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В состав холерного токсина входит нетоксичная β-субъединица (белок CtxB), обеспечивающая взаимо-

действие токсина с клетками кишечного эпителия и в итоге приводящая к попаданию токсина внутрь клетки. 

Иммунный ответ на CtxB имеет важное значение для защиты от холеры, в связи с чем этот белок включается 

в состав противохолерных вакцин. Кроме того, известно, что использование холерного токсина и его субъе-

диницы CtxB приводит к усиленному формированию мукозального иммунитета на совместно вводимые ан-

тигены, что обеспечивает возможность использования CtxB в качестве мукозального адъюванта. 

В настоящей работе на модели мышей линии BALB/c проведена оценка формирования гуморального 

иммунного ответа на полученный ранее рекомбинантный белок CtxB. Показано, что иммунизация CtxB 

приводит к образованию антител как при пероральном, так и при подкожном введении. Они обнаружива-

ются и в сыворотке крови, и в кишечном лаваже, что свидетельствует о формировании как системного, так 

и мукозального иммунного ответа. Поскольку при иммунизации не использовались адъюванты, получен-

ные результаты также указывают на возможность применения рекомбинантного CtxB в качестве эффек-

тивного «усилителя» иммунного ответа. 

Ключевые слова: CtxB, рекомбинантный белок, иммунный ответ, антиген, адъювант. 

 

Введение. Холерный токсин – сложная 

молекула, являющаяся главным фактором раз-

вития патологического процесса при инфици-

ровании холерным вибрионом (Vibrio cholerae). 

Сорбция токсина на клетках эпителия кишеч-

ника осуществляется за счет его β-субъединицы 

(CtxB), которая сама по себе нетоксична [1] и 

успешно используется как компонент противо-

холерных вакцин (в частности, шведского пре-

парата Dukoral). 

Первичное прикрепление CtxB к энтероци-

там обусловлено связыванием этого белка с ре-

цептором GM1, который широко представлен не 

только на клетках кишечного эпителия, но и на 

поверхности антигенпрезентирующих клеток, 

макрофагов, дендритных клеток и В-клеток. 

Способность CtxB взаимодействовать с клетка-

ми иммунной системы лежит в основе использо-

вания β-субъединицы холерного токсина в каче-

стве адъюванта и иммунорегулятора [2, 3]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ранее мы создали систему гетерологичной 

экспрессии β-субъединицы холерного токсина в 

клетках E. coli и отработали алгоритм наработ-

ки этого белка [4]. В настоящей работе была 

впервые проведена оценка иммуногенности 

очищенного полипептида с целью определения 

возможности его применения в качестве компо-

нента вакцинного препарата при подкожном и 

пероральном введении. 

 

Материалы и методы. 

Система экспрессии и способ очистки 

рекомбинантного белка CtxB. Система гетеро-

логичной экспрессии гена β-субъединицы хо-

лерного токсина (CtxB) была создана нами ра-

нее [4]. Она представляет собой штамм E. coli 

BL21 DE3, трансформированный плазмидой 

pET22b («Novagen», США), в которую под 

Т7lac-промотор клонирован ген ctxB, модифици-

рованный таким образом, что его начальный  
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фрагмент, кодирующий лидерную последова-

тельность, заменен на последовательность, ко-

дирующую сигнал секреции белка внешней 

мембраны E. coli OmpA. 

Наработка рекомбинантной β-субъединицы 

холерного токсина производилась при росте бак-

териальной культуры в среде М9 с глицерином 

при 25°C в течение 18 часов. Очистку CtxB осу-

ществляли из культуральной жидкости методом 

металл-хелатной хроматографии [4]. 

 

Эксперименты с животными. Исследо-

вания на животных были одобрены Этическим 

комитетом ФИЦ Биотехнологии РАН. 

Для оценки формирования иммунного от-

вета на рекомбинантный белок CtxB самки мы-

шей линии BALB/c массой 18–20 г были  

3-кратно с интервалом в 30 дней иммунизиро-

ваны путем подкожного введения 100 мкг CtxB  

в 200 мкл стерильного PBS, рН=7.4 (группа 

CtxB п/к) либо перорально путем внутрижелу-

дочного введения через зонд 100 мкг CtxB в 

карбонатном буфере, pH 8.75 (группа CtxB п/о). 

Животным контрольных групп подкожно либо 

перорально вводили буферные растворы без 

CtxB. На протяжении всего эксперимента про-

водили оценку динамики изменения веса имму-

низированных животных. Через 4 недели после 

последней иммунизации мышей умерщвляли 

путем цервикальной дислокации. Из полости 

сердца собирали кровь, инкубировали ее при 

комнатной температуре в течение 20 мин для 

формирования сгустка, затем центрифугирова-

ли 10 мин при 3000 об/мин и 4°C. Надосадо-

чную жидкость (сыворотку крови) переносили в 

новые пробирки и хранили при –20°C. 

