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ПОЛУЧЕНИЕ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ 

ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ РЕКОМБИНАНТНОГО 

ФЛАГЕЛЛИНА C PSEUDOMONAS AERUGINOSA

А.П. Жеребцов, И.В. Яковлева, Н.Ф. Гаврилова, Н.А. Михайлова

ФГБНУ Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия

Резюме. Важным фактором вирулентности в патогенезе инфекций, вызванных Pseudomonas aeruginosa, явля-

ется флагеллин: он служит главным структурным компонентом жгутика бактерии и акцептором для TLR5 

рецептора врожденной иммунной системы. Толл-подобный рецептор 5 способен связывать флагеллин бакте-

рий и активировать противовоспалительный фактор транскрипции NF-κB через адаптерный белок MyD88, 

который вызывает продукцию противовоспалительных цитокинов. Включение флагеллина в состав реком-

бинантных белков увеличивало способность стимулировать продукцию противовоспалительных цитокинов 

и активировать антигенпрезентирующие клетки. Ряд экспериментов показали, что использование флагелли-

на в качестве молекулярного адъюванта в составе вакцин повышает экспрессию молекул CD80, CD83, CD86 

и МНС II на поверхности дендритных клеток, а также приводит к увеличению секреции IFNγ и α-дефензинов 

дендритными и NK-клетками; T-клеточную пролиферацию и активацию антигенспецифических цитоток-

сических Т-лимфоцитов, а также повышенную индукцию антиген-специфических IgG и IgA антител. Из-за 

природной и приобретенной резистентности P. aeruginosa к антибиотикам доступный выбор антисинегной-

ных препаратов сокращается, в связи с чем проблема разработки эффективных терапевтических препаратов 

для защиты от данной инфекции приобретает высокую медико-социальную значимость. С данной целью 

представляется перспективным изучение иммуннобиологических свойств флагеллина P. aeruginosa как воз-

можного компонента вакцины. Исходя из этого, в лаборатории протективных антигенов ФГБНУ НИИВС 

им. И.И. Мечникова был получен рекомбинантный флагеллин С (FliC) P. aeruginosa, доказана его иммуно-

генность и протективные свойства. Однако открытым остается вопрос стандартизации методов скрининга 

и контроля получаемого рекомбинантного белка FliC. Для решения данного вопроса были получены гибри-

домы, продуцирующие моноклональные антитела (МКА) заданной специфичности, изучены основные им-

мунохимические свойства МКА и оценена возможность их использования в качестве реагентов при констру-

ировании тест системы для выявления и стандартизации рекомбинантного белка FliC при его получении. 

Цель работы: получение моноклональных антител к рекомбинантному белку флагеллину С P. aeruginosa, из-

учение их основных иммунохимических свойств и оценка возможности использования для скрининга и кон-

троля рекомбинантного белка FliC.

Ключевые слова: P. aeruginosa, флагеллин, рекомбинантный белок FliC, моноклональные антитела, МКА, гибридом-продуценты.
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PREPARATION OF MONOCLONAL ANTIBODIES FOR DETECTION OF RECOMBINANT FLAGELLIN C 

FROM PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Zherebtsov A.P., Yakovleva I.V., Gavrilova N.F., Mikhailova N.A.

I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. An important virulence factor in the pathogenesis of infections caused by Pseudomonas aeruginosa is f lagellin: 

it serves as the main structural component of the bacterial f lagellum and an acceptor for the TLR5 receptor of the 

innate immune system. Toll-like receptor 5 is able to bind bacterial f lagellin and activate the anti-inflammatory 

transcription factor NF-κB through the adapter protein MyD88, which induces the production of anti-inflammatory 

cytokines. The inclusion of f lagellin in recombinant proteins increased the ability to stimulate the production of anti-

inflammatory cytokines and activate antigen-presenting cells. A number of experiments have shown that the use 

of f lagellin as a molecular adjuvant in vaccines increases the expression of CD80, CD83, CD86 and MHC II molecules 

on the surface of dendritic cells, and also leads to an increase in the secretion of IFNγ and α-defensins by dendritic 

and NK cells; T cell proliferation and activation of antigen-specific cytotoxic T lymphocytes, as well as increased 

induction of antigen-specific IgG and IgA antibodies. Due to the natural and acquired resistance of P. aeruginosa 

to antibiotics, the available choice of antipseudomonas drugs is decreasing, and therefore the problem of developing 

effective therapeutic drugs to protect against this infection is of high medical and social importance. For this purpose, 

it seems promising to study the immunobiological properties of P. aeruginosa f lagellin as a possible vaccine component. 

