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ВВЕДЕНИЕ

Хозяйственная деятельность человека, а 
также постепенное увеличение средних тем-
ператур в различных областях мирового океа-
на приводит к изменению традиционных мест 
обитания морских гидробионтов, в том числе 
и ядовитых видов. В связи с этим повышается 
вероятность заражения промысловых видов 
токсическими веществами. Такими вещества-
ми являются гуанидиновые токсины, характе-
ризующиеся сильным нейропаралитическим 
действием и вызывающие чрезвычайно силь-
ные, вплоть до летального исхода, отравления. 
К гуанидиновым токсинам относится тетро-
дотоксин (ТТХ) и его аналоги. Наиболее часты 
случаи отравления ТТХ и его аналогами в стра-
нах Юго- Восточной Азии, в Японии, республи-
ке Бангладеш и Тайване. Однако, в последнее 
время некоторые сильно токсичные виды рыб 
получили широкое распространение в среди-
земноморском бассейне. Также единичные эк-
земпляры попадаются в приловах и в Черном 
море [1]. ТТХ-подобные токсины были обнару-
жены не только у токсичных рыб, но и у многих 
других животных различных таксономических 
групп, некоторые из которых являются объек-
тами промысловой охоты: рыбы-фугу Takifugu 
vermicularis vermicularis, Fugu poecilonotus, 
Takifugu niphobles, сине-кольчатые осьминоги 
Octopus maculosus, мечехвосты Carcinoscorpius 

rotundicauda и морские брюхоногие моллюски 
Natica lineata и Niotha clathrata [2].

Однако отравление ТТХ возможно не только 
при употреблении морепродуктов. В последнее 
время ведутся клинические испытания ТТХ в 
качестве лекарственного препарата. Обладая 
способностью селективно блокировать потен-
циал зависимые натриевые каналы, ТТХ может 
полностью блокировать передачу нервных сиг-
налов, в том числе и ответственных за болевые 
ощущения. Например, создаваемый на основе 
ТТХ препарат для лечения болевого синдрома 
у раковых больных в некоторых случаях оказы-
вает анальгетический эффект продолжительно-
стью до 2-х недель с момента приема  [3]. При 
этом, из-за высокой токсичности самого ТТХ 
могут возникать проблемы с подбором правиль-
ной дозировки, а так как на данный момент не 
существует никаких противоядий, то возможны 
сильнейшие отравления при использовании по-
добных препаратов. 

Таким образом, эффективные и быстрые 
методы детектирования ТТХ необходимы как 
при отравлении морскими продуктами пита-
ния для обеспечения своевременной медицин-
ской помощи, так и в научно-технологическом 
процессе для аналитического контроля токсина 
в различного рода образцах. Одним из таких 
методов, отличающихся, относительной деше-
визной, высокой чувствительностью и селек-
тивностью является иммуноферментный ана-
лиз - ИФА (ELISA). При этом ИФА позволяет не 
только обнаружить, но и оценить количествен-
ное содержание искомого вещества. Стоит отме-
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тить, что используемые в ИФА анализе антитела 
способны достаточно прочно связывать ТТХ, 
таким образом в перспективе возможна разра-
ботка антидотов против ТТХ на основе антител.  
Например, обезвреживание ядов змей, пауков 
и скорпионов сыворотками антител,  уже до-
статочно давно и успешно применяется в меди-
цинской практике[4].

Цель работы: Используя в качестве объекта 
мышей линии Balb/c получить поликлональные 
антитела к низкомолекулярному нейротоксину 
(тетродоткосину) и произвести их апробацию 
методом ИФА. Полученные данные позволят 
разработать системы детекции и детоксикации 
нейротоксинов гуанидинового ряда. 

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЙ

Немертины Cephalothrix simula и 
Quasitetrastemma stimpsoni были собраны в ризо-
идах бурых водорослей Saccharina sp., в заливе 
Восток залива Петра Великого (Японское море) 
в июле-августе 2017 г. Немертин содержали в ак-
вариумах с морской водой (t=4°C). 

