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Токсины из ядов хищных и паразитоидных членистоногих, например скорпионов, пауков или ос наездников, 
используют в качестве перспективного инструмента в различных областях защиты растений от насекомых 
вредителей. Для исследования подобных молекул в лабораторных условиях во многих случаях может быть 
полезным создание к ним поликлональных антител, что позволит использовать специфичные методы их детекции 
и очистки. В представленном исследовании осуществлена гетерологичная экспрессия δ-латроинсектотоксина из 
яда каракурта Latrodectus tredecimguttatus, а также его N- и C-концевых фрагментов в клетках Escherichia coli при 
различных температурах и условиях аэрации. Независимо от условий экспрессии накопление рекомбинантного 
белка в клетках бактерий в виде телец включений наблюдалось только для C-концевого фрагмента токсина. 
Высокая эффективность экспрессии этого фрагмента позволила использовать нерастворимую белковую фракцию 
гомогената бактерий для иммунизации мышей и создания антител к δ-латроинсектотоксину. Антигенсвязывающая 
активность иммуноглобулинов была подтверждена с помощью иммуноблоттинга изучаемого фрагмента токсина, 
синтезированного в бактериях с помощью вектора с удаленными лидерными последовательностями. Полученные 
антитела могут быть использованы для детекции токсина каракурта при его экспрессии в различных системах, 
например при создании генетически модифицированных энтомопатогенных грибов или вирусов. 
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Введение
Биологическая борьба с вредителями в сельском хо-

зяйстве представляет собой безопасную и экологически 
чистую альтернативу широко распространенному исполь-
зованию синтетических пестицидов (Kumar and Singh, 
2015). Разнообразные естественные враги насекомых, 
включая членистоногих хищников или паразитоидов, а 
также патогенные организмы, такие как бактерии, виру-
сы и грибы, как по отдельности, так и в комбинациях, мо-
гут быть использованы для этой цели (Koller et al., 2023). 
Тем не менее, этот подход лишен недостатков, включая 
относительно низкие темпы искоренения вредителей, уяз-
вимость патогенов к влиянию окружающей среды и т. д. 
(Moscardi, 1999). В определенной степени эту проблему 
можно решить с помощью генетической модификации па-
тогенов насекомых, направленной на повышение их виру-
лентности и устойчивости (Kroemer et al.. 2015; Lovett и 
St. Leger, 2018).

Пауки рода Latrodectus (черные вдовы) считаются од-
ними из наиболее «ядовитых» паукообразных. Их яд име-
ет крайне широкий спектр действия и смертельно опасен 
как для насекомых и других членистоногих, так и для 
млекопитающих (Yan et al., 2015; Wang et al.,2019). На се-
годняшний день из ядов этих пауков выделены и характе-
ризованы десятки белковых токсинов, часто оказывающих 
специфичное действие на определенную группу живот-
ных (Wang et al., 2007; Yan et al., 2015; Wang et al., 2019). 

Важное отличие ядов черных вдов от ядов других члени-
стоногих состоит в преобладании в них уникальных высо-
комолекулярных белков (более 100кДа) над лишь неболь-
шим числом пептидов (Wang et al., 2007; He et al., 2013). 
Одна из групп таких молекул – латроинсектотоксины 
(latroinsectotoxins), оказывающие воздействие исключи-
тельно на насекомых, но не опасные для млекопитающих. 
Например, для α-латроинсектосина показана способность 
образовывать поры в липидных мембранах насекомых 
в области нервно-мышечных синапсов, что приводит к 
массовым неспецифическим выбросам нейромедиаторов 
(Wang et al., 2019). Несмотря на то, что данный токсин 
способен образовывать подобные поры и в искусственно 
созданных липидных мембранах, токсичное воздействие 
на нервно-мышечную систему наблюдается только при 
инъекции белка насекомым. Предполагается, что подоб-
ная специфичность определяется взаимодействием ток-
сина с определенными рецепторами клеток насекомых, 
облегчающими прикрепление токсина к мембране (Rohou 
and Ushkaryov, 2007). 

