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цель работы – оценить уровень токсинопродукции геновариантов Vibrio cholerae El Tor и определить локали-
зацию холерного токсина в составе везикул. материалы и методы. в работе использовали типичные штаммы и 
геноварианты V. cholerae El Tor, жидкие питательные среды: AKI и среду по прописи J. Hyan, – обеспечивающие 
высокую токсинопродукцию в условиях аэрации. обеззараженные супернатанты исследуемых штаммов слу-
жили источником выделения препаратов холерного токсина и мембранных везикул. определение локализации 
холерного токсина (хт), внутри или на внешней поверхности везикул, осуществляли с помощью различных ме-
тодов: пааг-электрофорез, иммуноблот, GM1-иФа, непрямой неконкурентный иФа, модель культуры клеток 
CHO-K1, HuTu 80. результаты и обсуждение. из супернатантов типичного и геновариантов V. cholerae El Tor, 
обладающих высоким уровнем токсинопродукции, выделены препараты везикул, содержащие в своем составе 
холерный токсин. после разделения везикул с помощью пааг-электрофореза, а затем иммуноблота со специфи-
ческой антитоксической сывороткой установлено, что холерный токсин сохраняет полную структуру, включая 
обе субъединицы. в отличие от хт, секретируемого в среду культивирования, везикулоассоциированный не свя-
зывается как с рецептором GM1 ганглиозидов, сенсибилизированных на планшетах, так и GM1 на клеточных 
культурах, что свидетельствует об его отсутствии на внешней поверхности везикул. положительная реакция в 
GM1-иФа специфических антитоксических антител с везикулами, после их деградации эдта, предполагает 
локализацию хт в полости везикул. отсутствие токсина на внешней поверхности везикул у типичных и штаммов 
геновариантов V. cholerae El Tor исключает его связь с GM1-рецептором и позволяет предположить возможность 
их проникновения в клетки-мишени GM1-независимым путем. выбор пути, по которому происходит передача 
везикулоассоциированного токсина в клетки-хозяева, обусловлен, вероятно, его местонахождением, т.е. связан он 
с внутренними структурами везикул или локализован на их поверхности.
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Cholera toxin Production and Localization in Vesicles of vibrio cholerae el tor 
Genovariants
Rostov-on-Don Research Anti-Plague Institute, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. The aim was to assess the level of toxin production in Vibrio cholerae El Tor genovariants and to deter-
mine the localization of cholera toxin in vesicles. Materials and methods. The work is performed on typical strains and 
genovariants of V. cholerae El Tor, which were grown in AKI liquid nutrient medium and the one prepared according to 
J. Hyan recipe, providing for high toxin production under aeration conditions. The decontaminated supernatants of the 
studied strains served as a source for extraction of toxin preparations and membrane vesicles. The localization of cho-
lera toxin inside or on the outer surface of vesicles was determined through polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), 
immunoblotting, GM1-ELISA, indirect uncompetitive ELISA, cell culture models CHO-K1, HuTu 80. Results and 
discussion. Vesicle preparations containing cholera toxin have been isolated from the supernatants of genovariants and 
typical V. cholerae El Tor with a high level of toxin production. After separation of the vesicles using PAGE, followed by 
immunoblot with a specific antitoxic serum, it has been found that cholera toxin retains the complete structure, including 
both subunits. Unlike CT secreted into the culture medium, vesicle-associated one does not bind to both the GM1 recep-
tor of gangliosides sensitized on plates and on the surface of cell cultures, which indicates its absence on the outer surface 
of vesicles. The location of CT in the cavity of vesicles is also evidenced by their positive reaction with specific antitoxic 
antibodies after degradation of EDTA. The absence of the toxin on the outer surface of vesicles in typical strains and 
strains of V. cholerae El Tor genovariants excludes its binding with the GM1 receptor and suggests the possibility of their 
penetration into target cells via GM-independent pathways. The choice of the pathways by which the vesicle-associated 
toxin is transferred to host cells is probably determined by the location of the toxin, i.e. it is associated with the internal 
structures of vesicles or placement on their surface. 
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в настоящее время ведущая роль в этиологии 
холеры, как известно, принадлежит генетически из-
мененным штаммам холерных вибрионов, отличаю-
щимся повышенной токсинопродукцией, высокой 
колонизирующей способностью, значительным по-
вреждением слизистой кишечника и воспалитель-
ными процессами [1]. полагают, что этот феномен 
зависит от особенностей экспрессии генов холер-
ного токсина (хт), возможно, также от способов 
его секреции и доставки к клеткам-мишеням. такая 
точка зрения на сегодняшний день обусловлена 
тем, что в отношении значительного числа патоген-
ных бактерий установлен факт включения токси-
нов в везикулы наружных мембран (внм), но при 
этом сведения о способах их доставки к клеткам-
хозяевам крайне малочисленны. среди описанных 
вариантов везикулоассоциированных токсинов, для 
которых определены способы доставки, известны 
следующие: шига-токсин Shigella dysenteria серо-
тип 1 [2], термолабильный токсин (LT), цитолизин 
энтеротоксигенной Escherichia coli [3], токсин Vac A 
Helicobacter pylori [4]. в частности, для LT-токсина, 
имеющего структурное сходство с хт Vibrio chole-
rae, показано, что только после ассоциации токсина 
и липополисахарида (лпс) везикул становится воз-
можной его доставка к клеткам-мишеням [3]. для 
штаммов, продуцирующих шига-токсин, выявлено 
наличие его зрелой активной формы в составе ве-
зикул, которые проникают в эпителиальные клетки 
хозяина. при этом степень токсичности свободного 
и везикулоассоциированного токсина не установле-
на. везикулярный транспорт имеет большие преиму-
щества по сравнению с обычным, так как вещества, 
находящиеся внутри везикул (бактериальные фер-
менты, токсины), защищены от внешних протеаз чу-
жеродного происхождения и антител хозяина мем-
браной, формирующей везикулу. в силу небольших 
размеров и определенного структурного устройства, 
включающего многие биологически активные ве-
щества, в том числе и адгезины, играющие важную 
роль в колонизации, везикулы, проникая глубоко в 
ткани, куда не может проникнуть сам возбудитель, 
способствуют вхождению факторов вирулентности в 
клетки-мишени, обеспечивая развитие тяжелой ин-
токсикации организма.