Получение экстрактов немертин 

Для оценки концентрации гуанидиновых 
токсинов к пробам немертин Q. stimpsoni весом 
210 мг и Cephalothrix simula весом 47 мг добав-
ляли по 5 мл 0.1 % водного раствора уксусной 
кислоты и помещали в ультразвуковой гомоге-
низатор HD 2070 (Bandelin Sonopuls, Германия) 
на 15 мин, с частотой 20 kHz, амплитудой 228 
мкм, с рабочим циклом 0,8 с и интервалом 0,2 с. 
Полученный гомогенат центрифугировали при 
10000 g в течение 10 мин, а затем надосадочную 
жидкость упаривали в вакуумном испарителе 
при 50°С. Оставшийся после упаривания оса-
док доводили 0.1 % водным раствором уксусной 
кислоты до 1 мл. Раствор затем фильтровали с 
помощью 3 кДа фильтров Microcon Ultarcel YM-3 
(Millipore, США). Для удаления белковой фрак-
ции раствор нагревали до 85°С в течении 20 
мин, затем коагулированные белки осаждали, а 
супернатант хранили при -80°С для дальнейших 
исследований.

Получение поликлональных
антител против ТТХ

Для получения антигена использовали ци-
трат ТТХ (Alomone Labs, Израиль). 0,2 мл рас-
твора цитрата ТТХ (1 мг/мл) смешивали с 1 мл 
раствора БСА (2 мг/мл) в 0,01М фосфатном со-
левом буфере с 0,15М NaCl (ФСБ) (pH 6,0) и 0,21 
мл 8% формалина на ФСБ (рН 7,8). Получивший-
ся раствор инкубировали при 370С в течение 72 
ч при постоянном встряхивании на инкубаци-

онном шейкере (Amoeba, Россия). После этого 
полученный конъюгат очищали от несвязанно-
го ТТХ и остатков формалина диализом против 
ФСБ (рН 7,2). Сначала диализ проводили при 
комнатной температуре, делали 2 смены через 
каждые 3 ч, объем диализного раствора соста-
вил 10 мл. Дальнейший диализ проводили при 
4оС, делали 4 смены через каждые 12 часов. По-
сле диализа определяли концентрацию белка 
в растворе при помощи УФ-спектрофотометра 
xMark (Bio-Rad, США) при длине волны 280 нм, 
концентрацию доводили ФСБ (pH 6,0) до 0,5 мг/
мл. Конъюгат хранили при -80°С для дальней-
ших исследований.

Для иммунизации использовали 10 самцов 
мышей линии BALB/с. Для первой иммуниза-
ции конъюгат смешивали с полным адъюван-
том Фрейнда в соотношении 1:1. 0,2 мл данной 
суспензии вводили в мышцу бедра задней лапы 
животного. Через месяц после первой иммуни-
зации вводили суспензию конъюгата с непол-
ным адъювантом Фрейнда, в соотношение 1:1. 
Еще через три недели проводили иммунизацию 
антигеном без адъюванта внутрибрюшинно, 
инъекции повторяли каждую четную неделю. 
Каждую нечетную неделю проводили отбор 
иммунной сыворотки. Для этого проводили за-
бор крови из хвостовой вены, добавляя в каче-
стве антикоагулянта 50 мкл раствора гепарина 
(5000 Ед/мл). От каждой мыши получали по 0,5 
мл крови. Кровь центрифугировали (1000 × g, 
10 мин, 4°С), отбирали плазму, разбавляли гли-
церином в соотношении 1:1, хранили при -20°С 
для дальнейших исследований.