Объектом этого исследования является δ-латроинсекто-
токсин (δЛИТ), выделенный из яда паука L. tredecimguttatus 
и характеризованный еще в конце прошлого века. Тогда 
была определена кодирующая данный белок последова-
тельность кДНК длиной 3642 пар нуклеотидов (Дулубова 
и др. 1996). Впоследствии авторы продемонстрировали, 
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что полноразмерная форма белка не является активной, и 
в его состав также входит C-концевой домен, удаляемый 
при процессинге молекулы (Dulubova et al., 1996). В этом 
исследовании авторам также удалось экспрессировать ак-
тивную форму белка в бактериях и продемонстрировать 
его высокую токсичность для насекомых (ЛД50 = 10–50 
мкг на кг веса тела личинок комнатной мухи). В последу-
ющих исследованиях была определена третичная струк-
тура данного белка (Chen et al., 2021), а также показано, 
что этот токсин экспрессируются исключительно у самок 
каракуртов и только в их ядовитых железах, тогда как мно-
гие другие токсины этой группы выделяют и из других ор-
ганов пауков (Torres et al., 2022).

Специфичное действие латроинсектотоксинов на насе-
комых и их безопасность для человека делает эти молеку-
лы перспективными для использования в защите растений 
как в качестве непосредственно потенциальных пестици-
дов, так и для создания на их основе генетически модифи-
цированных организмов, используемых в качестве биопе-
стицидов. Последовательности, кодирующие токсины из 
ядов членистоногих, широко применяются для создания 
рекомбинантных энтомопатогенных грибов или бакуло-
вирусов с повышенной вирулентностью (Kroemer et al., 
2015; Lovett et al., 2018), однако латроинсектотоксины еще 
не были исследованы в этом контексте. Важным этапом 
создания и изучения таких рекомбинантных патогенов 

является получение антител к белкам, чьи кодирующие 
последовательности встраиваются в их геномы. Специ-
фичные антитела позволяют детектировать изучаемую 
молекулу на любом этапе экспрессии и демонстрировать, 
действительно ли изучаемый продукт секретируется пато-
геном в организм насекомого-вредителя. 

Несмотря на то, что активная форма δЛИТ уже была 
успешно синтезирована в бактериях ранее, авторы отме-
чали крайне низкую эффективность экспрессии. Рекомби-
нантный белок составлял лишь доли процента от общего 
состава гомогената бактерий (Dulubova et al., 1996). Для 
препаративной наработки рекомбинантного белка и полу-
чения антител необходимо значительно увеличить выход 
продукта. При этом, для иммунизации не обязательно син-
тезировать белок целиком, может быть достаточно и фраг-
мента молекулы (Bobkova et al., 2014). 

В задачи представленной работы входили оптими-
зация условий бактериальной экспрессии и получение 
поликлональных антител к δ-латроинсектотоксину L. 
tredecimguttatus, необходимых для дальнейшего изучения 
молекулы при ее встраивании в геномы других организ-
мов. В связи с этим в рамках данной работы, помимо под-
бора различных условий экспрессии δЛИТ в бактериях, 
была осуществлена наработка C- и N-концевых фрагмен-
тов молекулы размером 593 и 394 аминокислотных остат-
ка, соответственно. 

