено, что наи-
большей протективной активностью обладает препа-
рат, полученный описанным способом [3]. 

Таким образом, основным результатом работы яв-
ляется получение простым и экономичным способом 
очищенного гомогенного препарата В-субъединицы 
холерного токсина с сохранением нативных свойств, 
не обладающего остаточной токсичностью, и приго-
товление на его основе моноклональных антител. 

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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