Кишечный лаваж собирали по методике, 

адапированной из Lycke et al [5]. Тонкую кишку 

мыши вырезали, зажимали один конец хирурги-

ческим зажимом и заполняли 3 мл раствора ин-

гибитора протеаз (ингибитор трипсина 0.1 мг/мл, 

50 мМ ЭДТА и 1мМ PMSF в PBS, рН=7.4). Ана-

логичным образом зажимали другой конец киш-

ки и проводили инкубацию в течение 10 минут 

при комнатной температуре. После этого содер-

жимое кишки (кишечный лаваж) помещали в 

пробирку и центрифугировали 10 минут при 

1800 об/мин и температуре 4°С. Надосадочную 

жидкость переносили в новую пробирку и хра-

нили при –20°C до проведения анализа. 

 

Иммуноферментный анализ (ИФА). На-

личие антител к CtxB в сыворотке крови и ки-

шечном лаваже проверяли методом иммуно-

ферментного анализа. Для этого в лунки  

96-луночного иммунологического планшета 

(Совтех) вносили по 100 мкл CtxB (1 мкг/мл) в 

солевом фосфатном буферном растворе (PBS) 

pH 7.4 и инкубировали ночь при 4°C, после чего 

плашку отмывали PBS с добавлением 0.05% 

Tween 20 (PBS-Tween). Затем проводили инку-

бацию с блокирующим раствором (0.1% BSA в 

PBS) по 150 мкл на лунку в течение 2 часов при 

37°С, отмывали плашку 3 раза PBS-Tween, вно-

сили по 100 мкл анализируемых образцов (сы-

вороток крови в разведении 1:400 и кишечных 

лаважей в разведении 1:20). В качестве положи-

тельного контроля использовали моноклональ-

ные антитела к CtxB (HyTest Кат. № 2C4) в раз-

ведении 1:1000. После инкубации в течение 2 ч 

при 25°C, лунки плашки промывали 3 раза PBS-

Tween и инкубировали с козьими поликлональ-

ными антителами, конъюгированными с перо-

кисдазой хрена HRP (HyTest Кат. № GAM) в 

течение 1 часа при 25°C. Планшеты трижды 

отмывали PBS-Tween и вносили по 100 мкл 

раствора хромогенного субстрата 3,3',5,5'-

тетраметилбензидина гидрохлорида (ТМБ) 

(НВО ИММУНОТЕХ). Реакцию проводили в 

темноте при 25°C. Через 15 минут реакцию ос-

танавливали добавлением 50 мкл 1М H2SO4. 

Измерение оптической плотности в лунках про-

водили на планшетном ридере CLARIOstar Plus 

(BMG LABTECH) при 460 нм. 

 

Статистическая обработка. Для оценки 

статистической значимости различий сравни-

ваемых групп использовался дисперсионный 

анализ (ANOVA) с последующим применением 

критерия Ньюмана-Кейлса. 

 

Результаты и обсуждения. Холерный 

токсин и его β-субъединица (CtxB) являются 

мощными иммуногенами и адъювантами, кото-

рые могут стимулировать формирование им-

мунного ответа на слизистой оболочке как на 

сами белки, так и на совместно вводимые анти-

гены, модулировать индукцию пероральной 

толерантности и стимулировать появление ан-

тител изотипа А (IgA) [6]. В настоящей работе 

мы провели оценку формирования специфиче-

ского гуморального иммунного ответа при под-

кожной и пероральной иммунизации мышей 

линии BALB/c полученным ранее рекомби-

нантным белком CtxB [4]. Для перорального 

введения препарата использовался антацидный 

https://journals.aai.org/jimmunol/article/160/3/1198/31047
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буферный раствор позволяющий снизить ки-

слотность среды в желудке экспериментальных 

животных и обеспечить лучшую сохранность 

антигена, что является общепринятой практи-

кой при введении пероральных вакцин в виде 

суспензии, в частности, при использовании 

противохолерной вакцины Дюкорал [7]. Под-

кожное введение препарата осуществлялось в 

солевом фосфатном буфере (PBS), также хоро-

шо совместимом с внутренней средой организ-

ма млекопитающих. В период иммунизации 

негативных изменений в состоянии и поведении 

животных отмечено не было, масса мышей раз-

ных групп различалась незначительно. 

Анализ содержания антител к CtxB в сыво-

ротке крови и кишечном лаваже иммунизиро-

ванных животных, проведенный через 4 недели 

после последней вакцинации, продемонстриро-

вал формирование системного иммунного отве-

та вне зависимости от пути введения рекомби-

нантного белка (рис.). 