холерный вибрион, подобно другим грамотри-
цательным бактериям, выделяет везикулы, представ-
ляющие собой отпочковывающиеся во внешнюю 
среду структуры диаметром 50–250 нм, состоящие 
из участков наружной мембраны с захватом части 

периплазматического пространства. анализ биохи-
мических и функциональных характеристик вези-
кул холерного вибриона показал, что они содержат 
мембранные белки, адгезины, лпс, иммуномоду-
лирующие соединения, благодаря чему опосредуют 
проявление биологических и инвазивных свойств, 
являются причиной цитотоксичности, а также акти-
вируют иммунную систему макроорганизма [5, 6]. 
недавние исследования E.S. Rasti et al. [7] в отноше-
нии штамма V. cholerae 569B (Inaba) показали, что 
биологически активный токсин, помимо свободной 
формы, выделяемой с помощью системы секреции 
2-го типа (т2SS), может продуцироваться в виде 
везикулоассоциированной формы. в то же время 
данные опытов с использованием везикул, образуе-
мых прототипными вибрионами эль тор (N16961 и 
с6706), позволили авторам констатировать, что хт 
может быть ассоциирован с их поверхностью или 
инкапсулирован внутри в виде фрагмента сtха [8]. 
локализация внутри везикул исключает связыва-
ние хт с GM1-рецептором клеток-мишеней, и в 
этом случае должен быть иной сайт связывания, чем 
GM1, что предполагает другой механизм секреции и 
доставки хт и необходимость его изучения для пол-
ного понимания патогенеза холерной инфекции.

сведения об исследованиях в отношении вези-
кулоассоциированного холерного токсина геновари-
антов вибрионов эль тор, выделенных в период по-
следних волн эпидемического процесса, в доступной 
литературе отсутствуют.

цель работы – оценить уровень токсинопродук-
ции и определить локализацию холерного токсина в 
составе везикул у геновариантов V. cholerae El Tor.

материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. в работе исполь-
зовали 8 штаммов геновариантов и 3 типичных хо-
лерных вибриона эль тор, полученных из лабора-
тории «коллекция патогенных микроорганизмов» 
Фкуз ростовский-на-дону противочумный инсти-
тут роспотребнадзора. все исследуемые штаммы 
были типичными по морфологическим, культураль-
ным, биохимическим и серологическим свойствам.

