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ВВЕДЕНИЕ

Жизнеспособность любой клетки зависит от  
состояния плазматической мембраны, образую- 
щей полупроницаемый барьер, одновременно 
защищающий от окружающей среды и обеспе- 
чивающий связь с ней. Один из эволюционно древ- 
них механизмов патогенеза бактерий – разруше- 
ние клеточных мембран с помощью пороформи- 
рующих токсинов (ПФТ), нарушающих их про- 
ницаемость [1, 2]. О том, что ПФТ представляют 

собой древнейшую форму атаки, которая может 
быть использована как для межбактериальной 
конкуренции, так и для патогенеза, свидетельствует  
тот факт, что эти токсины широко распространены 
как у грамположительных, так и у грамотрицатель- 
ных бактерий, а также встречаются у высших ор- 
ганизмов [3]. Цитотоксические белки – значимые 
факторы вирулентности, составляющие ~25–30%  
от всего их количества. ПФТ широко распростра- 
нены среди бактерий [4, 5]. К группе β-ПФТ относят  
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токсины, которые формируют поры в мембранах, 
образуя β-ствол. β-ПФТ секретируются из бак- 
териальной клетки в виде мономеров, содержащих 
в пространственной структуре β-листы. Олиго- 
меризация мономеров инициируется взаимо- 
действием мономера с плазматической мембраной 
мишени, процесс сопровождается изменением 
пространственной структуры [6], что проявляется 
в перемещении гидрофобных участков структуры  
на поверхность молекулы и способствует внедре- 
нию в мембрану [6, 7]. Трансмембранный β‑ствол 
составляют β‑структуры отдельных мономеров, 
связанных водородными связями, формирующие 
его кольцевую пространственную структуру со- 
четанием скручивающихся и обвивающихся пово- 
ротов [8, 9]. Водородные связи внутри структуры 
β-ствола между боковыми цепями придают поре 
высокую структурную жесткость и стабильность 
[10–12]. В сформированном β-стволе гидрофиль- 
ные остатки экспонируются в просвете поровой 
области, способствуя движению растворимых 
веществ, в то время как гидрофобные области 
экспонируются в направлении жирнокислотных 
хвостов в мембранном бислое [12].

Bacillus cereus – условно-патогенные грамполо- 
жительные спорообразующие бактерии [13, 14].  
Один из ключевых вирулентных факторов бакте- 
рии – гемолитический токсин II (гемолизин II, 
HlyII), относящийся к группе β-ПФТ [5, 15]. Зна- 
чимая роль HlyII в инфекционном процессе 
подтверждается его повышенным уровнем экс- 
прессии в клинических изолятах B. cereus [16]. 
Первичная последовательность HlyII гомоло- 
гична (на ~38%) последовательности α-токсина 
Staphylococcus aureus. HlyII отличается наличием 
94-аминокислотного C-концевого домена (C-кон- 
цевой домен, HlyIICTD), отсутствующего у дру- 
гих исследованных членов семейства β-ПФТ 
[17]. Делеция HlyIICTD в молекуле HlyII снижает 
гемолитическую активность в 8 раз при действии 
на эритроциты кролика [18]. 

Мембраносвязанные формы ПФТ изучаются с 
использованием протеолипосом и искусственных 
липидных бислоев разнообразными методами, 
такими как рентгеновская кристаллография, крио- 
электронная микроскопия, атомно-силовая микро- 
скопия, малоугловое рассеяние рентгеновских 
лучей, ЯМР-спектроскопия и др. [3]. При этом 
многие вопросы, касающиеся мембраносвязан- 
ных форм токсинов, остаются открытыми. Струк- 
турные исследования олигомерных и мембрано- 
связанных форм ПФТ, в частности, затрудняются 
сложностью задачи очистки мембранных белков 
[19]. HlyII, являясь β-ПФТ, олигомеризуется в 

присутствии клеточной мембраны, образуя ионные 
каналы, что должно сопровождаться измене- 
ниями пространственной структуры, а следова- 
тельно, изменением в доступности эпитопов на по- 
верхности белка, узнаваемых антителами. Для 
анализа конформационных изменений HlyII  
при переходе в мембраносвязанную форму разра- 
ботан метод иммунопреципитации, позволяю- 
щий идентифицировать антитела, взаимодействую- 
щие с мембраносвязанной формой токсина. Были  
использованы моноклональные антитела, полу- 
ченные к отдельным фрагментам токсина [17, 
20–22].

