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Проблема борьбы с холерой – опасной эпиде-
мической болезнью, причиной смертности людей во 
многих странах, не перестает быть актуальной. В по-
следнее время эпидемическая обстановка по холере 
во всем мире усложнилась за счет формирования но-
вых эндемичных очагов в Азии и Африке [4]. В свя-
зи с этим, а также с усиленной миграцией населения 
возрастает возможность проникновения возбудителя 
этой особо опасной инфекции в Россию. Очевидна 
необходимость создания более эффективных средств 
и методов диагностики и профилактики холеры.

В процессе эволюции возбудителя холеры в 
пределах вида образовалось три эпидемически 
опасных варианта с разным сочетанием генов пато-
генности и иммуногенности: холерные вибрионы 
О1-серогруппы классического биовара сероваров 
Огава и Инаба, вызвавшие первые шесть пандемий 
азиатской холеры (с 1817 по 1923 год); холерные ви-
брионы О1-серогруппы биовара эльтор сероваров 
Инаба и Огава – возбудителя текущей 7-й пандемии 
(с 1961 г. по настоящее время) и внезапно появив-
шиеся в 1992 г. высоковирулентные штаммы Vibrio 
cholerae О139 серогруппы [8]. В системе эпидемио-
логического надзора за холерой важнейшее значение 
имеет не только своевременное выделение штаммов 
холерного вибриона, но и оценка их эпидемической 
значимости, основанная на определении продукции 
основных факторов патогенности. 

К наиболее значимым факторам патогенно-
сти холерного вибриона, являющимся и важными 
протективными антигенами, относятся холерный 
токсин (ХТ), вызывающий развитие диареи (основ-
ного клинического симптома при холере); токсин-
корегулируемые пили адгезии (ТКПА) – основной 
фактор колонизации холерного вибриона; основной 
соматический антиген О1 (сероваров Инаба и Огава) 
и О139 серогрупп [8]. Данные антигены формируют 
соответственно антитоксический, антиколонизирую-
щий и антибактериальный иммунитет при холере.

В ранее проведенных исследованиях сконструи-

рованы рекомбинантные штаммы V. cholerae, имею-
щие высокий уровень синтеза основных протектив-
ных антигенов – ХТ, ТКПА и О1-антигена [6, 12]. 
В результате введения в клетки природных токси-
генных штаммов V. сholerae 569В Инаба и Дакка 35 
Огава рекомбинантной плазмиды рСТ105 с клониро-
ванными генами ctxAB продукция ХТ возросла более 
чем в четыре раза. Присутствие в клетках указанной 
плазмиды не только обусловило активный синтез ХТ, 
но и привело к повышению продукции ТКПА за счет 
увеличения экспрессии глобального регуляторного 
гена toxR. Полученные штаммы обладают также по-
вышенным уровнем экспрессии гена wbe, кодирую-
щего синтез О1-антигена. Эти свойства позволяют 
использовать их в качестве продуцентов всех трех 
указанных протективных антигенов одновременно. 
Наличие рекомбинантных штаммов О1-серогруппы 
сероваров Инаба и Огава дает возможность получать 
тот или иной серовар О1-антигена в зависимости от 
выращиваемого штамма. 

Разработка эффективной технологии получе-
ния протективных антигенов в чистом виде являет-
ся важнейшей задачей, так как очищенные антиге-
ны могут быть использованы для создания и усо-
вершенствования профилактических и диагности-
ческих препаратов.

Цель данной работы – выделение и очистка трех 
основных протективных антигенов (ХТ, ТКПА и 
О1-антигена) из одного рекомбинатного штамма хо-
лерного вибриона при однократном выращивании. 

Материалы и методы

В работе использованы следующие сконструиро-
ванные ранее рекомбинантные штаммы V. cholerae: 
2415, классический биовар, О1-серогруппа серо-
вара Инаба, содержащий рекомбинантную плазми-
ду pCT105::mini-kan (KmR, TcR) c клонированными 
структурными генами ctxAB, кодирующими ХТ [12]; 
КМ 206 (2416), классический биовар, О1-серогруппа 
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серовара Огава, полученный в результате элимина-
ции плазмиды pCT105::mini-kan из плазмидного кло-
на Дакка 35 (pCT105::mini-kan). 