Based on this, in the Laboratory of Protective Antigens of the I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, 

recombinant f lagellin C (FliC) of P. aeruginosa was obtained, and its immunogenicity and protective properties were 

proven. However, the question of standardizing methods for screening and monitoring the resulting recombinant FliC 

protein remains open. To solve this issue, hybridomas producing monoclonal antibodies (mAb) of a given specificity 

were obtained, the basic immunochemical properties of mAbs were studied, and the possibility of using them as reagents 

in constructing a test system for identifying and standardizing the recombinant FliC protein upon its production was 

assessed. Purpose of the work: to obtain monoclonal antibodies to the recombinant f lagellin C protein of P. aeruginosa; 

to study their basic immunochemical properties and to evaluate the possibility of using the recombinant FliC protein 

for screening and control.

Key words: P. aeruginosa, flagellin, recombinant FliC protein, monoclonal antibodies, mAb, hybridoma-producer.

Введение

Pseudomonas aeruginosa является одним 

из наиболее распространенных источников 

внутрибольничных инфекций и может вызы-

вать серьезные заболевания у пациентов с ос-

лабленным иммунитетом, такие как вентиля-

тор-ассоциированная пневмония (ВАП) и пер-

вичные инфекции кровотока [13]. Синегнойная 

палочка в высоком проценте случаев является 

причиной внутрибольничных пневмоний, пер-

вичных бактериемий, инфекций мочеполовой 

системы, гнойных послеоперационных и ожо-

говых инфекций. Данные заболевания сопро-

вождаются тяжелыми осложнениями и связа-

ны с высокой летальностью [8].

Важным фактором вирулентности в патоге-

незе инфекций, вызванных P. aeruginosa, явля-

ется флагеллин: он служит главным структур-

ным компонентом жгутика бактерии и акцеп-

тором для TLR5 рецептора врожденной им-

мунной системы [11]. Толл-подобный рецептор 

5 связывает флагеллин бактерий и активирует 

противовоспалительный фактор транскрип-

ции NF-κB через адаптерный белок MyD88, 

который вызывает продукцию противовос-

палительных цитокинов. Из-за способности 

вызывать иммунные реакции флагеллины 

играют роль адъювантов при разработке вак-

цин [3, 6, 9]. Показано, что введение флагелли-

на S. typhimurium мышам оказывает защитный 

эффект в отношении токсических воздействий 

бактерий, вирусов и радиаций [10], свойства же 

флагеллина С P. aeruginosa остаются до конца 

не изученными.

Разработанная Жоржем Келлером и Цезарем 

Мильштейном технология получения гибри-

дом, продуцирующих моноклональные анти-

тела заданной специфичности, открыла новые 

пути в методах иммунологических исследова-

ний [1]. Клеточные гибриды на основе клеток 

миеломы и антителопродуцируюцих лимфо-

цитов мышей линии BALB/c используются для 

получения моноклоналыных антител к раз-

личным антигенам, включая антигены виру-

сов, бактерий, паразитов, клеток крови, а так-

же к различным классам иммуноглобулинов. 

Гибридомы являются стабильным продуцен-

том антител строго определенной специфич-

ности, одного изотипа, направленных к одно-

му эпитопу антигена. В связи с этим к антиге-

ну с несколькими эпитопами можно получить 

столько МКА, сколько имеется антигенных 

детерминант, и в дальнейшем отобрать клоны 

лимфоцитов, которые будут продуцировать ан-

титела нужной специфичности.
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В литературе имеются данные о получе-

нии моноклональных антител к флагелли-

ну P. aeruginosa. Мышиные моноклональные 

антитела к флагеллину синегнойной палочки 

способны заметно повышать выживаемость 

мышей, инфицированных P. aeruginosa, в экс-

периментальной модели ожоговой инфек-

ции [7]. Также широко известно применение 

моноклональных антител в диагностических 

целях. Применение моноклональных антител 

для выявления рекомбинантного флагеллина С 

P. aeruginosa позволит разработать методы кон-

троля и стандартизации препаратов для защи-

ты от синегнойной инфекции.

Целью настоящей работы явилось получе-

ние моноклональных антител к флагеллину С 

P. aeruginosa, изучение их иммунохимических 

свойств и оценка возможности их использова-

ния в качестве реагентов при конструировании 

тест-системы для выявления и стандартизации 

рекомбинантного белка FliC при его получении.

