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Цель – получить и охарактеризовать гибридомы-продуценты моноклональных антител к шигаподобным ток-
синам I и II типов. Материалы и методы. В работе использованы препараты шигаподобных токсинов I и II ти-
пов, полученные в филиале ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России (г. Киров); мыши линии BALB/c; клетки 
миеломы SP2/0-Ag14. Гибридизацию спленоцитов иммунных мышей и миеломных клеток проводили по мето-
дике G. Kohler и C. Milstein в модификации De St. Fazekas и D. Scheidegger с использованием 50 % полиэтилен-
гликоля. Гибридные клеточные линии, продуцирующие специфические моноклональные антитела, клонировали 
методом лимитирующих разведений. Изучение ростовых и секреторных свойств гибридом проводили при куль-
тивировании in vitro и in vivo. Специфическую активность иммунных сывороток, культуральных и асцитических 
жидкостей гибридом исследовали методом непрямого иммуноферментного анализа. Моноклональные антитела 
из асцитических жидкостей выделяли осаждением сульфатом аммония с последующей очисткой ионообменной 
хроматографией. Результаты и обсуждение. Получена панель из 8 гибридом-продуцентов моноклональных 
антител к шигаподобным токсинам I и II типов. Гибридомы характеризуются стабильностью пролиферативной 
и антителопродуцирующей активности на протяжении десяти пассажей in vitro и трех пассажей in vivo (срок 
наблюдения). Полученные моноклональные антитела могут быть использованы для детекции иммунофермент-
ным методом шигаподобных токсинов I и II типов. При этом минимальная выявляемая концентрация искомых 
аналитов в сэндвич-варианте иммуноферментного анализа составила 1 нг/мл. Показана возможность выявления 
шигаподобных токсинов без типовой дифференциации при использовании в иммуноферментном анализе поли-
рецепторной смеси моноклональных антител для сенсибилизации планшета и полиспецифичной смеси иммуно-
пероксидазных конъюгатов.
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Abstract. Objective – obtaining and characterization of hybrid cell lines producing monoclonal antibodies against 
I and II types of shiga-like toxins. Materials and methods. Shiga-like toxins obtained in “48th Central Research Institute” 
of Ministry of Defense of Russian Federation (Kirov), BALB/c mice, myeloma cells SP2/0-Ag14 were used in research. 
Immune splenocytes and SP2/0-Ag14 myeloma cells were fused according to G. Kohler and C. Milstein method in  
De St. Fazekas and D. Scheidegger modification using 50 % polyethylene glycol. Hybrid cell lines producing specific 
monoclonal antibodies were cloned by limited dilutions. Hybridomas growth and producing properties were studied in 
vitro and in vivo. Specific activity of immune sera, culture and ascitic fluids were studied by indirect ELISA. Monoclonal 
antibodies from ascitic fluids were precipitated by saturated ammonium sulfate, followed by ion exchange chromatog-
raphy. Results and discussion. 8 hybridomas producing monoclonal antibodies against I and II types shiga-like toxins 
were obtained. Hybridomas are characterized by stable proliferation and antibody-producing activity during 10 passages 
in vitro and 3 passages in vivo (observation period). Obtained monoclonal antibodies can be used for ELISA detec-
tion of I and II types shiga-like toxins. Minimum detectable concentration of shiga-like toxins in sandwich ELISA is  
1 ng/ml. The possibility of detecting shiga-like toxins without typical differentiation was shown when using in the en-
zyme immunoassay a polyreceptor mixture of monoclonal antibodies for sensitizing the plate and a polyspecific mixture 
of immunoperoxidase conjugates.
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Одной из наиболее значимых групп бактери-
альных токсинов является семейство шигаподоб-
ных токсинов (Stx), которое включает шигеллезный 
токсин, продуцируемый Shigella dysenteriae, а также 
шигаподобные токсины I и II типов (Stx1 и Stx2). 
Основными природными продуцентами Stx1 и Stx2 
являются шигатоксинпродуцирующие штаммы 
Escherichia coli (STEC) [1].

Представители семейства Stx имеют сходную 
молекулярную структуру, для которой характерно на-
личие одной субъединицы А (~32 кДа) и пяти субъ-
единиц В (~7,7 кДа каждая). В субъединице А выде-
ляют также связанные между собой дисульфидной 
связью фрагменты А1 и А2, которые разделяются 
после проникновения в клетку-мишень, после чего 
фрагмент А1 блокирует синтез белка в клетке [2].

