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ПОЛУЧЕНИЕ АНТИТОКСИЧЕСКИХ СЫВОРОТОК И 
ВОЗМОЖНОСТЬ ИХ ПРИМЕНЕНИЯ В ДИАГНОСТИКЕ 
ХОЛЕРЫ 

 
Отработана рациональная схема получения кроличьих антитоксических сывороток. Получены че-
тыре серии высокоактивных кроличьих сывороток к холерному токсину, выделенному из штамма 
Vibrio cholerae Сlassical 569В (Инаба) и очищенному современными методами. Сыворотки могут 
применяться как в иммуноферментном анализе для выявления холерного токсина, так и в методе 
культуры клеток. Подобраны оптимальные методы осаждения сывороточных антитоксических им-
муноглобулинов и длительного хранения сывороток без использования лиофильного высушивания 
и глубокой заморозки. Чистый холерный токсин и антитоксические сыворотки к нему будут ис-
пользованы в диагностике холеры. 
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OBTAINING OF ANTI-TOXIC SERA AND POSSIBILITY 
OF THEIR APPLICATION FOR CHOLERA DIAGNOSTICS 

 
The rational scheme for rabbit antitoxic sera obtaining has been developed. Four series of highly active 
rabbit sera to cholera toxin isolated from Vibrio cholerae classical 569B (Inaba) strain are obtained and 
purified by modern methods. The sera can be used both in the ELISA assay for detection of cholera toxin 
and cell culture method. Optimal methods for precipitation of serum anti-toxic immunoglobulins and their 
long-term storage without usage of freeze drying and deep freezing are selected. The pure cholera toxin 
and antitoxic sera to it will be used in cholera diagnostics. 
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Маркером эпидемического потенциала холер-
ного вибриона является его токсигенность. Для де-
текции холерного токсина (ХТ) отечественные и 
зарубежные ученые разработали целый ряд экспе-
риментальных и коммерческих диагностикумов на 
основе поликлональных и моноклональных анти-
тел, которые часто используются как связывающие 
и детектирующие антитела в «сэндвич»-системах 
иммуноферментного анализа (ИФА). Монокло-
нальные антитела, обладая моноспецифичностью 
по отношению к одному эпитопу, способны точно 
определить небольшие различия в антигене, чем 
обеспечивают повышение специфичности реакции 
и применяются как детектирующие антитела. По-
ликлональные антитела чаще всего используют 
для связывания антигена, так как они направлены 
к разным его эпитопам и способны связывать 

большее количество антигена [Crowther, 2009]. 
U. Tuteja et al. [2007] создали «сэндвич»-метод 

ИФА для одновременного определения холерных 
вибрионов и токсина, где в качестве связывающих 
антител применялись специфические гипериммун-
ные сыворотки кролика, а в роли детектирующих 
выступал конъюгат моноклональных антител к хо-
лерному токсину с пероксидазой хрена. В резуль-
тате была сконструирована диагностическая ИФА 
тест-система с чувствительностью 60 пг/мл. 

В другой работе описана тест-система на осно-
ве поликлональных антител для детекции ХТ в 
культуральных жидкостях методом «сэндвич» дот-
ИФА, с чувствительностью 1 нг/мл [Meza-Lucas et 
al. 2016]. E. Yamasaki et al. [2017] разработали 
иммунохроматографическую тест-полоску для 
определения ХТ с чувствительностью 10 нг/мл, где 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuteja%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17893171
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamasaki%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24308002
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источником выявляющих антител были антиток-
сические кроличьи сыворотки.  

Кроме того, в зарубежной практике антитокси-
ческие поликлональные антитела широко исполь-
зуются как отдельные диагностические инструмен-
ты.  

Отечественные ученные сконструировали анти-
тельный коагглютинирующий диагностикум, спо-
собный обнаружить очищенный холерный энтеро-
токсин в растворах в количестве 1–10 нг/мл [Белая 
и др., 1984].  