Материалы и методы
Молекулярное клонирование
Последовательность мРНК, кодирующая δ-латроин-

сектотоксин L. tredecimguttatus, находится в открытом до-
ступе на сайте Национального центра биотехнологической 
информации (NCBI) США (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/X92679). Участок последовательности, кодирую-
щий активную форму токсина размером 991 аминокислот-
ных остатка (Dulubova et al., 1996), синтезирован de novo 
в составе плазмиды pVAX в компании Евроген (Россия) с 
добавлением N-концевого сигнального пептида (СП) бел-
ка Mcl1 энтомопатогенного гриба Metarhizium anisopliae 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ABB20937.1). Ко-
доны для синтеза были подобраны таким образом, что-
бы в составе последовательности присутствовали сайты 
распознавания ферментами рестрикции: BamHI в начале 
последовательности, KpnI на участке между СП и δЛИТ, 
PstI в срединной части δЛИТ и EcoRI в конце (рис. 1). Для 
гетерологичной экспрессии участок δЛИТ без СП пере-
клонировали с сохранением рамки считывания по ранее 
описанной методике (Timofeev et al., 2024) в вектор pRSET 
C (Thermo Fisher Scientific, США) по сайтам рестрикции 
KpnI и EcoRI; N-коцевой фрагмент по сайтам рестрикции 
KpnI и PstI в тот же вектор. C-концевой фрагмент пере-
клонировали в вектор pRSET B и в модифицированный 
pRSET B, с удаленным С-терминальным тагом и лидерны-
ми последовательностями, полученный ранее (Dolgikh et 
al., 2020) по сайтам PstI и EcoRI. Корректность встраива-
ния последовательностей в плазмиды проверяли секвени-
рованием (Евроген, Россия). 

Гетерологичная экспрессия δ-латроинсектотоксина в 
Escherichia coli

Для гетерологичной экспрессии фрагментов δЛИТ в 
бактериях использовали штамм E. coli C41, полученный 

на основе штамма BL21(DE3). Трансформацию бактерий 
конструкциями на основе векторов pRSET проводили с 
помощью электропоратора Electroporator 2510 (Eppendorf, 
Germany). Колонии бактерий из агаризированных чашек 
со средой Luria Broth (LB), содержащей 0.15 мг/мл ампи-
циллина, инокулировали в герметично закрытые кониче-
ские пробирки емкостью 50 мл (анаэробные условия) или 
в вентилируемые колбы емкостью 100 мл (аэробные усло-
вия) с 20 мл той же жидкой среды. Культуры выращивали 
до оптической плотности 600 = 0.6, затем индуцировали 
экспрессию добавлением 0.1 мМ изопропил β-d-1-тиога-
лактопиранозида (ИПТГ) (конечная концентрация) с по-
следующей инкубацией при комнатной температуре или 
при 37 °C в течение 15 ч. После культивирования бактери-
альные клетки осаждали центрифугированием при 4000 g 
в течение 10 минут и обрабатывали ультразвуком в 50 мМ 
TBS (50 мМ Трис-HCl, pH 7.4, 150 мМ NaCl) с исполь-
зованием ультразвукового гомогенизатора Qsonica q700 
(Qsonica, CT). После 10-минутного центрифугирования 
при 15000 g образцы белка для электрофореза в полиакри-
ламидном геле готовили из супернатанта, а также нерас-
творимого осадка, содержащего тельца включения белка 
(IBS), ресуспендированные в равном супернатанту объе-
ме TBS. Электрофорез белковых проб и иммуноблотинг 
с использованием антител к полигистидиновой последо-
вательности (Merck, Германия) проводили, как это было 
описано ранее (Dolgikh et al., 2020; Timofeev et al., 2024). 