Удаление антител из сыворотки, перекрест-
но реагирующих с БСА, проводили с помощью 
аффинной хроматографии на колонке с сефаро-
зой 4В (Sigma-Аldrich, США), ковалентно сшитой 
с БСА. Сорбент для истощения синтезировали 
по следующей схеме: к 1,5 г бромциан-активи-
рованной сефарозы 4В приливали 40 мл 0,001М 
соляной кислоты, инкубировали 20 мин, про-
мывали 7 раз избытком соляной кислоты, затем 
промывали дистиллированной водой 5 раз. К 
сорбенту приливали 7,5 мл буфера для конъюги-
рования (0,1М NaHCO3, 0,5M NaCl), (рН 8,4), пе-
ремешивали, центрифугировали (300 × g, 3 мин, 
18°С). Надосадочную жидкость удаляли, к осад-
ку приливали 3 мл буфера для конъюгирования, 
содержащего 40 мг/мл БСА. Полученный суспен-
зию инкубировали при постоянном перемеши-
вании на мини-рокер-шейкере (Biosan, Латвия) 
в течение 2 ч при комнатной температуре. Сор-
бент мягко осаждали (1000 × g, 5 мин, 18°С) и 
отмывали 8 раз буфером для конъюгирования. 
Далее к сорбенту приливали 3 мл 2М раствора 
глицина в буфере для конъюгирования (рН 8,0), 
перемешивали в течение 2 ч и оставляли на ночь 
при 4°С. Сорбент отмывали сначала буфером для 
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конъюгирования, затем 0,1 М ацетатным буфе-
ром с 0,5М NaCl (рН 4,0), по 5 раз каждым буфе-
ром. Сорбент хранили при 4°С в 0,05 М Tris-HCl, 
содержащем 1М NaCl (рН 7,5). Иммунную плаз-
му пропускали через колонку, предварительно 
уравновешенную 0,05 М Tris-HCl, содержащим 
0,15 М NaCl, (рН 7,5). Фракцию, не связавшуюся 
с БСА-Сефарозой, собирали и концентрирова-
ли на центриконах Vivaspin turbo 30 кДа MWCO 
(Sartorius, Германия). Колонку регенерировали, 
элюируя антитела к БСА 0,1 М глициновым бу-
фером, содержащим 0,15 М NaCl,(рН 2,2).

Для последующего выделения иммуногло-
булинов против ТТХ истощенную от антител 
к БСА и сконцентрированную плазму наноси-
ли на колонку с ТТХ, ковалентно связанным с 
сорбентом Affigel-10 (Bio-Rad, США). Синтез 
сорбента проводили по следующей схеме: 5 
мл Affigel-10 в изопропаноле обрабатывали 50 
мкл этилендиамина в 250 мкл ДМФА в течение 
30 мин при комнатной температуре. Затем 
Affigel-10 промывали 50 мМ фосфатным бу-
фером (ФБ, рН 7,4), добавляли 5% глутаровый 
альдегид (Sigma, США), инкубировали 30 мин 
при комнатной температуре. От несвязанного 
глутарового альдегида сорбент отмывали ФБ 
10 раз на фильтре Шотта при 20°С. К суспен-
зии сорбента в ФБ добавляли 20 мкг цитрата 
ТТХ перемешивали и инкубировали 4 часа 
при 20°С. Несвязанный с носителем токсин 
отмывали ФБ, как описано ранее. Свободные 
альдегидные группы инактивировали, инку-
бируя сорбент 2 часа при 20°С в 5 мл ФБ с 0,1 
М NaBH4. Сыворотку, истощенную от антител 
к БСА, наносили на колонку с ТТХ, промыва-
ли 0,05 М Tris-HCl с 0,15 М NaCl, (рН 7,5). Свя-
завшиеся с ТТХ антитела элюировали глици-
новым буфером, содержащим 0,15 М NaCl, рН 
3,0, затем - тем же буфером с рН 2,2. С целью 
предотвращения необратимой денатурации 
иммуноглобулинов элюаты собирали в алик-
воту 1,5М Tris-HCl (рН 7,5), для доведения pH 
до 7,5, затем концентрировали на центрико-
нах Vivaspin turbo, 30 кДа MWCO. Сконцентри-
рованные антитела к ТТХ смешивали с глице-
рином в соотношении 1:1 и хранили при -20°С 
для последующих исследований.