для продукции токсина и везикул холерными 
вибрионами эль тор использовали специальные 
среды: AKI, предложенную M. Iwanaga et al. [9], 
и жидкую питательную среду, приготовленную по 
прописи J. Hyan et al. [10]. бактериальную массу 
после выращивания в течение 14 часов на термоста-
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тируемом шуттель-аппарате Environmental Shaker-
Incubator ES-20/60 при 120 об/мин обеззараживали 
мертиолятом натрия (1:10000), выдерживали сутки 
при +4 °C и затем делали высевы на специфическую 
стерильность. для получения супернатантов обезза-
раженные бактериальные клетки удаляли центрифу-
гированием в течение 20 мин при 8000 об/мин.

выделение везикул наружных мембранных из 
супернатантов испытуемых штаммов проводили ме-
тодом осаждения сульфатом аммония по методике 
и.в. кудряковой и соавт. [11] с некоторыми моди-
фикациями. полученные везикулы после предвари-
тельной подготовки просматривали в электронном 
микроскопе Jeol JEM-1011. количественное опреде-
ление белка в токсинсодержащих препаратах и ве-
зикулах проводили методом сравнения поглощения 
белков при длине волн 260–280 нм на приборе Bio-
Rad Smart Spec Plus.

Определение уровня токсинопродукции холер-
ных вибрионов Эль Тор. исходным материалом для 
оценки уровня продукции хт служили обеззаражен-
ные супернатанты бульонных культур. количество 
холерного токсина определяли с помощью имму-
ноферментного анализа GM1-иФа по стандартной 
методике [12]. в качестве детектирующих антител 
использовали кроличью антитоксическую сыворот-
ку и антитоксические моноклональные антитела, на-
правленные к субъединице в. положительным кон-
тролем служил препарат очищенного холерного ток-
сина из штамма V. cholerae 569в, отрицательным –  
супернатант нетоксигенного штамма V. cholerae 
El Tor 14863. для выделения токсина и последую-
щей его очистки по методу, описанному ранее [13], 
были отобраны штаммы вибрионов эль тор с высо-
кой токсинопродукцией.

Определение биологической активности пре-
паратов холерного токсина и везикул на модели 
культуры клеток. клеточные линии получены из 
коллекции культур клеток позвоночных института 
цитологии ран, г. санкт-петербург, и хранятся в 
институте в криохранилище с жидким азотом. все 
этапы работы с перевиваемыми линиями клеток 
выполнены в соответствии с рекомендациями [14]. 
клетки CHO-K1 выращивали в среде игла мем с 
10 % сыворотки плода коровы, 2 мм глутамина и 
50 мкг/мл гентамицина, HuTu 80 культивировали в 
среде DMEM с 10 % сыворотки плода коровы, 1 % 
NEAA, 2 мм глутамина, 2 мм пирувата и 50 мкг/мл 
гентамицина. культивирование клеток проводили в 
со2-инкубаторе при 37 °с. 

клетки линий для тестирования токсина и вези-
кул высевали в лунки 96-луночного планшета в дозе 
5000 клеток/лунка. разведения испытуемых образ-
цов готовили в бессывороточной среде игла мем 
или DMEM и добавляли их к клеточным культурам 
в конечном объеме 100 мкл на лунку. изменение 
морфологии клеточных культур, обусловленное 
токсином, подтверждали путем нейтрализации его 
действия специфическими антитоксическими анти-

телами. токсический эффект оценивали с помощью 
инвертированного микроскопа Nikon Eclipse TS 200 
(япония), для снимков использовали камеру Nikon. 
активность токсинсодержащих образцов определя-
ли по четырехбалльной системе путем подсчета про-
цента измененных клеток в лунках планшета.

Электрофорез белков и иммуноблоттинг. 
электрофоретический анализ для разделения пре-
паратов холерного токсина и везикул по молеку-
лярной массе проводили по U.K. Laemmli [15]. 
использовали белковые маркеры молекуляр-
ной массой от 14 до 120 кда Blue Plus II Protein 
Marker (сШа) и для окраски белков на мембране –  
краситель Ponceau S (Reanal, будапешт, венгрия). 
постановку иммуноблоттинга осуществляли по 
методу H. Towbin et al. [16]. иммуноанализ прово-
дили после электрофоретического переноса белков 
с поли акриламидного геля (пааг) на мембрану 
PVDF (Bio-Rad, сШа). перенос вели в течение 
20 минут на приборе TransBlot Turbo (Bio-Rad, 
сШа). холерный токсин выявляли кроличьей анти-
токсической сывороткой с помощью антикроличье-
го пероксидазного конъюгата.