Цель данной работы состояла в иммунохими- 
ческой идентификации мембраносвязанной фор- 
мы ключевого вирулентного фактора B. cereus – 
HlyII. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Метод идентификации мембраносвязанной 
формы гемолизина II Bacillus cereus. Для того 
чтобы определить, взаимодействуют ли антитела 
с порой (ионным каналом), образовавшейся в 
мембране, был разработан метод, позволяющий 
выявлять иммунные комплексы моноклональ- 
ных антител с ионным каналом и идентифици- 
ровать взаимодействующие с ним антитела. Схема  
эксперимента представлена на рис. 1. В качестве  
основы метода использовали иммунопреципи- 
тацию – способ выявления антигена в много- 
компонентной смеси в виде комплекса со специ- 
фическим антителом [23]. После лизиса эритро- 
цитов кролика гемолизином II получали фраг- 
менты мембран, содержащие поры, сформирован- 
ные олигомерной формой токсина. Препарат 
фрагментов мембран, содержащих ионные ка- 
налы, получали последовательными центрифуги- 
рованиями после лизиса эритроцитов. Далее с 
использованием эндотоксин-экстрактора (Sileks, 
Россия) проводили делипидизацию полученных 
фрагментов для предотвращения возможных 
неспецифических взаимодействий. 

Эндотоксин-экстрактор не влиял на натив- 
ность препарата, т.е. на сохранение его пространст- 
венной структуры. Этот факт был установлен 
иммуноферментным анализом по взаимодейст- 
вию моноклональных антител с HlyII и HlyIICTD 
до и после их обработки эндотоксин-экстрактором. 
Обработка исследуемых белков не влияла на их 
взаимодействие с моноклональными антите- 
лами, что свидетельствует о том, что эндотоксин-
экстрактор не оказывал влияния на эпитопную,  
т.е. пространственную структуру белка.
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Полученный препарат, содержащий поры, ин- 
кубировали с исследуемым моноклональным 
антителом и с сефарозой, на которую были им- 
мобилизованы кроличьи антитела против иммуно- 
глобулинов мыши. Иммунопреципитат, связав- 
шийся с сефарозой, отделяли из раствора центри- 
фугированием, подвергали электрофоретическому 
разделению в денатурирующих условиях и 
проводили иммуноблоттинг, в ходе которого выяв- 
ляли присутствие HlyII в реакционной смеси. По- 
лоса, соответствующая гемолизину, окрашивалась  
на иммуноблоте только в том случае, если монокло- 
нальное антитело узнавало сформированный 
в мембране эритроцита ионный канал (рис. 2).  
В качестве отрицательного контроля использо- 
вали несущественные моноклональные антитела  
(изотип-контроль), т.е. антитела, не имеющие им- 
муноперекрестных реакций с целевым антигеном,  
в нашем случае с HlyII. Использовали антитела  
того же изотипа, не взаимодействующие с целе- 
вым HlyII. Данный метод позволил выявить анти- 
тела, узнающие олигомерную форму токсина, 
формирующую ионный канал, образованный на 
мембране клетки-мишени.

Анализ взаимодействия моноклональных 
антител против различных участков HlyII с 
мембраносвязанной формой токсина. Изучено 
взаимодействие с мембраносвязанной формой 
для моноклональных антител против отдельных 

участков HlyII: C-концевого домена (HlyIICTD, 
Asp318–Ile412 нумерация аминокислотных ос- 
татков согласно последовательности полнораз- 
мерного HlyII) [17], Met225–Leu317 – части боль- 
шого C-концевого домена (HlyIILCTD) [20, 22], 
Lys171–Gly250 [21]. Участок Lys171–Gly250, 
обозначенный ранее как “гомологичный пептид”, 
был выявлен сравнением аминокислотных по- 
следовательностей HlyII B. cereus с другими 
β-ПФТ как участок с высокой степенью гомоло- 
гии, содержащий в своем составе идентичную 
для изученных β-ПФТ последовательность 
219YGNQLFM225. Структура “гомологичного 
пептида” была расширена в N-концевой части об- 
ластью, задействованной в формировании олиго- 
мерной пространственной структуры ствола, фор- 
мирующего трансмембранный канал, и областью  
так называемого “треугольника”, о которой теоре- 
тически известно, что она взаимодействует с ли- 
пидным бислоем клетки-мишени [23]. Среди 
антител, полученных против “гомологичного пеп- 
тида”, HP-1, HP-3 и HP-7 взаимодействовали с 
регионом Lys171–Arg212 в составе мономерного 
HlyII B. cereus. HP-5, взаимодействующее с 
последовательностью 213DSFNTFYGNQLF224, 
узнавало α-гемолизин S. aureus и гемолизины 
CytK2 и HlyII B. cereus [21]. Иммунопреципитацией 
было показано, что HP-3 и HP-7 не узнают мем- 
браносвязанную форму HlyII АТСС 14579 после 

Рис. 1. Схема эксперимента по выявлению антител, взаимодействующих с мембраносвязанной формой токсина. 
Преципитация моноклональных антител и пор, образованных HlyII АТСС 14579 в мембране эритроцита.
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делипидизации, тогда как HP-1 и HP-5 узнавали 
делипидизированную пору, образовавшуюся на 
мембране эритроцитов кролика. По-видимому, 
этот факт демонстрирует, что эпитопы, узнаваемые 
антителами HP-1 и HP-5, после делипидизации 
оказались доступными и, предположительно, 
могут находиться на внешней поверхности 
трансмембранной поры (рис. 2а, рис. 3). Эпитопы 
антител HP-3 и HP-7, по-видимому, расположены 
внутри сформированного трансмембранного ка- 
нала зрелой поры.