Подсчет концентрации ТТХ методом ИФА

Подсчет концентрации ТТХ проводили с 
помощью конкурентного ИФА, для этого ис-
пользовали два планшета: первый планшет 
был сенсибилизирован антигеном, во втором 
предварительно инкубировали аффинно выде-
ленные антитела к ТТХ с исследуемыми раство-
рами, предположительно содержащими ТТХ и 
калибровочными растворами ТТХ. Сенсибили-
зацию 96-луночного планшета (Nunc Maxisorb, 

Thermo Fisher Scientifi c, США) проводили конъ-
югатом БСА-ТТХ (см. выше) в 0,1 М карбонатном 
буфере, содержащем 0,15М NaCl (pH 9,5). В каж-
дую лунку добавляли по 100 мкл БСА-ТТХ (4 мкг/
мл) и инкубировали в течение 12 ч при 40С. За-
тем планшет отмывали от коньюгата по следу-
ющей схеме: 4 раза дист. Н2О, затем 1 раз 0,05M 
Tris-HCl с 0,15M NaCl, 0,005% Тriton Х-100, (pH 
7,5) (ТБС-Тритон-Х-100), затем снова 5 раз дист. 
Н2О, 5 мин инкубировали с ТБС-Тритон-Х-100 
и опять 5 раз дист. Н2О. Затем в каждую лунку 
добавляли 100 мкл блокировочного раствора, 
содержащего 1 мг/мл обезжиренного молока в 
ТБС-Тритон-Х-100 и инкубировали в течение 
1ч при 370С. Во вспомогательный 96-луночный 
планшет вносили по 120 мкл раствора антител 
к ТТХ (2 мкг/мл) в отмывочном буфере. Далее 
в первые лунки каждого ряда вносили по 120 
мкл исследуемых экстрактов либо калибровоч-
ных растворов ТТХ и проводили серию двукрат-
ных разведений до предпоследней лунки ряда. 
В последние лунки планшета вносили только 
раствор антител, без ТТХ и использовали их в 
качестве положительного контроля (бланка). 
Планшет инкубировали в течение 1 ч при 370C. 
Затем содержимое лунок (по 100 мкл) пере-
носили в первый (сенсибилизированный БСА-
ТТХ) планшет и инкубировали в течение 1 ч 
при 370C. Далее первый планшет отмывали по 
схеме, описанной выше. Затем в каждую лунку 
добавляли по 100 мкл раствора антител козы 
против IgG мыши, конъюгированных с перок-
сидазой хрена (Thermo Fisher Scientifi c, США) в 
ТБС-Тритон-Х-100 в разведении 1:1700, инку-
бировали 1 ч при 370C. Планшет отмывали по 
схеме, описанной выше. Затем в каждую лунку 
добавляли по 100 мкл раствора ортофенилен-
лиамина в 0,1 М фосфат-цитратном буфере, 
(рН 5,0), инкубировали в течение 7-12 мин. Ре-
акцию останавливали, добавляя по 50 мкл 5% 
Н2SO4 в каждую лунку. Измерение оптической 
плотности растворов в лунках планшета прово-
дили на планшетном ридере ELx800uv (Bio-Tek 
Instruments Inc., США) при длине волны 490нм. 
Концентрацию ТТХ в пробах подсчитывали по 
калибровочной кривой. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ

В настоящее время разработано несколь-
ко методологических подходов для детекции 
ТТХ. Одними из первых и широко применя-
емых методов выявления ТТХ являются био-
тесты, включающие биоиспытания на мышах 
и культуре клеток. Однако эти методы мало-
информативны в связи с отсутствием строгой 
специфичности и высокой индивидуальной 
изменчивости организмов. Кроме того, ме-
тод с использованием животных запрещен в 
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большинстве развитых стран мира по этиче-
ским соображениям. Для количественного и 
качественного анализа ТТХ часто используют 
физико-химические методы, основанные на 
комбинации хроматографии и спектрометрии. 
Эти методы требуют длительной пробопод-
готовки и дорогостоящего оборудования, что 
возможно сделать только в специализирован-
ных лабораториях. Иммунологические методы, 
основанные на использовании антител против 
ТТХ, используются реже, при этом они являют-
ся чувствительными и высокоселективными, 
позволяя определить наличие токсина и визу-
ализировать токсин в клетках. Использование 
иммунологических методов является наиболее 
перспективным направлением для быстрого и 
дешевого анализа, так как может быть органи-
зованно на основе имеющихся диагностиче-
ских медицинских лабораторий с использова-
нием стандартного оборудования для ИФА. 