Штаммы имеют повышенную экспрессию рези-
дентных генов ctxAB, tcpA-F и wbe, кодирующих со-
ответственно ХТ, ТКПА и О1-антиген [6]. Штаммы 
депонированы в Государственной коллекции пато-
генных бактерий «Микроб».

Выращивание штаммов проводили в бульоне LB 
(pH 6,8) при температуре 30 °С методом глубинно-
го культивирования с аэрацией в ферментере «New 
Brunsvik» (США) в течение 10 ч.

Источником ХТ и О1-антигена служил обрабо-
танный формалином центрифугат жидкой культуры 
указанных штаммов. Для выделения ТКПА исполь-
зовали бактериальную массу. Технология выделения 
ХТ состояла из осаждения белка с помощью моди-
фицированной процедуры, описанной в [11], и по-
следующей очистки методом ионообменной хрома-
тографии на фосфоцеллюлозе [10]. 

Препараты О-антигена О1 серогруппы серова-
ров Инаба и Огава получали с помощью поэтапно-
го выделения растворенного в культуральной среде 
антигена. Культуральную жидкость подвергали мем-
бранной ультрафильтрации и проводили раздели-
тельную хроматографию на TSK-геле HW-60 (Toyo 
Soda MFG, Co LTD, Япония) [1]. 

Выделение белка пилей (ТКПА) проводили 
по разработанной ранее методике [2]. Содержание 
белка в пробах контролировали методом Лоури, 
количество полисахарида определяли с помощью 
тимолового реактива. Специфическую активность 
очищенных антигенов определяли в реакции имму-
нодиффузии в геле (РИД) [3]. Изучение белкового 
состава выделенных и очищенных протективных 
антигенов проводили, используя электрофорез в по-
лиакриламидном геле [9]. 

Кроличьи антисыворотки к выделенным и очи-
щенным препаратам протективных антигенов (ХТ, 
ТКПА, О1-антигену сероваров Инаба и Огава) полу-
чали с помощью модифицированных нами методов 
иммунизации [5, 7, 13]. Каждым препаратом имму-
низировали группу из пяти кроликов породы шин-
шилла массой 2,5 кг. Антисыворотки к ХТ получали 
двукратной иммунизацией животных с интервалом 
в один месяц путем введения 200 мкг очищенного 
препарата. Антисыворотку к О1-антигену сероваров 
Инаба и Огава получали путем 3-кратной иммуниза-
ции кроликов с интервалами в 4 дня нарастающими 
дозами антигена (50, 100, 150 мкг). Через 7 дней про-
водилась повторная 3-кратная иммунизация больши-
ми дозами препарата (400–500 мкг) с интервалами в 
1 день. Антисыворотку к ТКПА получали 4-кратной 
внутривенной иммунизацией возрастающими доза-
ми антигена (100, 150, 200 и 250 мкг) с интервалом в 
7 дней. Антигенную активность полученных сыворо-
ток определяли в РИД с соответствующими очищен-
ными препаратами антигенов.

Результаты и обсуждение

На первом этапе работы были подобраны опти-
мальные условия культивирования, обеспечивающие 
эффективную продукцию штаммами V. cholerae КМ 
206 и 2415 всех трех основных протективных анти-
генов (ХТ, ТКПА, О1-антигена) в производственных 
условиях, что позволило получить достаточное коли-
чество бактериальной массы и супернатанта.

Штамм V. cholerae КМ 206 (2416) использовали 
для выделения ХТ, ТКПА и О1 антигена серовара 
Огава. О1 антиген серовара Инаба получали из куль-
туры штамма V. cholerae 2415, который также явля-
ется продуцентом и ХТ, и ТКПА.

