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Ботулинические нейротоксины продуцируются анаэробными бактериями рода Clostridium и вызывают стойкий пара-
лич периферических нервных окончаний, который известен как ботулизм. Данное заболевание требует своевремен-
ной диагностики и выявления источников заражения для предотвращения вспышек. При этом традиционные методы 
обнаружения токсина имеют значительные недостатки: полимеразная цепная реакция и микробиологическое исследо-
вание не всегда обеспечивают необходимую скорость и точность. В данном исследовании проводилась оценка эффек-
тивности метода детекции ботулотоксина типа А в сложных биологических жидкостях с использованием масс-
спектрометрического анализа с иммуномагнитной сепарацией. В ходе работы было получено четыре варианта компо-
зиционных магноиммуносорбентов для детекции ботулотоксина типа А. В качестве экспериментальной модели 
использовали консервированные соленья с добавлением рекомбинантных белков ботулотоксина типа А. Полученные 
композиционные магноиммуносорбенты использовали для концентрирования целевого белка из образца для возмож-
ности идентификации токсина методом тандемной масс-спектрометрии. Наибольшую результативность демонстриро-
вали композиционные магноиммуносорбенты, содержащие моноклональные антитела mab_СВ-HCA_1-8 к тяжелой 
цепи ботулотоксина типа А. Эффективность детекции ботулотоксина оценивалась по количеству идентифицирован-
ных пептидов в результате масс-спектрометрического анализа. Предложен композиционный магнитный иммуносор-
бент на основе моноклональных антител, позволяющий определять с высокой чувствительностью (до 500 нг/мл) и 
специфичностью наличие ботулинического нейротоксина в сложных биологических жидкостях.
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Botulinum neurotoxins are producing by anaerobic bacteria of the genus Clostridium and cause persistent paralysis of peripheral 
nerve endings, known as botulism. This disease requires timely diagnosis and identification of sources of infection to prevent 
outbreaks. However, traditional methods of detecting the toxin have significant drawbacks: PCR and microbiological testing do 
not always provide the necessary speed and accuracy. This study assessed the effectiveness of the method for detecting 
botulinum toxin type A in complex biological fluids using mass spectrometric analysis with immunomagnetic separation. In the 
course of the work, four variants of composite magnetic immunosorbents for the detection of botulinum toxin type A were 
obtained. Canned pickles with the addition of recombinant proteins of botulinum toxin type A were used as an experimental 
model. The obtained composite magnoimmunosorbents were used to concentrate the target protein from the sample to enable 
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Identification of botulinum toxin type А by mass spectrometry combined with immunomagnetic separation

П ищевой ботулизм – это форма интоксикации челове-
ка, развивающаяся в результате попадания в орга-

низм человека ботулинических нейротоксинов (BoNTs). 
Источником BoNT является Clostridium botulinum – анаэроб-
ная грамположительная бактерия. Заболевания человека 
вызывают BoNTs типов A, B, реже E и F [1]. В организме 
человека C. botulinum размножаются слабо и не синтезиру-
ют токсины, за редким исключением. Ботулотоксин нака-
пливается в пищевых продуктах, инфицированных спора-
ми C.  botulinum, при их прорастании, если созданы анаэ-
робные условия (например, при консервировании). 
Летальность от пищевого ботулизма в развитых странах 
составляет 5–10% [2]. 

Обнаружение BoNT в биологических образцах и продук-
тах питания имеет решающее значение для ранней диагно-
стики ботулизма и своевременного эффективного лечения 
заболевания. Кроме того, своевременное выявление источ-
ника заражения играет важную роль для предотвращения 
вспышки ботулизма [3].

Золотым стандартом для обнаружения и идентификации 
BoNTs является биологический анализ токсичности образца 
и нейтрализации его сыворотками против ботулинических 
нейротоксинов разных типов на модели мышей. Однако этот 
метод имеет несколько недостатков, включая трудоемкость, 
неэффективность затрат, использование животных и дли-
тельность исследования (>4 дней).