В.А. Федорова и др. [1996] предложили для выяв-
ления ХТ непрямой «сэндвич» вариант дот-ИФА, где 
использовали пару антител, поликлональную сыво-
ротку кролика и моноклональные антитела, специ-
фичные к пространственно удаленным эпитопам ХТ. 
С помощью вышеуказанной реакции удалось обна-
ружить ХТ как на поверхности бактериальных кле-
ток, так и в культуральной среде.  

Для обнаружения токсинпродуцирующих 
штаммов Vibrio cholerae был разработан непрямой 
метод GM1-ДОТ-ИФА, с чувствительностью 
10 нг/мл, где в качестве выявляющих антител 
применяли специфическую поликлональную сыво-
ротку кролика и антивидовой конъюгат [Маркина 
и др., 2011]. 

Т.Л. Захарова и др. [2008] разработали специ-
фичную многокомпонентную тест-систему, пред-
ставляющую собой модифицированный вариант 
дот-ИФА, состоящую из 6 очищенных протектив-
ных антигенов (холерный токсин, B-субъединица, 
токсин-корегулируемые пили адгезии (ТКПА), ан-
тигены О1 сероварианта Инаба и Огава, О139 ан-
тиген) и 6 специфичных поликлональных антисы-
вороток к ним. 

И.С. Тюменцева и др. [2014] сконструировали 
набор реагентов тест-системы иммуноферментной 
магноиммуносорбентной («МИС-ИФА-Хол.токс-
СтавНИПЧИ»), которая предназначена для селек-
тивного концентрирования холерогена из фильтра-
тов исследуемых агаровых культур на МИС с по-
следующей постановкой ИФА. Результаты экспе-
риментов показали 100%-ную специфичность мо-
дифицированного метода ИФА при испытании не-
токсигенных штаммов рода Vibrio. Показано так-
же, что из 32 токсигенных штаммов лишь два с 
низкой способностью к продукции энтеротоксина 
не дали положительного результата.  

Вышеописанные тест-системы для выявления 
ХТ на основе поликлональных антител не входят в 
перечень зарегистрированных и рекомендованных 
к использованию диагностических препаратов, по-
этому остается актуальной проблема конструиро-
вания новых тест-систем, отвечающих в наиболь-
шей степени требованиям высокой чувствительно-
сти и специфичности.  

Производство коммерческих отечественных 

кроличьих поликлональных антитоксических сы-
вороток в настоящее время приостановлено, одна-
ко эти сыворотки необходимы для создания меди-
цинских диагностических препаратов, позволяю-
щих выявлять ХТ как в реакциях ИФА, так и в те-
сте нейтрализации ХТ на культуре клеток. Полу-
чение антитоксических сывороток – это сложный 
многоэтапный процесс, зависящий от качества 
очистки ХТ, схемы иммунизации животных, дозы, 
способа и кратности введения токсина, временных 
интервалов, общей продолжительности иммуниза-
ции, применения адъювантов. 

Цель работы – получение высокоспецифичных 
и чувствительных антитоксических сывороток и 
выделения из них фракций специфических имму-
ноглобулинов для обнаружения токсигенных 
штаммов V. cholerae O1 и О139 в различных серо-
логических реакциях. 

Материалы и методы исследования 
С целью получения специфических сывороток 

использовали очищенный препарат холерного ток-
сина из штамма V. cholerae О1 569В, полученный 
в результате 2-этапной очистки: ультрафильтрации 
и ионообменной хроматографии на приборе FPLC 
Pathfinder Duoflow (Bio-Rad). 

Для иммунизации использовали кроликов по-
роды «Советская шиншилла» массой 2.5–3.0 кг. 
Содержание и уход за животными, а также их эв-
таназия проводились в соответствии с требования-
ми «Европейской конвенции по защите позвоноч-
ных животных, используемых для эксперимен-
тальных и других научных целей».  

Перед началом иммунизации животных поме-
щали на двухнедельный карантин, затем отбирали 
кровь, получали нормальные сыворотки и прове-
ряли в ИФА с Escherichia coli, Aeromonas hy-
drophhila, Salmonella typhimurium, имеющими об-
щие детерминанты с ХТ. Животных отбраковыва-
ли, если нормальные сыворотки (НКС) давали по-
ложительный результат в GM1ИФА [Sack et al. 
1980] в разведении 1:100. Отрицательные НКС ис-
пользовали как контроль.  