Статистическую обработку полученных экс-
периментальных данных проводили с помощью про-
граммы Microsoft Excel (Microsoft Office 2003). при 
анализе и обобщении результатов вычисляли сред-
нюю арифметическую, стандартную ошибку сред-
ней арифметической (P<0,05).

результаты и обсуждение

в соответствии с поставленной целью первона-
чально необходимо было отобрать штаммы генова-
риантов вибрионов эль тор с высокой токсинопро-
дукцией, чтобы использовать их для выделения ток-
сина и получения препарата везикул. испытуемые 
штаммы вибрионов эль тор культивировали в те-
чение 14 часов в двух жидких питательных средах: 
одна по прописи J. Hyan, другая акI, – поскольку их 
принято считать наиболее оптимальными для секре-
ции и накопления токсина. в супернатантах, после 
удаления клеток, содержание токсина оценивали с 
помощью GM1-иФа. его количество определяли по 
калибровочной кривой относительно очищенного 
препарата хт 569в, который использовали также в 
качестве положительного контроля, отрицательным 
служил супернатант нетоксигенного штамма V. cho-
lerae El Tor 14863. 

как видно из таблицы, наибольшая секреция 
токсина в среду культивирования порядка 0,49– 
0,98 мкг/мл зарегистрирована в отношении гено-
вариантов V. cholerae El Tor 18367, 19188/2, 19667, 
являющихся представителями «предгаитянской», 
«гаитянской» и «постгаитянской» групп вибрионов. 
более низкие показатели токсина в пределах 0,05–
0,08 мкг/мл отмечены у типичных вибрионов эль 
тор. кроме того, судя по сопоставимым величинам, 
сравнение двух сред не выявило значительных отли-
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чий в продукции токсина исследуемыми штаммами. 
на следующем этапе из больших объемов обезза-
раженных супернатантов вибрионов геновариантов 
эль тор 19667, 19188/2, 18367 и типичного 1310 
осуществляли выделение токсина и проводили его 
очистку с помощью метода, описанного ранее в на-
шей публикации [13]. чистоту хт и наличие белков-
контаминантов контролировали в 10%-м SDS-
пааг [15]. очищенные препараты токсинов имели 
одну полосу на уровне маркеров мм 25–27 кда, дру-
гую – в районе 10–12 кда, что соответствует субъе-
диницам а-хт и в-хт при отсутствии сопутствую-
щих белков. 

с помощью иммуноферментного анализа на 
основе моноклонального пероксидазного конъюгата, 
предназначенного для детекции лпс V. cholerae о1, 
установлено, что препараты хт не содержат приме-
сей лпс.

для определения местоположения токсина в со-
ставе везикул, т.е. локализован он внутри или ассо-
циирован с наружной поверхностью, получены их 
препараты. из литературных источников следует, 
что геноварианты отличаются повышенной скоро-
стью роста и логарифмическая фаза является опти-
мальной для получения значительных количеств ве-
зикул, так как переход в стационарную фазу сопро-

вождается гибелью клеток и снижением продукции 
везикул [17, 18]. принимая во внимание показатели 
токсинопродукции и данные в отношении скорости 
роста геновариантов вибрионов эль тор, испытуе-
мые штаммы 19667, 19188/2, 18367, 1310 выращи-
вали в среде AKI в течение 14 часов. источником 
везикул наружных мембран служили обеззаражен-
ные супернатанты. количественная оценка везикул, 
выделяемых исследуемыми штаммами, осущест-
влялась на основе определения тотального белка. 
максимальная концентрация белка установлена в от-
ношении штаммов 19667, 19188/2 и, как следствие, 
более высокий выход везикул. для анализа препара-
тов, содержащих везикулы, использована методика 
негативного контрастирования. визуальная оценка 
везикул в препаратах из разных штаммов показала, 
что они заполнены веществом с низкой электронной 
плотностью и диапазон их размеров колеблется от  
50 до 200 нм. как пример, на рис. 1 представлены 
данные электронной микроскопии везикул, образуе-
мых штаммом 19667.