Проведен анализ узнавания мембраносвязан- 
ной формы токсина моноклональными антите- 
лами против HlyIILCTD [20, 22]. Эпитопы анти- 
тел LCTD-82 и LCTD-84, слабо узнающих моно- 
мерную форму, были не доступны на поверхности 
поры. Нейтрализующее токсическую активность 

антитело LCTD-83, направленное против олиго- 
мерной формы, взаимодействовало со сформиро- 
ванным трансмембранным каналом HlyII.

Эпитопы антител, узнающих мономерную 
форму, LCTD-70, LCTD-71, LCTD-75 и LCTD-76  
оказались частично доступны. HP-4, взаимодейст- 
вующее с регионом Met225–Gly250 в составе мо- 
номера, не узнавало мембраносвязанную форму. 
Таким образом, изменения в узнаваемости мем- 
браносвязанной формы токсина в сравнении с 
его мономерной формой коснулись МА против 
участка Met225–Leu317 (рис. 2а, 2б). 

Эти данные подтверждают конформационные 
перестройки при формировании канала, приво- 
дящие к изменениям в узнаваемости антителами 
мембраносвязанной формы токсина. Антитела 
против участка Met225–Leu317 HlyII могут вы- 

(а) (б)

(в)

Рис. 2. Иммуноблоттинг мембраносвязанной формы гемолизина II B. cereus ATCC 14579: (а) – с антителами против 
“гомологичного пептида” [21]; (б) – с антителами против HlyIILCTD [20, 22]; (в) – иммунопреципитация с антителами 
против HlyIICTD [17]. HlyII – мембраносвязанная форма токсина после делипидизации до иммунопреципитации; К – 
изотип-контроль; К1 – делипидизированные мембраны эритроцитов, не содержащие HlyII, инкубированные с сефарозой 
и антителами; К2 – мембраносвязанная форма HlyII, инкубированная с сефарозой. Окрашено биотинилированными 
моноклональными антителами LCTD-71. Номера анализируемых антител указаны над дорожками.
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ступать в качестве основы для идентификации 
этого ключевого вирулентного фактора B. cereus 
при разработке препаратов, нейтрализующих его 
действие.

Моноклональные антитела из представитель- 
ной панели, полученной против HlyIICTD [17],  
за исключением HlyIIC-12, узнавали мембрано- 
связанную форму токсина. Частично доступным 
на поверхности мембраносвязанной формы 
оказался эпитоп МА HlyIIC-16 (рис. 2в). Эти ре- 
зультаты, вероятнее всего, свидетельствуют о том,  
что HlyIICTD не участвует в формировании 
трансмембранного канала, а способствует более 
эффективному сцеплению с мембраной клетки-
мишени. Ранее было показано, что C-концевой 
домен гемолитического токсина II B.  cereus, не 
имеющий гомологии с любым другим известным 
β-ПФТ, способен взаимодействовать с мембра- 
нами клетки-мишени [17]. Моноклональные анти- 
тела HlyIIC-16, HlyIIC-23 практически не узна- 
вали мономерную форму токсина, при этом МА  
HlyIIC-23 эффективно выявляло мембраносвя- 
занную форму. Эпитоп МА HlyIIC-16 оказался  
частично доступен на поверхности мембрано- 
связанной формы. Этот факт свидетельствует 
об изменениях эпитопной структуры HlyIICTD 
при порообразовании. Полученные результаты 
суммированы на схеме, представленной на рис. 3.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение эритроцитов кролика. Кровь кро- 
лика была предоставлена виварием Института 
биофизики клетки РАН – обособленного подразде- 
ления ФГБУН “Федеральный исследователь- 
ский центр “Пущинский научный центр биологи- 
ческих исследований” РАН. Кровь, полученная 
из краевой ушной вены, была передана в кон- 

сервирующем растворе, содержащем 2% цитрата 
натрия, 3% глюкозы, 0.015% левомицетина, pH 5.5.  
Непосредственно перед проведением экспери- 
мента эритроциты отмывали центрифугирова- 
нием (200 g, Life Science, Китай) в PBS не менее 
3 раз до получения неокрашенного прозрачного 
супернатанта.