Материалы и методы

В работе использованы традиционные ме-

тоды гибридомной технологии, иммунохими-

ческие, биохимические и микробиологические 

методы исследования.

Для получения иммунных спленоцитов ис-

пользовали самок мышей линии BALB/c мас-

сой 15–18 г. Мышей получали из питомника 

«Филиал Андреевка ФГБУН НЦБМТ ФМБА 

России», Московской области. Животных выво-

дили из эксперимента под эфирным наркозом. 

Протокол исследования с использованием ла-

бораторных животных был одобрен Локальным 

советом по Этике при ФГБНУ НИИВС им. 

И.И. Мечникова (протокол Учреждения № 7 

от 29.09.2022).

Для получения рекомбинантного флагелли-

на С P. aeruginosa последовательность гена fliC 

была встроена в плазмидный вектор pQE-30 

под контроль регуляторных участков для экс-

прессии в клетках Escherichia coli штамма М15 

(Qiagen). Отбор клонов проводили при помощи 

рестриктного анализа и секвенирования. В ре-

зультате культивирования штамма-продуцен-

та с экспрессией гена fliC, индукция которой 

осуществлялась добавлением изопропил-β-D-

1-тиогалактопиранозида, происходил синтез 

рекомбинантного белка FliC с молекулярной 

массой 40,7 kDa, что соответствовало расчет-

ным данным [4].

Очистку рекомбинантного флагеллина С 

P. aeruginosa проводили в несколько этапов: вы-

деление телец включения и их последующее рас-

творение в буферных растворах, содержащих мо-

чевину и гуанидин гидрохлорид, и дальнейший 

диализ против 50 мМ Tris-HCl, pH 9,0 [5].

Схема иммунизации мышей включала 

в себя трехкратное внутрибрюшинное вве-

дение рекомбинантного FliC в дозе 50 мкг 

на мышь с двухнедельными интервалами. 

Последнюю иммунизацию проводили за 3 дня 

до гибридизации.

В качестве злокачественного партнера для 

гибридизации использовали клетки линии Р3 

Х63 Ag8.653, дефектную по активности фермен-

та ГГФРТ–, и, вследствие этого, не растущую 

на среде, содержащей гипоксантин, аминоп-

терин, тимидин (НАТ). Миеломные и гибрид-

ные клетки культивировали в среде RPMI-1640 

(ПанЭко, Россия), содержащей 10% эмбрио-

нальной телячьей сыворотки (HyClone, США); 

селекцию гибридом проводили на среде с до-

бавлением НАТ и переходной к обычной среде 

НТ. В качестве фидера в опыте и при клони-

ровании культур использовали клетки пери-

тонеального смыва мышей. Культивирование 

проводили в СО2-инкубаторе (Sanyo, Япония) 

в атмосфере 5% СО2 при 37°С.

Гибридизацию клеток, последующее куль-

тивирование, первичный скрининг, массо-

вое культивирование гибридом-продуцен-

тов in vitro, криоконсервацию клеток, а также 

очистку МКА с помощью насыщенного раство-

ра сульфата аммония проводили принятыми 

в лаборатории методами [2].

Контроль роста гибридных культур осу-

ществляли визуально при помощи инвер-

тированного микроскопа (Leitz, Германия). 

Антитела-продуцирующие гибридомы отби-

рали по результатам непрямого твердофазного 

иммуноферментного анализа (ИФА), прово-

димого на планшетах фирмы Costar Medium 

(США) в соответствии с общепринятыми прин-

ципами. Планшеты сенсибилизировали реком-

бинантным FliC в концентрации 10 мкг/мл 

0,05 М карбонатно-бикарбонатного буфера рН 

9,6 в течение ночи при 4°С. После каждого эта-

па планшеты трехкратно отмывали от непро-

реагировавших компонентов раствором 0,15 М 

фосфатно-солевого буфера рН 7,2, содержащего 

0,05% твин-20 (ФСБ-твин). После инкубации 

планшетов с образцами исследуемых МКА в те-

чение часа при 37°С в лунки планшетов вноси-

ли конъюгат антител кролика к иммуноглобу-

линам мыши с пероксидазой в рекомендуемом 

разведении 1:5000 (ИМТЕК, Россия) в ФСБ-

твин и также инкубировали в течение часа при 

37°С. Реакцию проявляли однокомпонентным 

раствором тетраметилбензидина (Amresco, 

США). Отрицательным контролем служила 

среда культивирования не секретирующей им-

муноглобулины линии клеток NP. В качестве 

положительного контроля использовали сыво-

ротку крови взятой в опыт имммунизирован-

ной мыши.
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Через 10 минут реакцию останавливали 

0,5 М раствором серной кислоты. Результаты 

реакции оценивали по оптической плотности 

на спектрофотометре Thermo Fisher Scientific 

Multiskan FC (США) при длине волны 450 нм.