Клинически для инфекционного процесса, вы-
званного STEC, характерно развитие диареи с явле-
ниями геморрагического колита [3, 4]. Примерно в 
5 % случаев колиту сопутствует системный гемолиз, 
что приводит к развитию гемолитико-уремического 
синдрома. Особенно высокий уровень летально-
сти при этом наблюдается у новорожденных де-
тей [5]. Отмечено, что наиболее часто гемолитико-
уремический синдром ассоциирован с продукцией 
шигаподобного токсина второго типа – Stx2, что обу-
словливает актуальность разработки средств лабора-
торной диагностики Stx2 и шигаподобных токсинов 
в целом [6].

Вспышки заболеваний, вызываемых STEC, про-
исходят регулярно. Как правило, частой причиной 
вспышек является кишечная палочка серотипа О157. 
В то же время наиболее известной является вспыш-
ка 2011 г. в Европе, вызванная кишечной палочкой 
серотипа О104:Н4. По данным Всемирной органи-
зации здравоохранения, в результате этой вспышки 
погибло 53 человека [7, 8].

На современном этапе развития средств диагно-
стики шигаподобных токсинов значительное место 
занимают иммунохимические средства. Они пред-
ставлены как на зарубежном, так и на отечественном 
рынке. Фирма R-Biopharm AG (Германия) произво-
дит и реализует наборы мультиплексного иммуно-
хроматографического анализа для одновременного 
выявления Stx1, Stx2 и специфического антигена 
O157 – RIDA®QUICK Verotoxin/O157 Combi. Этот 
же производитель предлагает набор RIDASCREEN® 
Verotoxin для иммуноферментного полуколиче-
ственного выявления шигаподобных токсинов. 

Федеральной службой по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека 
Российской Федерации разработаны и утвержде-

ны к применению методические указания по лабо-
раторной диагностике заболеваний, вызываемых 
E. coli, продуцирующих шигаподобные токсины – 
инфекции в пищевых продуктах, – МУК 4.2.2963-11. 
Данные МУК предусматривают использование диа-
гностических наборов для латекс-агглютинации 
производства ФБУН ГНЦ ПМБ (Россия) и иммунох-
роматографических наборов DUOPATH®Verotoxins 
(Merck Millipore, США).

Таким образом, наиболее востребованными 
средствами диагностики шигаподобных токсинов на 
сегодняшний день являются иммунохимические на-
боры реагентов. Для создания современных средств 
иммунодиагностики оптимальным вариантом яв-
ляется использование моноклональных антител 
(МКАТ). Главным источником МКАТ по-прежнему 
остаются гибридные клеточные линии. 

В рамках настоящей работы проведен комплекс 
исследований по получению гибридом, продуцирую-
щих моноклональные антитела к шигаподобным 
токсинам I и II типов, и исследование возможности 
использования МКАТ в иммунохимических тестах, 
предназначенных для выявления Stx1 и Stx2.

Материалы и методы

В работе использованы препараты шигапо-
добных токсинов, полученные из культураль-
ных жидкостей культур E. coli следующих штам-
мов: рекомбинантный – продуцент Stx1; RKI 
№ 112027 (серотип O104:Н4) – продуцент Stx2. 
Специфическую активность препаратов шигаподоб-
ных токсинов контролировали в иммунофермент-
ном тесте RIDASCREEN®Verotoxin (R-Bioрharm AG, 
Германия) и в иммунохроматографическом экспресс-
тесте DUOPATH®Verotoxin (Merck Millipore, США). 
Концентрацию белка во всех случаях определяли по 
методу Лоури [9].

Гибридизацию спленоцитов иммунизирован-
ных животных с клетками миеломы Sр2/0-Ag14 про-
водили на четвертые сутки после заключительной 
иммунизации с использованием 50 % раствора по-
лиэтиленгликоля ПЭГ 1450 (Sigma-Aldrich, США) 
[10, 11]. 