Проверка работоспособности полученных 
после аффинной хроматографии антител, про-
водилась с помощью конкурентного ИФА. В ка-
честве положительного контроля использовался 
экстракт ТТХ-содержащей немертины C. simula 
[5].  в качестве отрицательного контроля был 
взят экстракт немертины Q. stimpsoni, в которой 
ТТХ отсутствует  [6]. Для построения калибро-
вочного графика использовались разведения 
коммерческого цитрата ТТХ (Alomone Labs, Из-
раиль) с максимальной концентрацией 2000нг/
мл и постепенным понижением до минималь-
ной концентрации 8 нг/мл.

Исходя из полученной калибровочной пря-
мой, была установлена концентрация ТТХ, ко-
торая в экстрактах C. simula составила около 22,6 
мкг/мл, тогда как в экстрактах из немертины Q. 
stimpsoni ТТХ обнаружено не было. Также была 
установлена предельная чувствительность раз-
работанного метода ИФА к ТТХ, минимальная 
концентрация обнаруживаемого компонента 
составила 8-10нг/мл. 

Таким образом, в рамках текущей работы 
нами была разработана быстрая и дешевая си-
стема детекции гуанидиновых токсинов на ос-
нове антител против ТТХ. Стоит упомянуть, что 
такие тест-системы экспресс-анализа имеются 
лишь в некоторых странах Азиатско-Тихооке-
анского региона (Китай, Япония, республика Ко-
рея и т.д.) ввиду высокого уровня угрозы отрав-
ления морскими деликатесами. Разработанный 
нами экспресс-анализ гуанидиновых токсинов 
позволит определять концентрацию ТТХ и по-
зволит создать высокочувствительный диагно-
стический инструмент на российском рынке. 

Из-за отсутствия противоядий против ТТХ в 
случаях отравления токсином, к пострадавшим 
применяется только поддерживающая терапия, 
направленная на искусственное вентилирова-

ние легких до полного выведения токсина из ор-
ганизма. Создание биологической системы де-
токсикации на основе антител против ТТХ и его 
аналогов может означать появление в мировой 
практике нового подхода к лечению отравления 
гуанидиновыми токсинами. В ряду работ пока-
заны положительные результаты использова-
ния антител в качестве защиты от токсического 
эффекта ТТХ. Так, внутривенное введение поли-
клональных антител к ТТХ экспериментальным 
животным полностью ингибирует воздействие 
летальной дозы тетродотоксина и сакситокси-
на [7]. Апробированный нами метод получения 
антител против ТТХ в дальнейшем будет ис-
пользован для разработки лекарственных пре-
паратов против отравления гуанидиновыми 
токсинами.

ВЫВОДЫ

Были получены поликлональные антитела 
против тетродотоксина, которые были успешно 
нами применены для его детекции в биологи-
ческих образцах методом конкурентного имму-
ноанализа. Апробированный нами метод полу-
чения антител против ТТХ в дальнейшем будет 
использован для разработки лекарственных 
препаратов против отравления гуанидиновыми 
токсинами.
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ANTIBODIES AGAINST LOW-WEIGHT GUANIDINE NEUROTOXINS 
AS AN INSTRUMENT OF DETOXICATION AND ANALYTICAL DIAGNOSTIC

© 2017 V.G. Kuznetsov

School of Biomedicine of Far Eastern Federal University, Vladivostok

Human economic activity, as well as a gradual increase of average temperatures in various areas of the 
world›s oceans leads to a change of the traditional habitats of marine hydrobionts, including poisonous 
species. This probably leads to contamination of commercial species with toxic substances, such as 
guanidine toxins - substances with a strong neuroparalytic effect, up to lethal outcome. Tetrodotoxin 
(TTX) used as a drug in medicine also causes poisoning in case of overdose. A unique feature of TTX 
is its ability to block Voltage-gated sodium channels exclusively in nerve and muscle cells, without 
affecting the transmembrane sodium fl ows in non-excitable tissues, thus providing normal metabolism 
and general osmoregulation of the organism. In the current project, polyclonal antibodies against TTX 
were made in Balb/c mice and  approbation of antibodies was performed by Competitive enzyme-linked 
immunosorbent assay. The obtained data will allow to develop systems of detection and detoxication of 
guanidine neurotoxins.
Keywords: guanidine toxins, tetrodotoxin, enzyme linked immunosorbent assay, antibodies.
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