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Эпитоп является очень небольшим участком на 
поверхности антигенного комплекса, вступающим во 
взаимодействие с комплементарным ему активным 
центром моноклональных антител (МКА) и встреча-
ющимся в составе антигена с различной частотой [5, 
6]. После электрофореза в денатурирующих услови-
ях эти участки можно выявить в составе отдельных 
антигенных фракций методом иммуноблоттинга. 

МКА нашли широкое применение для диффе-
ренциации и идентификации возбудителей сапа и 
мелиоидоза, изучения свойств и локализации антиге-

нов, входящих в состав микробных клеток, установ-
ления внутривидовых различий между отдельными 
штаммами [1, 4, 7]. Чтобы определить целевое на-
значение каждого типа МКА, необходимо подробно 
охарактеризовать их свойства, в том числе эпитоп-
ную направленность, отражающую индивидуальные 
свойства каждого моноклонального иммуноглобули-
на. Ее изучение важно для последующего создания 
диагностических тестов на основе МКА, а также для 
выбора методов очистки антигенов. 

Целью работы являлось изучение с помощью 
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иммуноблоттинга эпитопной направленности МКА к 
антигену 200 kDa Burkholderia pseudomallei, синтези-
руемых гибридомами-продуцентами из двух получен-
ных в лаборатории иммунодиагностики и биотехноло-
гии ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт» коллекций. 

Материалы и методы

В работе использовали 8 типичных штаммов воз-
будителя мелиоидоза с полноценной антигенной струк-
турой из коллекции ФКУЗ «Волгоградский научно-ис-
сле довательский противочумный институт».

Методики культивирования микроорганизмов, 
накопления и обеззараживания микробных взве-
сей, получения водно-солевых (ВСЭ) и формамид-
ных (ФЭ) экстрактов описаны ранее [3]. Клетки 12 
гибридом-продуцентов МКА к гликопротеину 200 
kDa B. pseudomallei 100 тиражировали для получе-
ния препаративных количеств МКА. Из мышиной 
асцитической жидкости выделяли моноклональные 
иммуноглобулины, на их основе готовили иммуно-
пероксидазные конъюгаты (ИПК) по методу [2]. 

Антигенные препараты разделяли вертикаль-
ным электрофорезом в денатурирующих условиях 
в 12 % полиакриламидном геле с 0,1 % додецил-
сульфата натрия (ПААГ-ДСН) на приборе «Mini-
PROTEAN 3» («Bio-Rad Laboratories, inc.», США) 
[8]. В качестве стандартов молекулярных масс (м.м.) 
использовали набор маркерных белков 14,4–97 kDa 
(ООО «Хеликон», Москва). Последующий перенос 
исследуемых образцов на нитроцеллюлозную мем-
брану с диаметром пор 0,45 мкм проводили в ячейке 
прибора «Mini-Trans-Blot» («Bio-Rad Laboratories, 
inc.», США) в жидкой среде в течение ночи при 
4 °С, 90 мА и 30 В [8] в модификации, которая за-
ключалась в использовании в качестве блокирую-
щего реагента 0,03 % раствора твин-20. Детекцию 
антигенных препаратов проводили с использованием 
полученных моноклональных ИПК после проверки 
их на специфичность. Рабочее разведение ИПК со-
ставило 1:20. Обработку мембраны иммунофермент-
ным конъюгатом и последующую визуализацию 
антигенных фракций осуществляли по общеприня-
той методике c использованием хромогена диами-
нобензидина (DAB), активированного 0,1 мл 3,5 % 
H2O2 [8]. Электрофореграммы и блоттограммы ска-
нировали на приборе «Epson expression™ 10000 XL» 
(«Epson», Япония). Полученные изображения ана-
лизировали с помощью компьютерной программы 
«TotalLab TL120»© («TotalLab Ltd.») с установлением 
м.м. биополимерных фракций и их математическим  
выравниванием.

Результаты и обсуждение

При комбинированной окраске электрофо-
реграмм кумасси синим R-250 и нитратом сере-
бра в диапазоне м.м. 203–17,7 kDa в составе ВСЭ 
B. pseudomallei было выявлено от 16 до 35 антиген-

ных фракций, а в ФЭ – 4–13 компонентов. Следует 
отметить наличие в составе ВСЭ всех исследованных 
штаммов возбудителя мелиоидоза мажорных антиге-
нов с м.м. около 203, 177, 70, 34, 30, 26 и 17,7 kDa. 
Для ФЭ характерными оказались фракции с м.м. 203, 
68, 65 и 58 kDa. В результате использования специ-
фического окрашивания полиакриламидного геля на 
гликопротеиды и полисахариды алциановым синим 
и реактивом Шиффа с йодной кислотой показано, 
что значительная часть изучаемых антигенов являет-
ся гликопротеинами.

Иммуноблоттинг с ВСЭ штаммов B. pseudo-
mallei и различными сериями ФЭ B. pseudomallei 100 
позволил установить подробную картину специфи-
ческого взаимодействия биополимеров различных 
м.м., входящих в их антигенные спектры, с экспери-
ментальными ИПК, а также получить представление 
об эпитопной плотности и направленности использо-
ванных в работе МКА (таблица). 