Исследование специфической активности ги-
периммунных сывороток, культуральных и асцити-
ческих жидкостей проводили методом непрямого 
ИФА [12]. Планшеты NUNCTM (Thermo Scientific, 
Дания) для постановки ИФА сенсибилизирова-
ли шигаподобными токсинами в концентрации  
10 мкг/мл. Сыворотки для исследования готовили 
путем последовательных двукратных разведений 
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от 1:1000 до 1:512000, культуральные жидкости –  
от 1:50 до 1:6400, асцитические жидкости – от 1:10000 
до 1:10240000. Антивидовой иммунопероксидазный 
конъюгат против иммуноглобулинов мыши (Sigma-
Aldrich, США) применяли в рабочем разведении. 
Для выявления продуктов реакции использовали 
субстратно-индикаторную смесь на основе ортофе-
нилендиамина (Sigma-Aldrich, США). Результаты 
реакции учитывали путем определения оптической 
плотности субстратно-индикаторной смеси на план-
шетном фотометре.

Для получения асцитических жидкостей мы-
шам линии ВАLB/c интраперитонеально вводили по 
0,5 мл минерального масла Pristane (Sigma-Aldrich, 
США), а через 14 суток – 2 млн гибридных клеток.

Иммуноглобулины из асцитических жидко-
стей выделяли осаждением насыщенным раствором 
сульфата аммония с последующей очисткой ионооб-
менной хроматографией на DEAE Toyopearl (Tosoh 
Bioscience, США). 

Синтез иммунопероксидазных конъюгатов 
(ИПК) осуществляли методом периодатного окисле-
ния [13]. 

Для определения минимальных выявляемых 
концентраций (чувствительности ИФА) использо-
вали последовательные двукратные разведения пре-
паратов шигаподобных токсинов от 128 до 1 нг/мл. 
Для выполнения сэндвич-варианта ИФА иммуноло-
гические планшеты сенсибилизировали различными 
МКАТ в концентрации 20 мкг/мл. Для сенсибили-
зации планшета также использовали коммерческие 
МКАТ к В-субъединицам Stx1 и Stx2 (MyBioSource, 
США, кат. № MBS146695, MBS146696). На следую-
щем этапе в планшеты вносили приготовленные раз-
ведения шигаподобных токсинов, а затем синтезиро-
ванные ИПК в рабочем разведении. Далее постанов-
ку ИФА осуществляли, как описано выше.

Работы с лабораторными животными проводи-
лись в соответствии с международными этическими 
нормами, законодательством Российской Федерации 
и нормативными документами учреждения.

Результаты и обсуждение

С целью получения гибридом-продуцентов мо-
ноклональных антител к шигаподобным токсинам I и 
II типов иммунизацию мышей линии BALB/c прово-
дили путем подкожного введения возрастающих доз 
препаратов анатоксинов (Stx1, Stx2). Иммунизация 
линейных мышей шигаподобными анатоксинами 
обеспечила титры специфических антител в крови 
опытных животных на уровне 1:64000 и 1:128000. 
Животных с максимальным уровнем сероконверсии 
использовали в качестве источника иммунных спле-
ноцитов в опытах по гибридизации. 

Всего проведено по два эксперимента по ги-
бридизации для каждого типа токсина. В результате 
опытов по слиянию иммунных спленоцитов и мие-
ломных клеток получены 15 популяций гибридных 

клеток, продуцирующих антитела к шигаподобному 
токсину I типа, и 18 популяций – к шигаподобному 
токсину II типа. С целью отбора наиболее перспек-
тивных для клонирования растущих гибридных кле-
ток оценивали их морфологию, пролиферативную 
активность, а также способность сохранять высокий 
уровень синтеза специфических антител. По резуль-
татам ИФА наиболее выраженный уровень продук-
ции МКАТ к Stx1 в титрах от 1:400 до 1:1600 отмечен 
у гибридных клеточных линий 368D5, 383D5, 383F4, 
384A10, а к Stx2 – у 361D6, 363B3, 365E11, 366E6. 
Клонирование культур гибридных клеток проводили 
методом лимитирующих разведений из расчета одна 
клетка на лунку. Клонирование повторяли не менее 
двух раз, отбирая на каждой стадии клоны с наи-
большей пролиферативной активностью и устойчи-
вым синтезом специфических антител. В результате 
клонирований от 95 до 100 % клеток в популяциях 
стабильно продуцировали антитела к шигаподоб-
ным токсинам. 