Флаконы после забора крови инкубировали в 
термостате при 37°С в течение 30 мин. После ре-
тракции сгустка клеточных элементов крови от не-
го избавлялись путём центрифугирования при 3000 
об/мин в течение 10 мин. Сыворотки делили на 
аликвоты и хранили при –20°С. Рабочий титр, чув-
ствительность и специфичность полученных сыво-
роток определяли в GM1ИФА с ХТ (5мкг/мл), су-
пернатантами V. cholerae О1 ctx+, V. cholerae О1 
ctx-и супернатантами гетерологичных микроорга-
низмов.  

Параллельно отрабатывали метод длительного 
хранения сыворотки без использования глубокого 
замораживания и лиофилизации. Для сохранения 
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нативной структуры сывороточных иммуноглобу-
линов к сывороткам добавляли сульфат аммония 
до конечной концентрации 1.6 М и выдерживали 
при 4°С, для проверки активности сывороточных 
антител в течение трех лет отбирали аликвоты. 
Ферментативную активность протеаз в сульфатных 
суспензиях оценивали с помощью бензоиларгинин-
р-нитроанилида при длине волны 405 нм. Оценку 
микробного роста в сульфатной суспензии в про-
цессе хранения осуществляли при помощи посева 
образцов на мясо-пептонный агар. 

Определение специфичности иммуноглобули-
нов сыворотки крови кролика, иммунизированного 
холерным токсином, проводили методом имму-
ноблоттинга c использованием токсинсодержащих 
препаратов в полусухой буферной системе. Визуа-
лизацию реакции осуществляли с помощью анти-
кроличьего пероксидазного конъюгата и 3.3-
диаминобензидина-4-гидрохлорида. 

Количественное определение белка проводили 
методом сравнения поглощения белков при 260 и 
280 нм на приборе Bio-Rad SmartSpec Plus.  

Преципитирующую активность полученных 
сывороток с ХТ определяли в реакции иммуно-
диффузии (РИД) в 1%-ном агаровом геле. 

Нейтрализующую активность сыворотки ХТ 
определяли на модели монослойной клеточной ли-
нии CHO-K1 (клетки яичника китайского хомяч-
ка), полученной из Российской коллекции клеточ-
ных культур позвоночных института цитологии 
РАН (г. Санкт-Петербург). Вне периода постанов-
ки опытов коллекционная культура клеток храни-
лась в криоконсервированном состоянии в биохра-
нилище с жидким азотом при –196°С. Все этапы 
работы с перевиваемой линией клеток были вы-
полнены в соответствии с рекомендациями 
[Фрешни, 2018]. Для культивирования клеток ис-
пользовали пластиковую посуду различного фор-
мата для работы с клеточными культурами (Costar) 
и питательную среду RPMI (Sigma) c 10% сыво-
ротки (HyaClon). Для снятия монослоя клеток с 
поверхности пластика применяли растворы трип-
сина и версена (Sigma). Культивирование прово-
дили в СО2-инкубаторе при 37°С, концентрации 
СО2 5%, влажности не менее 70%. Клетки линии 
CHO-K1 высевали в лунки 96-луночного планшета 
в дозе 5 т. кл./лунку. ХТ в количестве 300 нг/мл 
или супернатанты токсигенных штаммов 
V. cholerae в разведении 1:10 инкубировали с ан-
титоксической сывороткой в разведении 1:500, 
1:1000 в течение 30 мин., после чего вносили в 
лунки планшетов с клетками в объеме 100 мкл и 
титровали. В качестве контроля использовали су-
пернатанты, обработанные нормальной кроличьей 
сывороткой.  

Методы осаждения белков использовали при 
нехроматографическом фракционировании сыво-

роток крови с применением сульфата натрия [Ya-
masaki et al., 2013], сульфата аммония [Антите-
ла… 1991], каприловой кислоты [Способ …, 
1997], метанола [Скоупс, 1978]. 