При первичном скрининге в ИФА образцы 

супернатантов культур тестировали в разве-

дении 1:5. Культуры для последующей рабо-

ты отбирали по значениям оптической плот-

ности, равным или превышающим 1,0 ед. 

Для определения активности антителопро-

дукции отобранных данным образом культур 

образцы супернатантов титровали двукрат-

ным шагом по горизонтальному ряду планше-

та, начиная с 1:10. За титр антител принимали 

предельное разведение образца, оптическая 

плотность которого в лунке планшета превы-

шала значение ОП отрицательного контроля 

на 0,1 ед.

Для последующих исследований отбирались 

наиболее активные (титр антител не ниже 1:640) 

и стабильные (сохранение антителопродукции 

на всем сроке культивирования) продуценты.

Клонирование гибридом проводили мето-

дом предельных разведений в возможно ранние 

сроки для стабилизации свойства антитело-

образования. Все гибридные культуры, проду-

цирующие специфические антитела, подлежа-

ли криоконсервированию.

Гибридомы-продуценты моноклональных 

антител культивировали in vitro. По мере ро-

ста в питательной среде культуры пересевали 

с меньших объемов на большие. Во время все-

го процесса культивирования отбирали пробы 

на тестирование с целью определения стабиль-

ности антителопродукции.

Изучение иммунохимических свойств МКА 

проводили с использованием препаратов очи-

щенных антител — γ-глобулиновых фракций, 

полученных из среды культивирования гиб-

ридом-продуцентов путем осаждения на-

сыщенным раствором сульфата аммония. 

Концентрацию белка в препаратах глобулино-

вых фракций МКА определяли на спектрофо-

тометре (Genesis, CША) при 260–280 нм.

Определение изотипа МКА проводили ме-

тодом ИФА. В качестве вторичных антител ис-

пользовали меченые пероксидазой хрена козьи 

антитела к IgA, IgM, IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b, Ig3 

мыши (Thermo Fisher Sc., США) в предложен-

ных разведениях.

Изучение специфичности полученных МКА 

к рекомбинантному FliC проводили методом 

иммуноблоттинга. Электрофоретическое раз-

деление рекомбинантного FliC осуществляли 

в тонком слое 10% полиакриламидного геля 

в присутствии додецилсульфата натрия по ме-

тоду Лэммли (1970) [12]. После переноса белка 

на нитроцеллюлозную мембрану проводили 

иммуноблоттинг с полученными моноклональ-

ными антителами к рекомбинантному FliC.

Для установления специфической направ-

ленности МКА к одному или разным эпитопам 

рекомбинантного FliC был применен ИФА, при 

котором в лунки с сорбированным на твердой 

фазе антигеном вносили на 1 час одни антитела 

в насыщающей концентрации, а после отмывки 

планшета — другие. Контролем служили лунки 

с внесенными антителами одного клона. Подбор 

условий для проведения данного варианта ИФА 

проводили, применяя метод шахматного титрова-

ния антигена и антител, направленного на опре-

деление минимальной концентрации антигена 

на твердой фазе и максимальной концентрации 

антител, специфически перекрывающих анти-

генные детерминанты. Оценку оптической плот-

ности выполняли на спектрофотометре Thermo 

Fisher Scientific Multiskan FC (США) при длине 

волны 450 нм. Увеличение оптической плотности 

в лунках, содержащих смесь МКА, по отноше-

нию к контролю свидетельствовало о направлен-

ности МКА к разным эпитопам антигена.

Результаты и обсуждение

Для получения первичных гибридных куль-

тур мышей линии BALB/c иммунизировали 

рекомбинантным белком FliC P. aeruginosa. 

Оптимальная схема иммунизации включала 

в себя трехкратное внутрибрюшинное введение 

препарата в дозе 50 мкг в 0,5 мл физиологическо-

го раствора на мышь с двухнедельным интер-

валом, при этом титр специфических антител 

in vivo в ИФА составлял 1:512 000 — 1:1 024 000.

В результате гибридизации иммунных спле-

ноцитов мышей и клеток миеломы по итогам 

первичного тестирования из 288 засеянных 

лунок были отобраны 32 культуры с наибо-

лее высокими титрами антител (1:640–1:2560) 

к рекомбинантному белку FliC P. aeruginosa. 