Дополнительными методами идентификации наличия и 
типа токсина в биологических матрицах являются методы 
иммуноферментного анализа (ИФА) и масс-спектрометрии 
(МС). Метод ИФА является наиболее чувствительным на 
сегодняшний момент. Однако при высокой чувствительно-
сти этого метода его точность может варьировать от 75 до 
95%, что определяется свойствами моноклонального анти-
тела (МКА), сложностью состава биологического образца, а 
также особенностями подготовки образца для анализа. 
Метод МС, являясь менее чувствительным по сравнению с 
ИФА, обладает существенно большей степенью достовер-
ности, которая варьирует от 90 до 100%. Кроме того, метод 
МС позволяет работать со сложными смесями, что делает 
его идеальным инструментом для обнаружения и характери-
стики пищевых токсинов. Предварительное концентрирова-
ние токсина с использованием магноиммуносорбентов по-
зволяет обнаруживать BoNT в образцах методом МС при 
низких концентрациях (нг/мл).

Цель исследования  – идентифицировать ботулоток-
син типа А в сложной биологической жидкости методом 
масс-спектрометрии в сочетании с иммуномагнитной се-
парацией.

Материалы и методы

�Приготовление композиционных 
магноиммуносорбентов
В работе использовали магнитные сорбенты, приготов-

ленные из оксида железа. Данные магнособенты были полу-
чены из ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский 
противочумный институт».

Для приготовления композиционных магноиммуносор-
бентов (КМИС), необходимых для детекции BoNT, были вы-
браны МКА mab_СВ-HCA_1-8 и mab_СВ-HCA_2-11 против 
тяжелой цепи (HC) BoNT А, а также mab_СВ-LCA_1-9 против 
легкой цепи (LC) BoNT А. Указанные МКА и рекомбинантные 
белки были получены в лаборатории молекулярной биоло-
гии ФБУН ГНЦ ПМБ Роспотребнадзора [4–6]. 

Для получения КМИС во флаконы пенициллиновые ФО-1-
10-НС-1 насыпали навеску магносорбентов. Связывание 
МКА с магнитными частицами проводили двумя способами: 
физической сорбцией и ковалентной сшивкой. За основу ис-
пользовали методику, описанную в патенте, с изменениями 
и дополнениями [7].

Приготовление КМИС с физической сорбцией. Для полу-
чения аффинных свойств КМИС первоначально проводили 
активирование: на каждые 0,1 г магносорбентов вносили по 
1 мл фосфатно-солевого буфера (ФСБ) («Эко-Сервис», 
Россия), рН 7,2, и 0,05 мл поверхностно активного вещества 
(ПАВ)  – вторичного алкилсульфата натрия, инкубировали 
30  мин при температуре 37°C. Далее вносили МКА в раз-
личных концентрациях (табл. 1), инкубировали 2 ч при тем-
пературе 24°C, трижды отмывали в ФСБ от несвязавшихся 
МКА и использовали в работе.

Получение КМИС с ковалентной сшивкой. Для получения 
аффинных свойств КМИС первоначально проводили активи-
рование: на каждые 0,1 г МС вносили по 3 мл 0,2%-го рас-

the identification of the toxin by tandem mass spectrometry. The highest efficiency was demonstrated by composite 
magnoimmunosorbents containing monoclonal antibodies mab_СВ-HCA_1-8 to the heavy chain of botulinum toxin type A. The 
efficiency of botulinum toxin detection was assessed by the number of identified peptides, as a result of mass spectrometric 
analysis. A composite magnetic immunosorbent based on monoclonal antibodies is proposed, which allows determining the 
presence of botulinum neurotoxin in complex biological fluids with high sensitivity (up to 500 ng/ml) and specificity.
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Таблица 1. Моноклональные антитела, используемые для при-
готовления КМИС
Table 1. Monoclonal antibodies used for the preparation of CMIS

№ 
п/п

МКА / MCA Вносимый 
объем, мл / 
Volume 
introduced, 
ml

Концентрация 
белка, мг/мл / 
Protein 
concentration,
mg/ml

Общая масса 
белка, мг /
Total protein 
mass, mg

1 mab_СВ-LCA_1-9 
против rLC BoNT А

0,5 1,6 0,8

2 mab_СВ-HCA_2-11 
против rHC BoNT A

1 2,1 2,1

3 mab_СВHCA_1-8 
против rHC BoNT A

1 2,5 2,5
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твора натрия перйодата (Acros Organics, Бельгия) на ФСБ рН 
7,2, инкубировали 30 мин при температуре 37°C. Далее до-
бавляли МКА (согласно табл. 1), инкубировали 2 ч при тем-
пературе 24°C, трижды отмывали ФСБ от несвязавшихся 
белков и использовали в работе.