Результаты и их обсуждение 
Гипериммунизацию кроликов проводили с це-

лью получения антитоксических сывороток крови 
к холерному токсину штамма V. cholerae О1 569В. 
В результате было отработано две схемы иммуни-
зации с применением адъюванта и без него.  

В ранее проведенных исследованиях было по-
казано, что наиболее интенсивно индуцирует анти-
телообразование в организме подопытных живот-
ных внутрикожный путь введения, так как в этой 
области лимфоток быстрый, а сосудистая абсорб-
ция низкая. Кроме того, в коже много дендритных 
клеток Лангерганса, способствующих переносу ХТ 
к лимфатическим узлам [Hum, Chantler, 1980]. По-
этому для первой схемы иммунизации был выбран 
внутрикожный путь введения холерогена в количе-
стве 200 мкг. Для снижения воспалительного отве-
та ХТ вводили двукратно с интервалом в один ме-
сяц в 20 точек на спине. После первого этапа им-
мунизации титр специфических антител к ХТ в 
GM1-ИФА был низким – 1:10000. Повторная им-
мунизация не дала желаемого результата – титр 
повысился до 1:20000. Поскольку поставленная 
цель – получение высокоактивных сывороток не 
была достигнута, использовали вторую схему для 
иммунизации [Сизова и др. 2016] – трехкратно с 2-
недельными интервалами между инъекциями ХТ. 
При этом 100 мкг холерогена вводили в вену уха и 
200 мкг в смеси с полным адъювантом Фрейнда – 
в холку кролика. Осуществляли забор крови для 
предварительной оценки динамики титра специ-
фических антител к ХТ после второго и третьего 
введения холерогена. Результаты определения ак-
тивности сыворотки в GM1ИФА с хроматографи-
чески очищенным ХТ штамма V. cholerae 569В 
свидетельствовали о нарастании титра антитокси-
ческих антител. Через две недели после последней 
иммунизации был проведен забор крови и получе-
на экспериментальная сыворотка с титром специ-
фических антител к ХТ в GM1ИФА 1:80000. 

Полученная сыворотка специфично реагирова-
ла в GM1ИФА с супернатантами токсигенных 
штаммов V. cholerae и не взаимодействовала с не-
токсигенными штаммами и гетерологичными мик-
роорганизмами, липополисахаридами (ЛПС) О1 и 
О139 штаммов. Оптическая плотность (ОП) лунок, 
сенсибилизированных ХТ, превышала в 5–6 раз 
показатели ОП лунок, содержащих нормальную 
сыворотку кролика (таблица). 

Затем специфичность полученной сыворотки 
была изучена в иммуноблоттинге. Для этого су-
пернатант токсигенного штамма V. cholerae О1 
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569В, был разделен в SDS-ПААГ и перенесен на 
нитроцеллюлозную мембрану, после чего она была 
обработана полученной антитоксической сыворот-
кой в разведении 1:5000. Как показано на рис. 1, в 
бесклеточном супернатанте и в очищенном препа-

рате ХТ сыворотка выявляет зону примерно 54–56 
кД, которая соответствует молекулярной массе хо-
лерогеноида и не выявляет дополнительных белков 
и ЛПС. 

Активность и специфичность антитоксических сывороток в GM1-ИФА 

Штаммы Кол-во 
штаммов 

Вторая схема иммунизации НКС 
Рабочее разведение сыворотки 

1:40000 1:100 
V. cholerae О1 Сlassical 3 

ОП≥1.523±0.016 

ОП≤0.141±0.017 

V. cholerae О1 El Tor ctx+ 7 
V. cholerae О139 5 
V. cholerae О1 El Tor ctx- 10 

ОП≤0.112±0.010 

ЛПС О1 1мкг/мл  
ЛПС О139 1мкг/мл  
E. coli 2 
A. hydrophila 2 
S. typhimurium 2 
Положительный контроль  ОП≥1.620±0.013 
Отрицательный контроль  ОП≤0.096±0.004 

Примечание. Отрицательный контроль – фосфатно-солевой буфер. 
 