Получение очищенных антигенов начинали с 
выделения ХТ. Для этого белковые фракции из филь-
трата бульонной культуры, предварительно обрабо-
танного формалином (0,25 %), осаждали в присут-
ствии 0,25 % гексаметафосфата натрия при рН 4,0, 
перемешивая в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре. Осадок собирали центри фу ги рованием, рас-
творяли и диализовали против 0,01 М фосфатного 
буфера, рН 7,0. Очистка препарата методом ионооб-
менной хроматографии основана на способности ХТ 
связываться с фосфоцеллюлозой при рН 7,0. Для это-
го препарат наносили на предварительно подготов-
ленную колонку с обработанной и уравновешенной 
тем же буфером фосфоцеллюлозой Р11 (Whatman). 
Адсорбированный на колонке ХТ элюировали 0,2 М 
фосфатным буфером, рН 7,4. Профиль элюции имел 
два пика: пик 1 появлялся в уравновешивающем 
0,01 М буфере при рН 7,0, а пик 2 элюировался после 
изменения молярности и рН буфера. ХТ содержал-
ся во 2-м пике, что подтверждалось положительным 
результатом РИД с анти токси ческой сывороткой. 
Фракции 2-го пика объединяли и диализовали про-
тив 0,9 % раствора хлорида натрия с 0,02 % азида 
натрия в качестве консерванта. Выход очищенного 
токсина от общего количества белка в исходном пре-
парате составил 12 %. 

Специфическую активность полученного ХТ 
определяли в РИД с моноспецифической анти токси-
ческой сывороткой. Полученный токсин образовы-
вал одну линию преципитата, титр реакции состав-
лял 1:64 (3 мкг/мл). Чистоту и гомогенность препа-
рата контролировали с помощью электрофореза в 
полиакриламидном геле. Результаты показали, что 
в очищенном нами препарате обнаруживались две 
белковые полосы, идентичные по расположению А- 
(27,2 кДа) и В-субъединице (58 кДа) коммерческого 
препарата ХТ (Sigma, США) (рис. 1).

Для получения препаратов О1-антигена Огава 
и О1-антигена Инаба применяли способ поэтапно-
го выделения растворенного в культуральной среде 
антигена, позволяющий сохранить антиген на всех 
этапах очистки в нативном растворенном виде, из-
бегая изменения его фазового состояния, которое 
происходит при общепринятых методах выделения 
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О-антигена (например, при фракционировании суль-
фатом аммония). 

Фильтрат бульонной культуры штаммов по-
сле осаждения белковых фракций (из которых был 
выделен ХТ) выдерживали 30 сут при температуре 
8–10 °С для снижения токсичности. Затем исполь-
зовали ультрафильтрационную установку АУФ-01 
(Россия) с полыми волокнами, осуществляющую 
частичную очистку центрифугата мембранной уль-
трафильтрацией (с удалением частиц молекулярной 
массы менее 100 кДа) и его одновременное концен-
трирование в 5–10 раз. Полученный концентрат ана-
лизировали на содержание О-антигена и очищали на 
колонке с TSK-гелем HW-60 при рН 7,2. О-антиген 
обна ру жи вался в первом пике (рис. 2). 

Очищенные препараты О-антигена содержали 
от 14 до 16 мкг/мл полисахаридов, специфическая ак-
тивность в РИД с соответствующими О-сыворотками 
составляла 1:64. 

Чистоту полученных препаратов О-антигена про-
веряли с помощью электрофореза в полиакриламид-
ном геле. Выделенные прапараты содержали только 
полисахариды О антигена без примесей белков. 

Пили отделяли от клеток с помощью встря хи-
ва теля (Vortex) со скоростью 2500 об/мин. Для осво-
бож дения от балластных белков препарат, со дер-
жа щий ТКПА, растворяли в 125 мМ этанол ами не 
(рН 10,5) при 4 °С и диализовали против 10 мМ фос-
фатного буфера (рН 7,4). Выход продукта составлял 
в среднем 6,3 %. 

По данным белкового электрофореза (рис. 3), 
выделенный препарат кроме ТКПА содержал белок 
внешней мембраны OmpU, который также обладает 
адгезивными свойствами. Методом иммуно блот тинга 
с коммерческой сывороткой к основной субъединице 
токсин-корегулируемых пилей ад ге зии – ТсрА было 
подтверждено присутствие в пре парате иммунологи-
чески активной полосы, со ответ ствую щей субъеди-
нице пилей ТсрА с молекулярной массой 20,5 кДа. 

Иммунологическую активность выделенных 
очищенных препаратов протективных антигенов 
(ХТ, ТКПА, О1-антигена сероваров Инаба и Огава) 
подтверждали получением кроличьих антисыворо-
ток. Животных иммунизировали по разработанным 
ранее схемам, описанным в разделе «Материалы и 
методы».