наличие хт в составе везикул исследуемых ге-
новариантов V. cholerae El Tor 19667, 18367, 19188/2 
и типичного 1310 установлено в результате их раз-
деления в пааг-электрофорезе, переноса на нитро-
целлюлозную мембрану (нцм) и проведения им-

Продукция холерного токсина типичными штаммами и геновариантами холерных вибрионов биовара Эль Тор
Cholera toxin production by typical strains and genovariants of cholera vibrios of the El Tor biovar

№
Штаммы

Strains
год, источник и место выделения

Year, source and site of isolation
генетическая характеристика

Genetic characterization

количество хт, мкг/мл, 
при выращивании в ...
Quantity of сT, µg/mL, 
when grown in … media

AKI Hyan

Vibrio cholerae о1 серогруппы биовара эль тор 
Vibrio cholerae о1, biovar El Tor

1 1310
1966, человек, ирак

1966, patient, Iraq
ctxB3, tcpAET, rtxA1 типичный / typical 0,06 0,08

2 5879
1972, человек, ростовская обл.

1972, patient, Rostov Region
ctxB3, tcpAET, rtxA1 типичный / typical 0,04 0,05

3 14863
1991, человек, одесса
1991, patient, Odessa

ctxA–, tcpA– типичный / typical – –

4 18367
2001, вода, ростов-на-дону

2001, water sample, Rostov-on-Don
сtx B1, tcpAET, rtxA1 «предгаитянский» / pre-Haitian 0,46 0,49

5 18847
2005, вода, санкт-петербург

2005, water sample, Saint-Petersburg
сtx B1, tcpAET, rtxA1 «предгаитянский» / pre-Haitian 0,39 0,27

6 19613
2014, вода, ростов-на-дону

2014, water sample, Rostov-on-Don
сtx B1, tcpAET, rtxA1, csh1– «предгаитянский» / pre-Haitian 0,31 0,35

7 19187/2
2010, человек, москва
2010, patient, Moscow

ctxB7, tcpACIRS, rtxA4 «гаитянский» / Haitian 0,61 0,73

8 19188/2
2010, человек, москва
2010, patient, Moscow

ctxB7, tcpACIRS, rtxA4 «гаитянский» / Haitian 0,85 0,92

9 19191
2010, человек, москва
2010, patient, Moscow

ctxB7, tcpACIRS, rtxA4 «гаитянский» / Haitian 0,23 0,41

10 19242
2012, человек, москва
2012, patient, Moscow

ctxB7, tcpACIRS, rtxA4а «постгаитянский» / post-Haitian 0,42 0,64

11 19667
2014, человек, москва
2014, patient, Moscow

ctxB7, tcpACIRS, rtxA4а, csh1– «постгаитянский» / post-Haitian 0,98 0,76
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муноблота со специфическими антитоксическими 
антителами. в итоге у препаратов везикул выявлена 
одна белковая полоса на уровне маркеров примерно 
26 кда, другая – в районе 11–12 кда, что является 
свидетельством их принадлежности соответствен-
но субъединицам а-хт и в-хт. с помощью пааг-
электрофореза и иммуноблота удалось показать, что 
везикулы содержат обе субъединицы, и этот факт по-
зволяет говорить о целостности структуры холерно-
го токсина, связанного с везикулами (рис. 2).

в последующих экспериментах мы предпри-
няли попытку ответить на вопрос, ассоциирован 
хт с внутренней или внешней поверхностью вези-
кул. как известно, после выхода из бактериальной 

клетки секретируемый хт с помощью кольца субъ-
единицы в связывается с ганглиозидом GM1 на по-
верхности клеток-хозяев или в модельных опытах – 
на клеточных линиях кишечника, и затем комплекс 
хт-GM1 подвергается эндоцитозу [19]. очевидно, 
если токсин локализован в полости везикул, то он 
не может взаимодействовать с рецептором GM1 
на клетках-мишенях, поэтому для проверки этого 
предположения мы использовали метод GM1-иФа. 
препараты хт из штаммов V. cholerae El Tor 19667, 
18367, 19188/2, 1310 в концентрации 40 и 80 нг/лун-
ка использовали в качестве положительного контро-
ля. в лунки 96-луночного планшета, предваритель-
но сенсибилизированного ганглиозидами, вносили 
указанные количества препарата хт и параллельно 
в аналогичных концентрациях везикулы. как видно 
из рис. 3, препараты хт, выделенные из среды куль-
тивирования испытуемых штаммов, активно связы-
вались с ганглиозидами, и подтверждение тому – 
положительная реакция с показателями оптической 
плотности (оп) в пределах 0,6–1,4. в то же время 
при взаимодействии везикул с ганглиозидами зна-
чения оп были на уровне отрицательного контро-
ля, и эти данные дают основание предположить его 
внутреннюю локализацию. об отсутствии токсина 
на поверхности говорит и тот факт, что после пред-
варительной инкубации везикул с ганглиозидами не 
отмечено их связывания с GM1.