Таким образом были приготовлены следующие компози-
ционные магноиммуносорбенты для детекции ботулотоксина:

• традиционные с физической сорбцией, несущие мыши-
ное МКА mab_СВ-HCA_2-11 против HC/A BoNT;

• традиционные с ковалентной сшивкой, несущие мыши-
ное МКА mab_СВ-HCA_2-11 против HC/A BoNT;

• традиционные с физической сорбцией, несущие мыши-
ное МКА mab_СВ-HCA_1-8 против HC/A BoNT;

• традиционные с физической сорбцией, несущие мыши-
ные МКА mab_СВ-LCA_1-9 против LC/A BoNT.

Приготовление сложной биологической смеси
В качестве модели для определения концентрации BoNT 

использовали 50 мл консервированных солений, к которым 
добавляли 25 мкг рекомбинантного ботулотоксина типа А 
(rBoNT A). В анализируемом образце pH доводили до 7,5 
гидроксидом калия (KOH). При увеличении pН образовывал-
ся осадок. Для удаления осадка и крупных частиц образец 
центрифугировали при 10 000 g 10 мин и фильтровали через 
мембрану с размером пор 0,45 µm (Millipore, Ирландия).

Элюция целевых белков с поверхности КМИС 
Для элюции тяжелой и легкой цепей ботулинического ней-

ротоксина типа А с КМИС использовали методику, описан-
ную в патенте, с изменениями и дополнениями [7]. Десорбцию 
белка проводили 0,15%-м раствором KOH (ГОСТ 9285-78), 
который считается наиболее активным элюентом, обеспечи-
вающим эффективную десорбцию токсина с магнитной им-
мобилизованной матрицы.

Постановку эксперимента осуществляли в микропробир-
ках (1,5 мл) типа Эппендорф (Eppendorf, Австрия) с исполь-
зованием магнитного сепаратора MagnaRacK (Invitrogen, 
США). К 100 мкл КМИС вносили по 0,1 мл белковых токси-
нов с концентрацией 500 мкг/мл. В контрольный образец 
вносили бычий сывороточный альбумин (Sigma-Aldrich, 
США), инкубировали 60 мин при температуре 37°C и про-
мывали 3 раза от несвязавшихся лигандов ФСБ с твин-20 
(Sigma-Aldrich, США). Далее в осадок (0,025 г) вносили 
100 мкл 0,15%-го раствора КОН на 20–30 мин. Супернатант, 
содержащий целевой белок, переносили в чистую пробирку 
и добавляли к нему 0,016 мл 0,1 М соляной кислоты (HCl, 
качество реактива – чистый для анализа, ГОСТ 3118 77) для 
нейтрализации щелочи. 

Подготовка образцов к проведению масс-спектрометри- 
ческого анализа

Для выделения рекомбинантного белка применяли метод 
электрофоретического разделения в полиакриламидном 
геле по Лэммли. Для визуализации результатов электрофо-
реза использовали окрашивание белков в гелях красителем 
кумасси синим (Coomassie Brilliant blue R-250). Полученные 
белки вырезали из геля и помещали в пробирки типа 
Эппендорф (1,5 мл). Для удаления додецилсульфата натрия 
использовали метанол (40%) и уксусную кислоту (5%). Для 
отмывки от красителя кумасси синего добавляли 50% ацето-
нитрила в 50 мМ NH4HCO3 и инкубировали при температуре 
56°С в течение 30 мин, повторяя этап до полной отмывки. 

Восстановление и алкилирование дисульфидных связей 
проводили с использованием 5 мМ дихлор-дифенил-три- 
хлорэтана (в течение 30 мин при температуре 25°С) и 15 мМ 
йодацетамида (в течение 30 мин при температуре 25°С). 
Затем к гелю добавляли ацетонитрил (100%), после удале-
ния которого происходило высушивание геля на вакуумном 
концентраторе miVac (Genevac, Великобритания). К получен-
ным образцам добавляли раствор трипсина (0,01 мг/мл) в 
буфере 50 мМ NH4HCO3 и инкубировали 20 ч при температу-
ре 37°С, после чего реакция действия протеаз останавлива-
лась 0,1% TFA (Trifluoroaceticacid) в 80%-м ацетонитриле в 
течение 60 мин при комнатной температуре. После инкуба-
ции гель полностью высушивался в вакуумном концентрато-
ре. Затем образцы растворяли в 4%-м ацетонитриле и 0,1% 
TFA. Для удаления следов красителя, примеси солей и круп-
ных пептидов проводилась очистка образцов на зип-типах. 
(Зип-тип  – это наконечник, набитый стационарной фазой 
С18, которая выполняет роль фильтра.) Фаза С18 в наконеч-
нике промывалась ацетонитрилом (сначала 90%-м, затем 
4%-м) с добавлением 0,1% TFA. На подготовленный зип-тип 
наносился образец, который отмывали с фазы ацетонитри-
лом (сначала 4%-м, затем 90%-м) с добавлением 0,1% TFA. 
Полученный образец высушивали на вакуумном концентра-
торе. Далее хранение белков осуществлялось при темпера-
туре 4°С. Перед МС-анализом образец растворяли в 4%-м 
ацетонитриле с 0,1% TFA.