По результатам ИФА сыворотки крови 

(рис. а) в обеих группах животных, иммунизи-

рованных CtxB, полученные значения оптиче-

ской плотности были выше, чем в контрольных 

группах (p≤0.001). При этом различия между 

животными, получавшими рекомбинантный 

белок подкожно и перорально, были незначи-

тельны (p=0.889). 

В кишечном лаваже иммунизированных 

мышей по результатам ИФА также обнаружено 

статистически значимое накопление антител 

(рис. b). Однако в этом случае подкожное вве-

дение антигена способствовало формированию 

более выраженного гуморального иммунного 

ответа (p=0.0084) в сравнении с пероральной 

иммунизацией. 

Таким образом, полученный нами реком-

бинантный белок CtxB вызывал появление ан-

тител у иммунизированных мышей как при 

подкожном, так и при пероральном его введе-

нии. Антитела были обнаружены и в сыворотке 

крови, и в кишечном лаваже, то есть развивался 

как генерализованный (системный), так и муко-

зальный гуморальный иммунный ответ. 

Формирование иммунитета к CtxB уже 

способно обеспечить эффективную защиту ор-

ганизма при заражении холерой [8]. Однако еще 

более выраженный протективный эффект на-

блюдается при сочетании антигенов рекомби-

нантного CtxB с инактивированными клетками 

токсигенных штаммов V. cholerae [9]. В то же 

время, использование в качестве антигена явля-

ется не единственным вариантом применения 

рекомбинантного CtxB. Например, была пока-

зана его роль как мукозального адъюванта [10]. 

Более того, как подтвердили наши эксперимен-

ты, CtxB способен вызывать иммунный ответ 

сам по себе, без использования «усилителей» 

иммунного ответа, что также указывает на воз-

можность применения этого белка в качестве 

самостоятельного адъюванта [11]. 
 

 
a            b     

 

Рис. Результаты ИФА для определения присутствия антител к CtxB: а – в сыворотке крови, разведение 

образцов 1:500; b – в кишечном лаваже, разведение образцов 1:20. Животных иммунизировали подкожно 

(п/к) или перорально (п/о). Представлены результаты измерения оптической плотности при 450 нм 

(OD450). В качестве контроля (К) использован буферный раствор без антигена: PBS для подкожной им-

мунизации и карбонатный буферный раствор – для пероральной. Данные показаны в формате среднее ± 

среднее квадратичное отклонение (SD). * – статистически значимые различия, p≤0.05 
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Поскольку CtxB эффективно взаимодейст-

вует с GM1-рецептором, его рассматривают, в 

первую очередь, в роли адъюванта для перо-

ральных вакцин [10, 12], проявляющего свое 

действие на слизистых кишечника. Мукозаль-

ный иммунитет желудочно-кишечного тракта, в 

значительной степени, обеспечивающий невос-

приимчивость организма к патогенной кишеч-

ной микрофлоре, базируется преимущественно 

на иммуноглобулинах IgA – секреторных анти-

телах, которые могут связывать токсины и пре-

пятствовать колонизации бактериями слизи-

стой. Создание вакцины, эффективной для ин-

дукции мукозального иммунитета может спо-

собствовать более качественной защите от па-

тогенов в области развития инфекционного 

процесса [13]. 

Таким образом, собранные эксперимен-

тальные данные свидетельствуют о возможно-

сти использования нарабатываемого в создан-

ной нами экспрессионной системе рекомби-

нантного белка CtxB как эффективного антиге-

на, вызывающего выраженный иммунный от-

вет, а отсутствие необходимости добавки при 

вакцинации дополнительных «усилителей» им-

мунного ответа указывает на высокий потенци-

ал этого белка в качестве адъюванта, способст-

вующего усилению формирования иммунитета 

к иным антигенам. 
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Cholera toxin includes a non-toxic β-subunit (CtxB protein), which interacts with intestinal epithelial cells 

and leads to the entry of the toxin into the cell eventually. Since the immune response to CtxB is important for 

defence against cholera, this protein is included in cholera vaccines. In addition, the use of cholera toxin and its β-

subunit is known to lead to enhanced mucosal immunity to co-administered antigens, thus providing the possibil-

ity of using CtxB as a mucosal adjuvant. 

In the present study, the formation of humoral immune response to the previously obtained recombinant 

CtxB protein was evaluated in the model of BALB/c mice. It was shown that immunisation with CtxB leads to the 

formation of antibodies following both oral and subcutaneous administration. The antibodies are detected in both 

serum and intestinal lavage, indicating the formation of both a systemic and mucosal immune response. Since no 

adjuvants were used during immunisation, the results also indicate the possibility of using recombinant CtxB as an 

effective ‘en ancer’ of t e i  une response. 

Keywords: CtxB, recombinant protein, immune response, antigen, adjuvant. 
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