Следует отметить, что эпитопная направлен-
ность МКА, принадлежащих к двум полученным в 
разное время коллекциям, существенно отличается. 
Так, ИПК 2H7 и 2A6 II из первой коллекции способны 
связываться с антигеном 203 kDa, входящим в состав 
как ВСЭ, так и ФЭ. Кроме того, эти МКА взаимо-
действуют с отдельными антигенными компонента-
ми, имеющими м.м. от 44 до 40 kDa. ИПК 2H7 в силу 
своей специфичности обнаруживал две фракции, 
характерные по результатам электрофореза для всех 
исследованных штаммов возбудителя мелиоидоза – 
203 и 17,7 kDa.

Остальные МКА относятся ко второй коллек-
ции и имеют во многом сходную, но не идентичную 
эпитопную направленность. Наибольшее количество 
эпитопов в составе всех использованных в иммуно-
блоттинге образцов ВСЭ и серий ФЭ выявлено с по-
мощью ИПК 5С2, который суммарно связался с 14 
биополимерами с м.м. в диапазоне от 37 до 18,4 kDa. 
Эпитопный профиль МКА 6B7, 6A11 и 3C6 практиче-
ски одинаков: он представлен шестью антигенными 
фракциями в составе всех исследованных ВСЭ и 

Сводные данные по эпитопной направленности МКА к антигенам 
исследованных ВСЭ и ФЭ штаммов B. pseudomallei

Наименование 
МКА

Выявленные эпитопы на биополимерах с м.м. (kDa)  
в составе:

ВСЭ ФЭ

5С2 37, 36, 35, 34, 30, 26, 24, 21, 18,4 37, 33, 22, 18,6

4А10 37, 35, 34, 18,4 33, 22, 18,6

6F9 37, 36, 35, 34, 26, 18,4 33, 22, 18,6

6А11 37, 36, 35, 34, 26, 21 33, 22, 18,6

6B7 37, 36, 35, 34, 26, 21 37, 33, 22, 18,6

6B7 I 52, 35, 34, 30 -

6B7 II 52, 35, 34, 30 -

6E7 37, 36, 35, 34, 26 33, 22, 18,6

7А8 37, 35, 34, 18,4 33, 22, 18,6

2H7 203, 44, 41, 40, 34, 17,7 203, 17,7

2A6 II 203, 40 203
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тремя – у ФЭ, за исключением входящего в состав 
22 серии ФЭ B. pseudomallei 100 дополнительного 
компонента с м.м. 37 kDa для МКА 6B7 и антигена 
18,4 kDa, обнаруженного в ВСЭ штамма B. pseudo-
mallei 100 с помощью МКА 3C6 (рисунок).

Исследованный ИПК 6E7 не взаимодействовал 
с низкомолекулярными антигенами ВСЭ B. pseudo -
mal lei 100, которые располагаются в области м.м. 21–
18,4 kDa. В остальном этот образец МКА повторяет 
кар тину эпитопного взаимодействия ИПК 6B7, 6A11 и 
3C6 с биополимерами изученных образцов ВСЭ и ФЭ.

ИПК 4A10 и 7A8 связывались лишь с 4 антигена-
ми в составе ВСЭ штаммов B. pseudomallei, а резуль-
таты их реакции с эпитопами ФЭ аналогичны боль-
шинству МКА из второй коллекции. Специфичность 
ИПК 6F9 оказалась такой же, как и у 3C6, только он не 
реагировал с антигеном 21 kDa в составе ВСЭ.

Ни одно из изученных МКА не вступило в связь 
с антигенами 5-й серии ФЭ B. pseudomallei 100, что 
связано, по всей видимости, с ранее выявленным 
низким содержанием гликопротеинов в его составе.

В целом, картина эпитопного профиля для каж-
дого из исследованных ИПК варьировала в зависи-
мости от штамма B. pseudomallei, из которого полу-
чали антигенные препараты. Однако у большинства 
штаммов были обнаружены компоненты с м.м. 35, 34 
и 17–18 kDa. 

Таким образом, в составе антигенных комплек-
сов ВСЭ и ФЭ B. pseudomallei методом вертикально-
го электрофореза в ПААГ-ДСН установлено наличие 
нескольких обязательных мажорных компонентов. С 
помощью дифференциального окрашивания доказа-
на гликопротеиновая природа отдельных компонен-
тов исследованных антигенов. Определение эпитоп-
ной направленности ряда МКА к антигену 200 kDa 
возбудителя мелиоидоза позволило осуществлять 
отбор МКА к пространственно разобщенным детер-
минантам, не конкурирующих за центры связывания 
на молекуле антигена, с целью дальнейшего исполь-
зования их комбинаций для создания иммунодиагно-
стических препаратов.
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Блоттограммы взаимодействия антигенов ВСЭ B. pseu do-
mallei 100 с панелью исследованных ИПК: 
а – м.м. биополимеров на блоттограмме (kDa); б – суммарный антиген-
ный профиль ВСЭ B. pseudomallei 100; 1–8 – блоттограммы соответству-
ющих ИПК