Получение и проверка поликлональных антител к 
δ-латроинсектотоксину

Для иммунизации мышей (беспородные мыши из 
питомника лабораторных животных «Рапполово»), со-
держащихся в виварии лаборатории микробиологиче-
ской защиты растений ФБГНУ ВИЗР, использовали тела 
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включения C-концевого фрагмента δЛИТ, осажденные 
после обработки ультразвуком образцов, культивирован-
ных в вентилируемых колбах при 37 °C. Тельца включения 
промывали 50 мМ TBS 3 раза и растворяли в 50 мМ TBS 
с 1 % додецилсульфатом натрия (SDS). Избыточный SDS 
удаляли диализом против в 50 мМ TBS с помощью набора 
для диализа Pur-A-Lyzer™ Maxi 6000 (Merck, Германия) 
согласно инструкции производителя. Концентрации белка 
в образце определяли колометрически с помощью мето-
да Брэдфорда с использованием спектрофотометра np80 
(Implen, Германия). Сохранность белка в пробах после 
диализа также проверяли с помощью электрофореза в по-
лиакриламидном геле. Мышей иммунизировали 4 внутри-
брюшными инъекциями по 100 мкг белка с интервалом 
10 дней, отбирая кровь спустя 10 дней после последней 
иммунизации. Для этого животных усыпляли парами хло-
роформа и проводили декапитацию. Кровь настаивали в 

течение суток при температуре 37 °C, удаляя основную 
часть клеточных элементов вместе с образовавшимся 
тромбом. Оставшиеся клеточные элементы крови осажда-
ли центрифугированием при 3000g в течение 20–30 ми-
нут. Полученную сыворотку разводили глицерином 1:1 и 
хранили при -20 °C. Для проверки сыворотки на наличие в 
ней антител к δЛИТ ее использовали в разведении 1:2000 
для иммуноблотинга С-концевого фрагмента токсина, экс-
прессированного с помощью модифицированного вектора 
pRSET B с удаленным С-терминальным тагом и лидерны-
ми последовательностями. В качестве контроля использо-
вали аналогичную пробу гомогената бактерий, получен-
ную после трансформации вектором pRSET B с геном vpr1 
Pimpla hypochondriaca (Dani et al., 2010). В качестве вто-
ричных антител использовали анти-мышиные коньюгаты 
с пероксидазой хрена (Thermo Fisher Scientific, США).

Результаты
Последовательность, кодирующая активную часть 

δЛИТ L. tredecimguttatus, слитую с СП белка Mcl1 
M. anisopliae, была синтезирована de novo в составе век-
тора pVAX1. Последовательность, соответствующая ак-
тивной форме токсина без СП, а также C- и N-концевые 
фрагменты молекулы размером 593 и 394 аминокислот-
ных остатка, соответственно, были переклонированы в 
вектор pRSET B. Этот вектор обеспечивает экспрессию в 

клетках E. coli под контролем промотора T7 и индукцию 
изопропил β-d-1-тиогалактопиранозидом (ИПТГ). Клет-
ки бактерий после 15 часовой экспрессии в аэробных 
или анаэробных условиях, при 37 °C или при комнатной 
температуре полноразмерного токсина, а также его C- и 
N-концевых фрагментов, гомогенизировали ультразву-
ком, отделяли фракции растворимых и нерастворимых 
белков, которые впоследствии подвергали электрофорезу 

Рисунок 1. Схема конструкции на основе вектора pVAX1, в который была синтезирована кДНК активной формы 
δ-латроинсектотоксина L. tredecimguttatus с сигнальным пептидом белка Mcl1M. anisopliae. δ-латроинсектотоксин 

обозначен как Tim-2, отмечены сайты рестрикции, по которым происходило переклонирование токсина  
и его фрагментов в другие плазмиды для гетерологичной экспрессии 

Figure 1. Diagram of the construct based on the pVAX1 vector. The cDNA of the active form of δ-latroinsectotoxin  
from L. tredecimguttatus with signal peptide of the M. anisopliae Mcl1 protein was synthesized into the vector. 