Таким образом, в результате проведенных ги-
бридизаций и последующих клонирований получены 
гибридомы-продуценты моноклональных антител 
к шигаподобным токсинам I и II типов. Гибридные 
клетки размножали путем пассирования в культу-
ральных планшетах и культуральных флаконах воз-
растающего объема. При этом минимальная посев-
ная концентрация клеток составила 100 и 200 тыс. 
в 1 мл, а антителопродуцирующая активность на 
протяжении десяти пассажей in vitro сохранялась 
на уровне титров антител в ИФА от 1:400 до 1:1600 
(табл. 1). Пролиферирующие in vitro гибридные клет-
ки вводили внутрибрюшинно мышам линии ВАLB/c. 
В результате получены асцитические жидкости, ха-
рактеризующиеся титрами специфических антител 
в ИФА от 1:640000 до 1:5120000. Следует отметить, 
что на протяжении трех пассажей in vivo (количество 
проведенных нами исследований) гибридные клетки 
стабильно синтезировали антитела.

В серии экспериментов по определению чув-
ствительности сэндвич-варианта ИФА при выявле-
нии шигаподобных токсинов I и II типов использо-
ваны все возможные сочетания МКАТ для сенси-
билизации планшета и в составе ИПК. Как видно 
из данных табл. 2, результат ИФА отрицателен при 
одновременном использовании МКАТ, продуцируе-
мых гибридомой 383F4, в сенситине и конъюгате. 
Остальные сочетания МКАТ к шигаподобному ток-
сину I типа позволяют выявлять методом ИФА Stx1 
в концентрациях от 1 до 32 нг/мл. При этом наи-
большую чувствительность анализа обеспечивают 
пары МКАТ «сенситин – конъюгат»: 383F4–384A10, 
384A10–383F4, 384А10–384A10. При использова-
нии в качестве антител захвата коммерческих МКАТ 
к В-субъединице шигаподобного токсина I типа 
(MyBioSource, США) получены результаты чувстви-
тельности ИФА того же порядка.

Результаты исследования чувствительности 
сэндвич-варианта ИФА при выявлении шигапо-
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добного токсина II типа представлены в табл. 3. 
Использование различных сочетаний МКАТ в сенси-
тине и составе ИПК, в том числе использование для 
сенсибилизации планшета антител к В-субъединице 
шигаподобного токсина II типа (MyBioSource, 
США), обеспечивает выявление в ИФА Stx2 в кон-
центрациях от 1 до 16 нг/мл. При этом максимальная 
чувствительность проведенного анализа получена с 
использованием МКАТ 365Е11 как в сенситине, так 
и в составе ИПК.

На заключительном этапе исследований пред-
ставлялось необходимым оценить возможность ис-
пользования МКАТ, продуцируемых полученными 
гибридными клеточными линиями, для выявления 
шигаподобных токсинов обоих типов (без диффе-
ренциации) при выполнении одной постановки им-

муноферментного анализа. Для этого иммунологи-
ческий планшет сенсибилизировали равновесной по 
концентрации белка смесью МКАТ 384А10 (к Stx1) и 
МКАТ 365Е11 (к Stx2). Процедуру сэндвич-варианта 
анализа выполняли так, как описано выше, в каче-
стве аналитов использовали различные разведения 
шигаподобных токсинов обоих типов. Для выявле-
ния связавшихся токсинов применяли равнообъем-
ную смесь иммунопероксидазных конъюгатов, взя-
тых в разведениях, в два раза превышающих рабо-
чие. В постановке ИФА использованы ИПК на осно-
ве МКАТ 383F4 (к Stx1) и на основе МКАТ 365Е11 
(к Stx2). Результаты данного эксперимента подтвер-
дили возможность одновременного выявления ши-
гаподобных токсинов I и II типов в концентрациях  
1 нг/мл и выше в одной постановке ИФА.