При дальнейшем культивировании часть куль-

тур утратила способность к продукции антител, 

часть не отличалась устойчивой пролифераци-

ей; такие культуры были выведены из экспе-

римента. На основании данных последующих 

тестирований и наблюдения за ростом культур 

для наработки МКА в препаративных коли-

чествах и дальнейшего исследования их им-

мунохимических свойств были отобраны три 

наиболее активных и стабильных антителопро-

дуцента к рекомбинантному FliC P. aeruginosa: 

МКА-1, МКА-2 и МКА-3. Титр антител в ИФА 

составлял не менее 1:1280 на протяжении всего 

процесса культивирования гибридом.

Изучение иммунохимических свойств МКА 

проводили с использованием γ-глобулиновых 

фракций, полученных из среды культивирова-

ния гибридом-продуцентов.
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При определении изотипов продуцируемых 

гибридомами МКА установлено, что МКА-1 от-

носятся к подклассу IgG1, а МКА-2 и МКА-3 — 

к подклассу IgG2b мыши.

Исследование взаимодействия полученных 

МКА с рекомбинантным FlicC в иммуноблот-

тинге показало, что МКА-1 (трек 3) и МКА-2 

(трек 4) с абсолютной специфичностью взаимо-

действовали с рекомбинантным FliC. МКА-3 

(трек 5) не выявлял FliC в данном типе ана-

лиза, что, возможно, связанно с конформа-

ционными особенностями антигена (рис. 1). 

В качестве положительного контроля исполь-

зовали сыворотку мышей, иммунизирован-

ных рекомбинантным FliC (трек 2), а в каче-

стве отрицательного контроля — МКА к бел-

ку F наружной мембраны (OprF) P. aeruginosa 

(трек 6).

При установлении эпитопной направлен-

ности МКА в ИФА было продемонстрирова-

но увеличение сигнала оптической плотности 

в лунках, где представлены оба варианта анти-

тел по сравнению с пробами, представленными 

одними антителами (рис. 2).

Отсутствие конкуренции между антителами 

за места связывания свидетельствовало о на-

правленности МКА к пространственно удален-

ным эпитопам рекомбинантного белка FliC.

Определение сорбционных свойств МКА 

в прямом варианте ИФА при разных условиях 

(0,05 М карбонатно-бикарбонатный буфер рН 

9,6 и 0,15 М фосфатно-солевой буфер рН 7,2) 

выявило высокую сорбционную активность 

МКА-2 независимо от состава буферного рас-

твора и значений рН; МКА-1 и МКА-3 не свя-

зывались с твердой фазой при данных условиях. 

Полученные результаты свидетельствуют о воз-

можности использования МКА-2 в качестве 

распознающих, а МКА-1 и МКА-3 в качестве 

детектирующих антител при конструировании 

сэндвич-варианта ИФА для выявления реком-

бинантного белка FliC.

Заключение

В ходе экспериментов получено 3 штамма 

гибридом, продуцирующих моноклональные 

антитела к разным антигенным детерминантам 

рекомбинантного белка FliC. Проведена нара-

ботка необходимых для проведения дальней-

ших исследований препаративных количеств 

моноклональных антител и изучены их основ-

ные иммунохимические свойства; показана 

возможность использования полученной пане-

ли МКА в качестве реагентов при конструиро-

вании тест-системы для выявления и контроля 

рекомбинантного белка FliC.

Рисунок 1. Исследование специфичности 

полученных МКА в иммуноблоттинге

Figure 1. Study of the specificity of the obtained mAbs 
in immunoblotting
Примечание. Треки: 1 — белковый маркер (молекулярные 
массы фрагментов маркера: 20, 30, 40, 50, 60, 70 kDa), 2 — 
сыворотка мышей иммунизированных рекомбинантным 
FliC, 3 — МКА-1, 4 — МКА-2, 5 — МКА-3, 6 — МКА к белку F 
наружной мембраны (OprF) P. aeruginosa.
Note. Track: 1 — protein marker (molecular masses of marker 
fragments: 20, 30, 40, 50, 60, 70 kDA), 2 — serum of mice 
immunized with recombinant FliC, 3 — mAb-1, 4 — mAb-2, 
5 — mAb-3, 6 — mAb to the outer membrane protein F (OprF) 
of P. aeruginosa.

Рисунок 2. Определение эпитопной направленности полученных МКА

Figure 2. Determination of the epitope targeting of the obtained mAbs
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