δ-latroinsectotoxin is designated as Tim-2, with restriction sites marked indicating where the toxin and its fragments  
were subcloned into other plasmids for heterologous expression 
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в полиакриламидном геле и окрашивали Кумасси брил-
лиантовым синим. Эксперимент выявил накопление ма-
жорного белка только в пробах с экспрессией C-концевого 
фрагмента δЛИТ (рис. 2). Независимо от условий экспрес-
сии, белок молекулярной массой около 46–48кДА, что 
соответствовало предполагаемому размеру фрагмента в 
43кДА с добавленным 4кДА C-терминальным тагом, вхо-
дящим в состав вектора pRSET B, накапливался в клет-
ках в виде нерастворимых телец включений в количестве, 
значительно превышающем другие бактериальные белки. 
Иммуноблотинг с антителами против полигистидиновой 
последовательности, входящей в C-терминальный участок 
вектора, подтвердил соответствие наблюдаемой полосы 
рекомбинантному белку (рис. 2 f). На основании этого 
C-терминальный фрагмент был использован в качестве 
антигена для получения поликлональных антител к δЛИТ. 

Тела включения с δЛИТ после экспрессии в аэробных 
условиях при 37 °C дополнительно отмывали от остатков 

растворимых белков бактерий и растворяли в слабом рас-
творе детергента, удаляя затем его излишки с помощью 
диализа. Подготовленный таким образом препарат ис-
пользовали для иммунизации мышей. Сохранность бел-
ка после диализа проверяли с помощью электрофореза 
(рис. 2 e). Для проверки сыворотки, полученной после за-
вершения цикла иммунизаций, на наличие в ней антител к 
δЛИТ мы экспрессировали фрагмент δЛИТ с использова-
нием модифицированного вектора pRSET B с удаленным 
С-терминальным тагом, содержащим так называемые 
лидерные последовательности: Полигистидиновый уча-
сток, T7 gene 10 leader, Xpresstm Epitope. При экспрессии 
изучаемого фрагмента δЛИТ с помощью модифицирован-
ного вектора в таких же условиях, как и при подготовке 
антигена для иммунизации, окрашивание суммарных бел-
ков Кумасси продемонстрировало наиболее выраженное 
накопление белка размером около 37 кДа в нерастворимой 
бактериальной фракции при ожидаемом размере продукта 

Рисунок 2. Экспрессия δ-латроинсектотоксина (δ-lit) L. tredecimguttatus в E. coli. a – экспрессия при комнатной 
температуре в анаэробных условиях; b – экспрессия при комнатной температуре в аэробных условиях; c – экспрессия 
при 37 °C в анаэробных условиях; d – экспрессия при 37 °C в аэробных условиях; e – C-концевой фрагмент δ-lit после 
растворения телец включения детергентом и диализа; f – иммуноблотинг C-концевого фрагмента δ-lit с антителами  

к полигистидиновой последовательности (PolyHis abs); 1, 2 – экспрессия полноразмерого токсина (фракция 
растворимых белков и не растворимый осадок после гомогенизации соответственно), 3, 4 – экспрессия N-коцевого 

фрагмента δ-lit, 5, 6 – экспрессия C-концевого фрагмента δ-lit 

Figure 2. Agarose gel electrophoresis showing expression of δ-latroinsectotoxin (δ-lit) from L. tredecimguttatus in E. coli. a)at 
room temperature under anaerobic conditions; b) at room temperature under aerobic conditions; c) at 37 °C  

under anaerobic conditions; d) at 37 °C under aerobic conditions; e) C-terminal fragment of δ-lit after solubilization of inclusion 
bodies with SDS detergent and dialysis; f) – immunoblotting of the C-terminal fragment of δ-lit with antibodies (abs)  

against the polyhistidine (PolyHis) sequence; 1, 2 – expression of the full-length toxin (soluble protein fraction and insoluble 
pellet after homogenization, respectively), 3, 4 – expression of the N-terminal fragment of δ-lit,  

5, 6 – expression of the C-terminal fragment of δ-lit
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в 43 кДА (рис. 3). Однако окрашивание с помощью по-
лученной сыворотки выявило в данной пробе полосу со-
ответствующего δЛИТ размера, а также ряд полос более 
низкой массы, отсутствующих в контроле (проба после 
экспрессии в тех же условиях другого белка). Помимо 

токсина, окрашивание с помощью полученной сыворотки 
выявляло ряд бактериальных белков, что объясняется ис-
пользованием для иммунизации бактериального гомогена-
та, однако все эти белки окрашивались и в контрольной 
пробе.