 
1        2     3 

Рис. 1. Иммуноблоттинг препаратов ХТ с 
сывороткой: 

1 – маркеры молекулярных масс; 2 – препарат 
очищенного ХТ; 3 – супернатант токсигенного 

штамма V. cholerae О1 569В 

В работах ряда зарубежных авторов показано, 
что некоторые супернатанты штаммов V. chole-
rae О1 и V. cholerae nonO1/nonO139, не имеющие 
гена холерного токсина, продуцируют вещества, 
способные вызывать морфологические изменения 
клеток CHO-K1, характерные для ХТ. При этом 
продуцируемые биологически активные вещества 
иммунохимически отличаются от энтеротоксина 
[Wilia et al., 1999; Sathyamoorthy et al., 2000; Tu-
teja et al., 2007].  

Нейтрализующую активность сыворотки про-
веряли на препарате ХТ и супернатантах токси-
генных штаммов V. cholerae. ХТ в количестве 

300 нг/мл инкубировали с антитоксической сыво-
роткой в разведениях 1:500, 1:1000, после чего 
вносили в лунки планшетов с клетками. Мы уста-
новили, что сыворотка нейтрализует токсин в раз-
ведении 1:1000. Супернатанты токсигенных 
штаммов V. cholerae в разведении 1:10 инкубиро-
вали с антитоксической сывороткой в разведении 
1:1000. Сыворотка нейтрализовала действие ХТ 
супернатантов, что выражалось в отсутствии удли-
нения клеток CHO-K1 (рис. 2). 

 
а                               б                           в 
Рис. 2. Нейтрализующая способность 

сыворотки:  
а – действие холерного токсина на культуру 

клеток СНО-К1; б – нейтрализующее действие 
сыворотки; в – контрольный образец культуры 

клеток СНО-К1 

Полученная антитоксическая сыворотка обладает 
высокой нейтрализующей активностью и является 
эффективным инструментом при тестировании су-
пернатантов штаммов V. cholerae для дифференциа-
ции холерного токсина от других биологически ак-
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тивных веществ в культуре клеток.  
На основании вышеприведенных данных мож-

но заключить, что полученная по второй схеме 
иммунизации антитоксическая сыворотка в боль-
шей степени отвечает диагностическим требовани-
ям по чувствительности и специфичности, в связи 
с чем четыре группы лабораторных животных им-
мунизировали по второй схеме. В результате было 
получено 4 экспериментальные серии антитокси-
ческих сывороток, которые были проверены на со-
держание преципитирующих антител. Наличие по-
следних важно при создании диагностикумов. В 
реакции преципитации с препаратом ХТ 3- и 4-я 
антитоксические сыворотки образовывали преци-
питат до разведения 1:8 – 1:16, тогда как сыворот-
ки 1- и 2-й серий преципитировали до разведения 
1:16 – 1:32, что указывало на высокий пул специ-
фических иммуноглобулинов в их составе. 

В GM1ИФА при определении активности взаи-
модействия сывороток с холерогеном наиболее вы-
сокие показатели ОП наблюдались для 1- и 2-й се-
рий. С помощью этих серий детекцию токсина в 
исследуемых образцах можно осуществлять до ра-
бочего разведения сывороток 1:40000–1:80000, так 
как соответствующие им значения ОП в 5–6 раз 
превышают отрицательный контроль. Более низ-
кие титры специфических антител отмечены у 3- и 
4-й серий сывороток: токсин выявляется на уровне 
рабочих титров 1:10000–1:20000 (показатели ОП в 
2–3 раза ниже).  

Применение сывороток в GM1ИФА как диагно-
стических реагентов обусловило необходимость 
установления минимальной дозы холерогена, ко-
торую можно обнаружить в различных токсинсо-
держащих образцах. Исследования показали, что 
при рабочем разведении сывороток 1:20000–
1:40000 чувствительность метода составляет 10–
20 пг (предельное количество токсина, которое 
можно обнаружить в опытных пробах). Специфич-
ность антитоксических сывороток была подтвер-
ждена их отрицательной реакцией в GM1ИФА с 
бесклеточными супернатантами нетоксигенных 
штаммов представителей V.cholerae О1 и О139 и 
препаратами ЛПС О1 и О139.  