Таблица 1 / Table 1

Характеристики гибридом-продуцентов моноклональных антител к шигаподобным токсинам I и II типов
Features of hybridomas producing monoclonal antibodies to shiga-like toxins of I and II types

Наименование  
гибридомы-продуцента МКАТ

Hybridoma-producer  
of monoclonal antibodies (MCAb)

Специфичность 
МКАТ

MCAb specificity

Минимальная посевная  
концентрация, тыс. клеток в 1 мл
Minimum inoculum concentration, 

thous. of cells per 1 ml

Титр МКАТ  
в культуральной жидкости
MCAb titer in culture liquid

Титр МКАТ  
в асцитической жидкости
MCAb titer in ascitic liquid

368D5

Stx1

100 1:1600 1:5120000

383D5 200 1:400 1:1280000

383F4 200 1:400 1:1280000

384A10 200 1:800 1:1280000

361D6

Stx2

200 1:800 1:2560000

363B3 100 1:1600 1:5120000

365E11 200 1:800 1:2560000

366E6 200 1:400 1:640000

Таблица 2 / Table 2

Чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении шигаподобного токсина I типа
Sensitivity of ELISA when detecting shiga-like toxin of type I

Антитела, используемые  
для сенсибилизации планшета

Antibodies used for plate sensibilization

Минимальная выявляемая концентрация шигаподобного токсина I типа в ИФА  
при использовании ИПК на основе антител, нг/мл (n=7)

Minimum detected concentration of shiga-like toxin (type I) in ELISA using antibody-based  
immunoperoxidase conjugates, ng/ml (n=7)

МКАТ368D5
MCAb 368D5

МКАТ383D5
MCAb 383D5

МКАТ383F4
MCAb 383F4

МКАТ384A10
MCAb384A10

МКАТ 368D5
MCAb 368D5 32 8 2 4

МКАТ 383D5
MCAb 383D5 16 16 2 2

МКАТ 383F4
MCAb 383F4 2 2 – 1

МКАТ 384A10
MCAb 384A10 2 2 1 1

1В 8 8 4 8

П ри мечан и е :  в таблице приведены медианы минимальных выявляемых концентраций; «–» – результат ИФА отрицательный; 1В – МКАТ 
MyBioSource (США) к В-субъединице шигаподобного токсина I типа.

N o te :  the table shows the medians of the minimum detectable concentrations; “–” – the ELISA result is negative; 1B – MCAb MyBioSource (USA) to 
the B-subunit of type I shiga-like toxin.
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В результате проведенных исследований полу-
чены по четыре гибридомы, продуцирующие моно-
клональные антитела к шигаподобным токсинам 
I и II типов и сохраняющие стабильность основных 
свойств на протяжении десяти пассажей in vitro и 
трех пассажей in vivo. Получены моноклональные 
антитела, позволяющие в сэндвич-варианте иммуно-
ферментного анализа выявлять шигаподобные ток-
сины I и II типов в концентрации 1 нг/мл и более. 

Показана возможность выявления шигаподоб-
ных токсинов без типовой дифференциации при ис-
пользовании в ИФА полирецепторной смеси МКАТ 
для сенсибилизации планшета и полиспецифичной 
смеси иммунопероксидазных конъюгатов.

Гибридомы-продуценты и моноклональные ан-
титела планируется использовать для изготовления 
иммунохимических наборов реагентов для выявле-
ния шигаподобных токсинов I и II типов.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Таблица 3 / Table 3

Чувствительность иммуноферментного анализа при выявлении шигаподобного токсина II типа
Sensitivity of ELISA when detecting shiga-like-toxin of type II

Антитела, используемые  
для сенсибилизации планшета

Antibodies used for plate sensibilization

Минимальная выявляемая концентрация шигаподобного токсина II типа в ИФА  
при использовании ИПК на основе антител, нг/мл (n=7)

Minimum detected concentration of shiga-like toxin (type II) in ELISA using antibody-based  
immunoperoxidase conjugates, ng/ml (n=7)

МКАТ361D6
MCAb 361D6

МКАТ363B3
MCAb 363B3

МКАТ365E11
MCAb 365E11

МКАТ366E6
MCAb366E6

МКАТ 361D6
MCAb 361D6 4 4 4 8

МКАТ 363B3
MCAb 363B3 4 16 4 8

МКАТ 365E11
MCAb 365E11 4 2 1 4

МКАТ 366E6
MCAb366E6 4 4 2 4

2В 2 8 4 4

П ри мечан и е :  в таблице приведены медианы минимальных выявляемых концентраций; 2В – МКАТ MyBioSource (США) к В-субъединице 
шигаподобного токсина II типа.

N o te :  the table shows the medians of the minimum detectable concentrations; 2B – MCAb MyBioSource (USA) to the B-subunit of type II shiga-like toxin.
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