Обсуждение
В рамках данной работы описан процесс получе-

ния поликлональных антител как первый этап изучения 
δ-латроинсектотоксина из яда паука L. tredecimguttatus в 
качестве эффекторной молекулы для генетической моди-
фикации энтомопатогенов. Данный процесс нам удалось 
осуществить без опасной для исследователей работы со 
смертельно ядовитым каракуртом. Данная задача была 
решена за счет химического синтеза кодирующей δЛИТ 
последовательности и иммунизации животных синтезиро-
ванным в бактериальных клетках фрагментом молекулы. 
Авторы, впервые характеризовавшие изучаемый токсин, 
уже осуществляли его бактериальную экспрессию, однако 
крайне низкий уровень синтеза позволял провести лишь 
функциональный анализ рекомбинантного белка, но не 
использовать его для иммунизации. (Dulubova et al., 1996). 
Несмотря на то, что в этой работе мы использовали более 
современную и усовершенствованную систему бактери-
альной экспрессии, молекулярная масса токсина более чем 
в 120кДА делала незначительной вероятность добиться 
высокого уровня синтеза в бактериях (Berrow et al., 2006). 
По этой причине еще на этапе оптимизации кодонов для 
синтеза последовательности δЛИТ мы заложили в нее не-
сколько сайтов распознавания ферментами рестрикции, не 
меняя аминокислотного состава соответствующего белка, 
что позволило клонировать в векторе для бактериальной 

экспрессии как полноразмерный белок, так и его C- и 
N-концевые фрагменты. 

Осуществив первичную экспрессию полноразмерного 
белка в стандартных условиях, описанных в инструкции 
к использованному вектору pRSET B и не наблюдая эф-
фективного синтеза (результаты не указаны), мы присту-
пили к подбору условий экспрессии и выбору оптималь-
ного фрагмента молекулы для синтеза. Для этого токсин 
и его концевые фрагменты экспрессировали при пони-
женном уровне индуктора экспрессии в разных условиях 
аэрации и температуры. Такие параметры были выбраны 
на основании прошлого опыта экспрессии потенциально 
токсичных для бактерий молекул из ядов членистоногих, 
вариация в которых может приводить к различному более 
чем на порядок уровню экспрессии (Timofeev et al., 2024). 
В том же исследовании мы показали, что для получения 
поликлональных антител достаточно синтезировать в бак-
териях антиген для иммунизации в нерастворимой форме 
с дальнейшим его растворением в детергенте с последую-
щим диализом. Необходимой для этого уровень экспрес-
сии можно определить за счет электрофореза гомогената 
бактерий после экспрессии с окрашиванием белков Ку-
масси, и простого визуального анализа соотношения по-
лос, соответствующих рекомбинантному белку и другим 
молекулам в гомогенате. Подобный анализ для δЛИТ и его 

Рисунок 3. Проверка полученных антител (abs) с помощью иммуноблотинга проб бактерий, экспрессирующих белок 
C-концевой участок дельта-латроинсектотоксина (δ-lit) без полигистидиновой и лидерных последовательностей.  

(1, 3 – нерастворимая фракция после гомогенизации бактерий, 2, 4 – супернатант, содержащий растворимые белки)

Figure 3. Verification of the antibodies (abs) obtained from immunized mice using immunoblotting of bacterial samples 
expressing the C-terminal region of δ-latroinsectotoxin (δ-lit) without the polyhistidine and leader sequences.  
Lane 1, 3 – insoluble fraction after bacterial homogenization, 2, 4 – supernatant containing soluble proteins 
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фрагментов показал, что необходимый уровень экспрес-
сии наблюдается только для C-терминального фрагмента 
не зависимо от условий экспрессии. На основании этого 
C-терминальный фрагмент был использован в качестве 
антигена для иммунизации животных и получения поли-
клональных антител к δЛИТ.