Для разработки иммуноферментных тест-сис-
тем необходимо получение специфической имму-
ноглобулиновой фракции. В настоящее время в ли-
тературе описано достаточное количество простых 
в исполнении и не требующих специального обо-
рудования методов получения иммуноглобулинов. 
Наиболее часто используют методы высаливания 
антител насыщенными растворами сернокислого 
аммония и сернокислого натрия, так как эти мето-
ды дают наименьшую потерю антител [Бусыгин, 
1975], а для уменьшения загрязнения иммуногло-
булиновой фракции альбуминами используют ка-
приловую кислоту [Способ …, 1997].  

Для выбора наиболее оптимального метода, 
обеспечивающего достаточный выход и сохран-
ность нативной структуры специфических белков, 
мы сравнили несколько методических приёмов 
выделения иммуноглобулинов: с помощью капри-
ловой кислоты, сульфата натрия, метанольной во-
ды и насыщенного сульфата аммония. При этом 
наибольший выход по белку отмечен при исполь-
зовании метанольного метода. Однако в реакции 
GM1–ИФА самые высокие показатели ОП зареги-
стрированы при взаимодействии ХТ с фракцией 
иммуноглобулинов, осаждённых с помощью сер-
нокислого натрия или 50%-ного насыщения суль-
фатом аммония, что свидетельствовало о содержа-
нии в них значительного пула специфических ан-
тител и сохранности структурной организации. По-
этому в дальнейшем иммуноглобулины из иммун-
ных сывороток осаждали этими методами. 

Для любого иммунохимического метода важ-
ным является хранение иммунореагентов. Поэтому 
мы провели исследования для оценки возможности 
длительного хранения сывороточных антител без 
использования энергоемких технологий – лиофи-
лизации и глубокой заморозки. Известно, что оса-
ждение сульфатом аммония приводит к стабилиза-
ции белков. Суспензия белкового осадка в 2–4М 
растворе сульфата аммония стабильна в течение 
многих лет [Скоупс, 1978].  

Результаты наших исследований показали, что 
сульфат аммония в концентрации 1.6 М способен 
длительное время обеспечивать сохранение исход-
ного титра сыворотки в течение всего срока хране-
ния и препятствовать росту посторонней микро-
флоры. 

При заборе крови происходит гемолиз эритро-
цитов и других клеточных компонентов, что спо-
собствует контаминации сывороток различными 
клеточными протеазами и ведет в конечном итоге 
к нарушению нативной структуры антител и их 
дальнейшей фрагментации. В предложенном вари-
анте хранения создаются условия, препятствующие 
взаимодействию протеаз, образуемых при гемоли-
зе эритроцитов и других клеточных компонентов 
крови, с иммуноглобулинами. 

Заключение 
В результате исследований было отработано 

две схемы иммунизации кроликов препаратом ХТ 
с применением адъюванта Фрейнда и без него. 
Специфичность полученных кроличьих поликло-
нальных сывороток к очищенному холерному ток-
сину штамма V. cholerae О1 569В была установле-
на в иммуноботтинге и GM1ИФА. Сыворотки об-
ладали способностью нейтрализовать действие ХТ 
на культуру клеток CHO-K1. Совокупность полу-
ченных результатов позволила сделать вывод, что 
наиболее оптимальной является вторая схема им-
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мунизации. По этой схеме были получены четыре 
серии специфических антитоксических сывороток, 
способных обнаружить токсин в дозе 10–20 пг. 
Сравнение методических приёмов выделения им-
муноглобулинов показало, что наиболее оптималь-
ными методами являются осаждение с помощью 
сернокислого натрия или 50%-ного насыщения 
сульфатом аммония. Показано, что сывороточные 
антитела можно длительно сохранять в присут-
ствии в 1.6 М сульфата аммония без снижения их 
чувствительности и специфичности. 
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