Масс-спектрометрический анализ
МС-анализ проводили на хромато-масс-спектрометре вы-

сокого разрешения. Пептиды, полученные при гидролизе 
исследуемого белка, предварительно разделяли с помощью 
нанопотокового хроматографа Easy nLC 1000 (Thermo 
Scientific, США), МС-анализ пептидов проводили на масс-
спектрометре OrbiTrap Elite (Thermo Scientific, Германия). 
Пептиды разделяли на капиллярной колонке диаметром 
75 мкм и длиной 200 мм, набитой в лабораторных условиях 
частицами 3,6 мкм с порами 90 Å с привитой фазой С18. 
Образец элюировали в градиенте ацетонитрила в воде в 
присутствии 0,1% TFA. Изменение концентрации ацетони-
трила с 4 до 50% проводили линейно в течении 120 мин. 
Смываемые с колонки пептиды ионизировали методом 
электрораспыления. Панорамные масс-спектры снимали в 
диапазоне от 300 до 1600 m/z. После каждого панорамного 
спектра снимали 10 спектров фрагментации для наиболее 
интенсивных ионов. Фрагментацию ионов проводили мето-
дом активации соударениями с молекулами инертного газа 
ДАС (диссоциация, активированная соударениями) в высо-
коэнергетической ячейке соударений. 

Данные МС-анализа обрабатывали с помощью коммерче-
ских программ PeaksStudio 7.5 и Xcalibur 2.2.

Результаты исследования и их обсуждение

Для магнитной сепарации ботулотоксина из анализируе-
мых образцов были выбраны три МКА, специфичные к HC 
(mab_СВ-HCA_2-11, mab_СВ-HCA_1-8) и LC (mab_СВ-
LCA_1-9 МКА) BoNT типа А, полученных ранее в лаборато-
рии молекулярной биологии ФБУН ГНЦ ПМБ.

С использованием mab_СВ-HCA_2-11, mab_СВ-HCA_1-8 
и mab_СВ-LCA_1-9 МКА были приготовлены традиционные 



85

Идентификация ботулинического токсина типа А методом масс-спектрометрии в сочетании с иммуномагнитной сепарацией

Identification of botulinum toxin type А by mass spectrometry combined with immunomagnetic separation

КМИС двумя методами: с физической сорбцией и с кова-
лентной сшивкой. В результате были получены четыре вари-
анта КМИС для магнитной сепарации BoNT типа А (табл. 2).

Ковалентное связывание МКА с нерастворимым магнит-
ным носителем осуществлялось через альдегидную группу с 
образованием азометиновой связи, что не оказывало влия-
ния на специфическую активность антител. При физической 
сшивке использовали ПАВ для предотвращения агрегирова-
ния частиц и образования пространственных структур, со-
храняющих специфическую активность МКА. 

Сохранение специфической активности МКА, связанных с 
магносорбентом, подтверждали в ИФА (данные не приведе-
ны). Далее проводили магнитную сепарацию BoNT из кон-
сервированных продуктов с последующим МС-анализом 
(рис. 1). Для повышения качества выявления BoNT исполь-
зовали метод тандемной МС, который основан на получении 
информации как о точной массе пептида, так и взаимном 
расположении аминокислот в пептиде. Об эффективности 
использования магнитных частиц с иммобилизованными 
МКА для детекции HC и LC BoNT судили по числу пептидов, 
идентифицированных в МС-анализе (табл. 3).