Антигенную активность приготовленных анти-
сывороток определяли в РИД с соответствующими 
очищенными препаратами протективных антигенов. 
Было установлено, что антитоксическая сыворотка 
образовывала линию преципитации в разведениях 
1:64 – 1:128, сыворотка против ТКПА – 1:32, сыво-
ротки против О1-антигена Инаба и Огава – 1:16 –1:32. 
Эти данные указывают на способность выделенных 
протективных антигенов образовывать специфиче-
ские антитела в достаточно высоких титрах.

Поскольку полученные нами антисыворотки 
к О1-антигену серовара Инаба (АС) и Огава (АВ), 

Рис. 1. Электрофореграмма очищенного препарата  
холерного токсина 

1 – маркеры молекулярной массы (150, 100, 75, 50, 35, 25, 15 кДа);  
2 – очищенный препарат холерного токсина; 3 – холерный токсин  

(фирма Sigma, США), содержащий B- субъединицу 58 кДа  
и A – 27,2 кДа 

Рис. 2. Гель-фильтрация препарата О1 антигена из штамма 
V. cholerae КМ 2415 на колонке TSK-геля HW-60.  

О1-антиген V. cholerae содержится в пике 1 
По оси ординат – элюция препарата при λ 280 нм

Рис. 3. Электрофореграммы лизата клеток штамма – продуцента 
протективных антигенов и выделенного из него белкового  

препарата, содержащего токсин-корегулируемые пили адгезии
1 – маркер молекулярной массы – 17,8 кДа; 2 – белковый препарат  

из V. cholerae КМ206; 3 – общая белковая фракция штамма  
V. cholerae КМ206



БИОТЕХНОЛОГИЯ

71

помимо специфических антител к антигенам С или 
В, содержали антитела к общему антигену А, то на 
следующем этапе была проведена работа по их уда-
лению. Для этого сыворотки Инаба адсорбировали 
клетками штаммов V. cholerae М41 и R3122 серо-
вара Огава, а сыворотки Огава – клетками штамма 
V. cholerae 569В серовара Инаба. После проверки по-
лученных антисывороток в развернутой реакции аг-
глютинации установлено, что антисыворотки Инаба 
агглютинировали только клетки штаммов V. cholerae 
серовара Инаба в диагностическом титре 1:400, а 
антисыворотки Огава реагировали лишь с клетками 
штамма V. cholerae серовара Огава (диагностический 
титр 1:800). 

Результатом этого этапа работы явилось полу-
чение поликлональных антисывороток, содержащих 
в высоком титре специфические антитела к анти-
генам – ХТ, ТКПА, О1 антигену сероваров Инаба и 
Огава.

Таким образом, использование сконструирован-
ных ранее рекомбинантных штаммов V. сholerae по-
зволило за один цикл выращивания выделить и очи-
стить модифицированными нами эффективными спо-
собами три основных протективных антигена – ХТ, 
ТКПА и О1-антиген, а также получить на их основе 
поликлональные высокоактивные специфические 
антисыворотки. Наличие рекомбинантных штаммов 
холерного вибриона сероваров Инаба и Огава О1 се-
рогруппы с повышенной продукцией основных про-
тективных антигенов дает возможность получать тот 
или иной серовар О1-антигена в зависимости от ис-
пользуемого штамма.
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Recombinant Strains Application for Simultaneous Preparation 
of Several Purified Cholera Vibrio Antigens

Russian Anti-Plague Research Institute “Microbe”, Saratov

Proposed is the method for simultaneous isolation and purification of 
three cholera vibrio key pathogenicity factors (cholera toxin, toxin-co-regu-
lated adhesion pili, O1 antigen Ogawa or Inaba), which are main protective 
antigens, from previously constructed recombinant Vibrio cholerae strains 
2415 Inaba and KM 206 Ogawa. Immunologic activity of the preparations 
was confirmed using polyclonal high-active specific antisera. Purified anti-
gens can be used for creation and improvement of prophylactic and diagnostic 
preparations.

Key words: recombinant Vibrio cholerae strains, protective antigens, 
purification, antisera, specificity.
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