Для проверки сыворотки, полученной после заверше-
ния цикла иммунизаций, на наличие в ней антител к δЛИТ, 
мы экспрессировали фрагмент δЛИТ с использованием 
модифицированного вектора pRSET B с удаленным С-тер-
минальным тагом, содержащим так называемые лидерные 
последовательности: Полигистидиновый участок, T7 gene 
10 leader, Xpresstm Epitope. Эти последовательности необ-
ходимы для обеспечения возможности идентификации и 
очисти рекомбинантного белка, а также для значительного 
увеличения уровня экспрессии. Однако этот участок об-
ладает высокой иммуногенностью, и при иммунизации 
животных содержащим его белком могут образоваться 
антитела, специфичные к этому фрагменту (Dolgikh et 
al., 2022). Поэтому для доказательства создания антител к 
δЛИТ необходимо было показать распознавание ими этой 
молекулы без С-терминального тага. В рамках этой рабо-
ты нам удалось установить, что полученная антисыворот-
ка специфично окрашивает синтезированный в подобных 
условиях антиген, что подтверждает получение антител к 
рекомбинантному токсину. Для проверки специфичности 

полученных антител необходимо будет продемонстри-
ровать распознавание ими полноразмерного токсина, на-
пример, синтезированного с помощью бакуловирусной 
экспрессии в культуре клеток насекомых, что представ-
ляет будущую задачу этой работы при использовании 
δЛИТ для создания рекомбинантных бакуловирусов. Воз-
можность такого синтеза функционально активной мо-
лекулы для сходного с δЛИТ α-латроинсектотоксина L. 
tredecimguttatus была установлена еще в прошлом веке 
(Kiyatkin et al., 1995).

Таким образом, на примере δЛИТ в этой работе мы 
описали простую и эффективную методику получения ан-
тител к высокомолекулярному токсину, синтез полнораз-
мерной копии которого в бактериях оказался значитель-
но затруднен. Метод исключает контакт со смертельно 
опасным членистоногим, позволяет использовать на всех 
этапах одну изначально синтезированную последователь-
ность ДНК, не требует количественных методов определе-
ния уровня экспрессии белка, применения хроматографии 
или других методов для его очистки, и таким образом яв-
ляется максимально эффективным и экономящим время. 
Полученные в этой работе антитела в будущем позволят 
идентифицировать изучаемый белок при создании на его 
основе биоинсектицидов, например, генетически модифи-
цированных энтомопатогенных грибов или вирусов.
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SELECTION OF A Δ-LATROINSECTOTOXIN FRAGMENT FROM LATRODECTUS 
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Toxins from the venom of predatory and parasitoid arthropods, such as scorpions, spiders, and parasitoid wasps, are 
used as promising tools in plant protection against insect pests. In many cases, polyclonal antibodies can be created to study 
a single molecule in the laboratory, which allows for specific methods of detection and purification. In the present study, 
heterologous expression of δ-latroinsectotoxin from the venom of the black widow spider Latrodectus tredecimguttatus, 
as well as its N- and C- terminal fragments, was carried out in Escherichia coli cells at various temperatures and aeration 
conditions. Regardless of the expression conditions, the accumulation of the recombinant protein in large quantities in 
the bacterial cells as inclusion bodies was observed only for the C-terminal fragment of the toxin. The high efficiency of 
expression of this fragment allowed the use of the insoluble protein fraction of the bacterial homogenate for the immunization 
of mice and the production of antibodies to δ-latroinsectotoxin. The antigen-binding activity of the immunoglobulins was 
confirmed by immunoblotting of the synthesized toxin fragment in bacteria using a vector with removed leader sequences. 
The antibodies obtained can be used to detect the black widow spider toxin during its expression in various systems, such 
as in the creation of genetically modified entomopathogenic fungi or viruses.
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