На основании данных МС-анализа было установлено, что 
наиболее эффективно концентрируют ботулотоксин типа А 

Таблица 2. КМИС, подготовленные для магнитной сепарации ботулотоксина
Table 2. CMIS prepared for magnetic separation of botulinum toxin

№ п/п Тип магносорбентов / 
Magnosorbent type

Тип связывания / Type of binding МКА / MCA Антиген / Antigen

1 Традиционные / Traditional Ковалентная сшивка / Covalent crosslinking mab_СВ-HCA_2-11 HC BoNT тип A

2 Традиционные / Traditional Физическая сорбция / Physical sorption mab_СВ-HCA_2-11 HC BoNT тип A

3 Традиционные / Traditional Физическая сорбция / Physical sorption mab_СВ-HCA_1-8 HC BoNT тип A

4 Традиционные / Traditional Физическая сорбция / Physical sorption mab_СВ-LCA_1-9 LC BoNT тип A

Таблица 3. Эффективность использования магнитных частиц 
с иммобилизованными моноклональными антителами против 
HC и LC BoNT типа А для детекции ботулотоксина
Table 3. Efficiency of using magnetic particles with immobilized 
monoclonal antibodies against HC and LC BoNT type A for 
detecting botulinum toxin

Тип AMP / AMP type Концентрация ботулинического токсина* / 
Botulinum toxin concentration

25 мкг 50 мкг 100 мкг

2B11 к HC BoNT тип A
(физическая сшивка / physical 
stitching)

– НА –

2B11 к HC BoNT тип A
(ковалентная сшивка /covalent 
crosslinking)

– НА 2

1F8 к HC BoNT тип A
(физическая сшивка / physical 
stitching)

2 8 11

1F9/ к LC BoNT тип A
(физическая сшивка / physical 
stitching)

м 19 м

*Цифрами указано число пептидов, идентифицированных в масс-
спектрометрическом анализе трипсиновых фрагментов продуктов смыва с 
антител (AMP). / *The numbers indicate the number of peptides identified in the 
mass spectrometric analysis of trypsin fragments of antibody wash products (AMP).

Рис. 1. Этапы магнитной сепарации ботулотоксина типа А из анализируемых образцов. А – приготовление КМИС, B – инкубация 
образца с КМИС, C – элюция ботулотоксина с КМИС.
Fig. 1. Stages of magnetic separation of botulinum toxin type A from analyzed samples. A – preparation of CMIS, B – incubation of sample 
with CMIS, C – flution of botulinum toxin from CMIS.
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из образца сложной биологической смеси традиционные 
КМИС с физической сшивкой, несущие МКА mab_СВ-
HCA_1-8 к HC BoNT типа A. Идентифицированные пептиды 
аминокислотной последовательности ботулотоксина типа А 
представлены на рис. 2.

В результате МС-анализа были выявлены чаще всего де-
тектируемые пептиды ботулинического токсина (HC BoNT 
типа A) (табл. 4).

Диагностика ботулизма основывается в первую очередь 
на клинической картине, за которой следуют подтверждаю-
щие лабораторные анализы. Традиционными лабораторны-
ми процедурами являются полимеразная цепная реакция 
(ПЦР), микробиологическое исследование для обнаружения 
бактерий и биопроба на мышах для обнаружения токсина. 
Тестирование ПЦР является быстрым, но для выполнения 
двух других процедур требуется несколько дней. Однако 
ПЦР обнаруживает гены C. botulinum, а не его токсин, и по-
этому не является достаточным для подтверждения клини-
ческого диагноза ботулизма. При отсутствии быстрого, чув-

ствительного лабораторного теста для обнаружения ботули-
нического токсина врач должен принять решение об эмпири-
ческом лечении антитоксином без поддержки лабораторных 
результатов. Наблюдаемые паралитические симптомы не 
являются специфичными для ботулизма, но также могут 
быть связаны с рядом других заболеваний. Неправильная 
диагностика ботулизма может привести к длительной госпи-
тализации и зависимости от поддерживающей вентиляции 
легких, а при ошибочном подозрении на ботулизм пациен-
там могут ввести ненужный антитоксин, что несет риск ана-
филаксии и сывороточной болезни. 

Сконструированный нами КМИС на основе mab_СВ-
HCA_1-8 позволил сконцентрировать целевой белок из 
50  мл анализируемого образца. В данном исследовании 
чувствительность МС-анализа составила 500 нг/мл.

Заключение

Таким образом, в ходе работы нами был получен компо-
зиционный магноиммуносорбент с физической сшивкой с 
МКА СВ-HCA_1-8, специфичный к ботулотоксину типа А, 
который позволил увеличить специфичность и чувствитель-
ность МС-анализа более чем на порядок. 
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