Получение мембраносвязанной формы 
HlyII. Для получения одной экспериментальной 
пробы к 100 мкл 4%-ной суспензии эритроцитов 
в PBS добавляли 0.35 мкМ HlyII ATCC 14579 
и инкубировали не менее 30 мин при 37°С до 
полного лизиса. Для отмывки мембран реакцион- 
ную смесь центрифугировали (14 000 g, Life  
Science, Китай). Полученный осадок ресуспенди- 
ровали в PBS. Процедуру повторяли 3–5 раз до 
получения белого осадка. Для получения делипи- 
дизированной пробы мембраны обрабатывали 
эндотоксин-экстрактором (Sileks, Россия) согласно 
инструкции производителя [24]. Препарат мем- 
бран для контроля (К1), не содержащий HlyII, 
получали добавлением 100 мкл дистиллированной 
воды к осадку эритроцитов, далее отмывку и 
делипидизацию мембран проводили так же, как 
для экспериментальных проб. 

Иммунопреципитация мембраносвязанной 
формы гемолизина II Bacillus cereus. В одной 
экспериментальной пробе смешивали 10 мкг 
одного из исследуемых антител [17, 20–22] с дели- 
пидизированными мембранами эритроцитов в 
150 мкл PBS, 0.5% Tween-20, 5 мкл сефарозы с 
иммобилизованными антителами кролика про- 
тив иммуноглобулинов мыши (Имтек, Россия). 
Полученную суспензию инкубировали в течение 
часа, перемешивая на мультиротаторе (BioSun, 
Латвия), 13 об/мин. В случае взаимодействия 
исследуемого антитела с мембраносвязанной фор- 
мой токсина образуется иммунный комплекс: 

Рис. 3. Способность моноклональных антител, полученных к различным фрагментам HlyII ATCC 14579 [17, 20–22], 
взаимодействовать с трансмембранной порой. Черным указаны моноклональные антитела, взаимодействующие с 
трансмембранной порой, красным – не взаимодействующие с порой, зеленым – антитела, эпитоп которых частично 
доступен на поверхности поры. Рамкой выделены антитела, не взаимодействующие с мономерной формой токсина. 
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антитело кролика против иммуноглобулинов мы- 
ши + исследуемое антитело + HlyII ATCC 14579 
на делипидизированной мембране. Сефарозу от- 
мывали центрифугированием 1 мин при 200 g 
(Life Science, Китай), ресуcпендируя осадок в 
PBST (PBS, 0.1% Tween-20) не менее 6 раз. После 
завершения стадии отмывки к осадку сефарозы 
добавляли 10 мкл 1× буфера для нанесения образ- 
цов и проводили электрофоретическое разделе- 
ние в 10%-ном ПААГ [25]. Содержимое геля пере- 
носили на нитроцеллюлозную мембрану и прово- 
дили иммуноблоттинг согласно методике, описан- 
ной в работе [17]. Процедуру иммунопреципита- 
ции мембраносвязанной формы, содержащей 
HlyII, для каждого из антител проводили не менее 
3 раз. Результаты воспроизводились в каждом из 
проведенных экспериментальных повторов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан иммунохимический метод иденти- 

фикации мембраносвязанной формы гемолизина II  
B. cereus моноклональными антителами на основе  
иммунопреципитации. Определено расположение 
эпитопов моноклональных антител против отдель- 
ных частей HlyII в сформированной поре. Анализ  
взаимодействия моноклональных антител про- 
тив отдельных фрагментов первичной последо- 
вательности токсина продемонстрировал измене- 
ние эпитопной структуры мембраносвязанной 
формы токсина в сравнении с мономерной фор- 
мой. Показано, что C-концевой домен не участвует 
в образовании трансмембранной поры. Резуль- 
таты, демонстрирующие роль отдельных участков 
молекулы токсина и конформационные изменения 
при формировании ионного канала, значимы при 
разработке нейтрализующих агентов.
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One of the key pathogenic factors of Bacillus cereus is hemolysin II (HlyII), secreted as water-soluble 
monomers. HlyII belongs to the group of β-pore-forming toxins, which are characterized by oligomeriza-
tion of monomers upon interaction with the cell membrane, followed by the formation of ion channels. A 
method for identifying the membrane-bound form of HlyII using immunoprecipitation has been developed. 
Screening of monoclonal antibodies against various regions of HlyII upon interaction with its membrane-
bound form demonstrated a change in the epitope structure of the toxin during pore formation. It has been 
shown that the C-terminal domain of HlyII is not involved in the formation of the transmembrane chan-
nel, unlike the regions of HlyII located proximally relative to this domain The obtained results indicate 
conformational changes in HlyII during pore formation, which is significant for the development of drugs 
that neutralize its effect.

Keywords: β-pore-forming toxins, oligomerization, monoclonal antibodies, hemolysis, protein conforma-
tion, immunoprecipitation