наряду с GM1-иФа был применен также не-
прямой неконкурентный иФа, который позволил 
получить дополнительные сведения в отношении 
местоположения токсина в структуре везикул. в лун-
ки планшета, предварительно сенсибилизированные 
ганглиозидами, вносили везикулы, интактные и па-
раллельно обработанные этилендиаминтетрауксус-
ной кислотой (эдта). предварительная инкубация 
с 0,1 м эдта для деградации везикул продолжалась 
в течение часа при 37 °C. такой вариант иФа пред-
полагает, что антитоксические антитела взаимодей-
ствуют с открытыми доступными эпитопами хт, 
тогда как скрытые, замаскированные, не будут обна-
ружены. как оказалось, интактные везикулы не свя-
зывались с антитоксическими антителами, и об этом 
свидетельствуют показатели оп, сопоставимые со 
значениями отрицательного контроля. в то же время 
наблюдалась положительная реакция антитоксиче-
ских антител с везикулами, предварительно обра-
ботанными эдта, что указывает на демаскировку 
и доступность эпитопов хт для связывания с соот-
ветствующими им иммуноглобулинами. данные, по-
лученные с помощью метода неконкурентного иФа, 
являются еще одним подтверждением локализации 
токсина штаммов V. cholerae O1 El Tor внутри вези-
кул, а не на их поверхности. 

оценку биологической активности и интерна-
лизации препаратов везикул проводили одновре-
менно на двух линиях культуры клеток: CHO-к1 и 
HuTu 80, – что позволило корректно сравнить по-
лученные результаты. просмотр в инвертированном 

рис. 1. электронная микроскопия препаратов везикул штамма 
V. cholerae о1 El Tor № 19667, увеличение ×100000

Fig. 1. Electron microscopy of vesicle preparations of V. cholerae O1 
El Tor strain No. 19667, magnification ×100000 

рис. 2. иммуноблоттинг препаратов везикул типичного штамма 
и геновариантов V. cholerae O1 El Tor:
1 – маркеры молекулярной массы; 2 – препарат везикул штамма 19188/2; 
3 – препарат везикул штамма 19667; 4 – препарат везикул штамма 18367; 
5 – препарат везикул штамма 1310

Fig. 2. Immunoblotting of vesicle preparations of a typical strain and 
genovariants of V. cholerae O1 El Tor:
1 – molecular weight markers; 2 – vesicle preparation of strain19188/2; 3 – 
vesicle preparation of strain 19667; 4 – vesicle preparation of strain 18367; 
5 – vesicle preparation of strain 1310
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микроскопе планшетов с культурой клеток спустя 
сутки после внесения препаратов везикул показал 
изменение морфологии клеток обеих линий, что ука-
зывало на плотный контакт и взаимодействие вези-
кул с клетками-мишенями (рис. 4). морфологическая 
картина в виде удлинения клеток CHO-K1 и по-
явление игольчатых отростков в культуре клеток 
HuTu 80 характерны для действия холерного токси-
на. изменение морфологии клеток свидетельствует 
о том, что холерный токсин, локализованный в ве-
зикулах, биологически активен. в литературе опи-
саны различные механизмы проникновения везикул 
в клетки-мишени и доставки ими своего содержи-
мого. например, везикулы E. coli на своей поверх-
ности содержат термолабильный энтеротоксин (LT) 
и используют его как вектор для связывания с ган-
глиозидным рецептором GM1 и проникновения в 
клетку-мишень [3]. холерный токсин по свой струк-
туре, биологической активности, секреции через си-
стему T2SS и распознаванию рецептора GM1 сходен 
с LT. мы предположили возможность аналогичного 
механизма и для хт. для этого препараты везикул 
и токсина предварительно инкубировали с ганглио-
зидами. атипичная морфология клеток обеих линий, 

характерная для действия холерного токсина, была 
зарегистрирована после их контакта с везикулами, 
предобработанными ганглиозидами. в контрольных 
лунках с холерным токсином после обработки ган-
глиозидами зафиксирована отрицательная реакция, 
так как его предварительное связывание с GM1-
рецептором исключало взаимодействие с клеточны-
ми культурами и, как следствие, изменение их мор-
фологии. из результатов этого опыта следует, что, 
вероятно, токсинсодержащие везикулы проникают в 
клетки GM1-независимым путем.

таким образом, для получения холерного токси-
на и везикул были отобраны штаммы – представители 
«предгаитянской», «гаитянской» и «постгаитянской» 
групп вибрионов эль тор, отличающиеся повышен-
ной токсинопродукцией. обеззараженные суперна-
танты исследуемых штаммов служили источником 
выделения этих препаратов. электрофоретическое 
разделения везикул и иммуноблоттинг с помощью 
специфических антитоксических антител позволи-
ли выявить наличие в их составе холерного токсина, 
а именно на уровне 24–26 кда обнаружена полоса, 
соответствующая субъединице A, другая полоса в 
районе 10–12 кда соответствует субъединице в. 

рис. 3. взаимодействие препаратов хт и ве-
зикул наружных мембран штаммов V. chole-
rae O1 El Tor с GM1-рецептором ганглиози-
дов:
ОП – оптическая плотность; ВНМ – везикулы на-
ружных мембран 

Fig. 3. Interaction of CT preparations and outer 
membrane vesicles of V. cholerae O1 El Tor 
strains with the ganglioside GM1-receptor:
OD – the optical density; OMv – outer membrane 
vesicles

рис. 4. морфологические изменения 
культуры клеток CHO-к1 и HuTu 80 
при действии препаратов токсинсо-
держащих везикул (увеличение 10×15, 
окраска по романовскому – гимзе):
1 – действие везикул на культуру клеток 
HuTu 80; 2 – действие хт на культуру кле-
ток HuTu 80; 3 – культура клеток HuTu 80 
(контроль); 4 – действие везикул на культу-
ру клеток CHO-к1; 5 – действие хт на куль-
туру клеток CHO-к1; 6 – культура клеток 
CHO-к1 (контроль)

Fig. 4. Morphological changes in CHO-K1 
and HuTu 80 cell culture under the effect 
of toxin-containing vesicle preparations 
(Magnification 10×15, Romanovsky – 
Giemsa staining):
1 – effect of vesicles on HuTu 80 cell culture; 
2 – effect of CT on HuTu 80 cell culture; 3 – 
HuTu 80 cell culture (control); 4 – effect of 
vesicles on CHO-K1 cell culture; 5 – effect of 
CT on CHO-K1 cell culture; 6 – CHO-K1 cell 
culture (control)
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с помощью различных методов, включая GM1-
иФа, непрямой неконкурентный иФа, модель куль-
туры клеток CHO-K1 и HuTu 80, удалось определить 
местоположение холерного токсина в структуре ве-
зикул типичного и геновариантов вибрионов эль 
тор. установлено, что везикулоассоциированный 
хт, в отличие от секретируемого, не связывается с 
рецептором GM1 ганглиозидов, сорбированных на 
пластике и расположенных на клеточных культурах, 
что является показателем его отсутствия на внешней 
поверхности и возможности внутренней локали-
зации. подтверждением расположения хт внутри 
везикул у типичного и штаммов геновариантов ви-
брионов эль тор является положительная реакция 
с антитоксическими антителами после разрушения 
везикул, поэтому вполне вероятно, что он прони-
кает в клетки-мишени GM1-независимым путем, 
реализуя иные механизмы взаимодействия с рецеп-
торами организма хозяина. как известно, транспорт 
хт – основного фактора вирулентности холерного 
вибрио на осуществляется через Sec-зависимую си-
стему секреции 2-го типа. передача в энтероциты 
свободного хт, а также локализованного на внешней 
поверхности везикул, может происходить в основном 
по GM1-зависимому пути через богатые холестери-
ном липидные рафты [19]. по мнению ряда авторов, 
вполне возможно проникновение в эпителиальные 
клетки токсинов, связанных с везикулами, другими 
альтернативными путями: клатриновым или кавео-
линовым [20, 21]. в то же время не исключено, что 
везикулы имеют специфические сайты узнавания эн-
доцитарных путей и способны использовать их для 
доставки своих грузов. данные литературы [22, 23] 
свидетельствуют о сложности взаимодействия ток-
синсодержащих везикул с клетками-мишенями. 
безусловно, решение этой проблемы связано с по-
лучением новых сведений, и поэтому необходимы 
дальнейшие исследования в этом направлении.
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