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Согласно мнению экспертов Независимой груп-
пы ООН по расследованию причин вспышки холе-
ры на Гаити в 2011 г. вакцинация – один из наиболее 
действенных способов предотвращения эпидемий 
холеры [8]. Разработка безопасных, эффективных, 
простых в применении и экономичных вакцин но-
вого поколения с использованием современных 
достижений молекулярной биологии, генной ин-
женерии и биотехнологии является приоритетным 
направлением развития вакцинологии [2, 7]. Особое 
внимание уделяют исследованиям, направленным 
на разработку химической вакцины против холе-
ры, вызываемой как V. cholerae О1 серогруппы, так 
и V. cholerae О139. Так, по данным ВОЗ, в странах 
Азии холера, обусловленная V. cholerae О139, еже-
годно составляет до 30 % и более от общей заболе-
ваемости холерой [3] 

О-антиген V. cholerae – важный протективный 
антиген, ответственный за выработку противобак-
териального иммунитета [1]. Использование О1 и 
О139 антигенов в качестве компонентов химиче-
ской вакцины предполагает их тщательное изуче-
ние, в первую очередь, с позиции токсичности и 
безопасности. 

Цель работы – оценка иммунобиологических 
свойств экспериментальных препаратов О-антигена 

холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп как ком-
понентов химической вакцины против холеры.

Материалы и методы

Экспериментальные препараты О-антигена по-
лучены из культур V. cholerae О1 серогруппы клас-
сического биовара cеровара Огава (штамм M-41) 
и эльтор биовара серовара Инаба (штамм M-569), 
V. cholerae О139 серогруппы (штамм М 377/1) с ис-
пользованием установки по ультрафильтрации на раз-
личных мембранных модулях и последующим осаж-
дением сульфатом аммония. Все препараты прошли 
контроль специфической стерильности. Лиофильно 
высушенные антигены растворяли в физиологиче-
ском растворе и вводили аутбредным и инбредным 
мышам в дозах 100 или 250 мкг/мышь. В контроль-
ную группу входили мыши, которым вводили 0,9 % 
раствор натрия хлорида. Токсичность препаратов 
оценивали в классическом тесте на смешанном пого-
ловье аутбредных мышей массой 18–20 г по следую-
щим признакам: особенность поведения, интенсив-
ность и характер двигательной активности, состоя-
ние волосяного и кожного покровов, консистенция 
фекальных масс, изменению массы тела, уровень 
смертности. Наблюдение за животными осуществля-
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ли ежедневно в течение 7 сут [4]. Морфологическую 
оценку изменений у мышей на введение О-антигена 
холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп, а также 
проточно-цито метрический мониторинг клеточно-
го цикла иммунокомпетентных клеток проводили 
на инбредных мышах линии BALb/c массой 18–20 г 
на 1-е и 7-е сутки после иммунизации. Для морфо-
логического исследования у декапитированных жи-
вотных были забраны кусочки внутренних органов 
(сердца, легких, почки, печени, селезенки, тонкого и 
толстого кишечника), которые фиксировали в 10 % 
водном растворе формалина. Приготовленные по 
стандартной методике [5] полутонкие парафиновые 
срезы окрашивали гематоксилином и эозином и про-
сматривали на световом микроскопе. Количество 
клеточных элементов подсчитывали в 10 полях зре-
ния правильно ориентированных срезах органов. При 
проточно-цитометрическом анализе в качестве пока-
зателя безопасности препаратов определяли баланс 
процессов апоптоза и пролиферации иммунокомпе-
тентных клеток в процессе формирования иммун-
ного ответа посредством распределения лейкоцитов 
крови, спленоцитов и клеток костного мозга по кле-
точному циклу с определением коэффициента со-
отношения апоптотических и пролиферирирующих 
клеток [10]. Клетки в апоптозе идентифицировали 
как клетки с пониженным содержанием ДНК (<2С), 
пролиферирующие клетки характеризовались повы-
шенным содержанием ДНК (>2С). Содержание ДНК 
в клетках соотносили с интенсивностью флуорес-
ценции клеток, выделенных и окрашенных смесью 
красителей митрамицина и этидиум бромида [8]. 

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием пакета программ 
Microsoft Excel. Определяли среднее значение (М), 
стандартную ошибку (m). Достоверность различий 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. Разница 
считалась достоверной при значении р≤0,05.

Результаты и обсуждение

Все препараты О-антигена холерного вибриона 
О1 и О139 серогрупп не обладали токсичностью в 
дозе 100 мкг/мышь. При увеличении дозы О-анти-
гена в 2,5 раза мыши, иммунизированные О-анти-
геном О1 серогруппы серовара Огава или О-антиге-
ном О139 серогруппы, к концу срока наблюдения 
имели обычное поведение, удовлетворительный 
внешний вид, не отказывались от пищи, прибавили в 
весе. Однако первые 2 сут у животных, иммунизиро-
ванных О-антигеном О1 серогруппы серовара Огава, 
наблюдали внешние признаки интоксика ции – взъе-
рошенный вид, сонливость, снижение массы тела 
на (3,2±1,7) %. В последующие дни периода наблю-
дения мыши возвратились к исходному состоянию, 
отмечалось увеличение массы тела на (7,6±2,6) %. 
Через 1 сут после иммунизации О-анти геном О1 се-
рогруппы серовара Инаба регистрировалась гибель 4 
мышей из 5. Общее состояние оставшейся мыши из 

данной группы оставалось в пределах нормы, при-
бавка в весе в конце эксперимента составила 11 %. 

Дальнейшие морфологические и проточно-
цитометрические исследования О-антигена холер-
ного вибриона О1 и О139 серогрупп проводили с 
заведомо нетоксичной дозой для всех препаратов – 
100 мкг/мышь. 

Выявленные при морфологическом исследо-
вании изменения у мышей, иммунизированных 
препаратами О-антигена, носили адаптационно-
компенсаторный характер и заключались в уме-
ренном полнокровии сосудов внутренних органов, 
очаговом функциональном напряжении отдельных 
паренхимных элементов на фоне относительной ак-
тивации звездчатых ретикулоэндотелиальных клеток 
в печени (клеток Купфера), различной степени выра-
женности гиперпластических процессов в селезенке 
и отсутствии альтеративно-экссудативных реакций в 
кишечнике. При этом установлены некоторые коле-
бания описываемых адаптационно-компенсатор ных 
процессов у животных в ответ на введение препара-
тов О-антигена холерных вибрионов О1 и О139 се-
рогрупп. Так, на введение О139 антигена были отме-
чены компенсированные гемодинамические наруше-
ния и очаговые дистрофические изменения эпителия 
извитых канальцев почек и признаки функциональ-
ного напряжения гепатоцитов, сохраняющиеся до 
7-х суток наблюдения, более выраженные гиперпла-
стические процессы в селезенке регистрировались 
при введении О-антигена холерных вибрионов О1 
серогруппы сероваров Инаба и Огава. Сравнивая 
реакцию клеток эффекторной зоны иммунной си-
стемы кишечника: клеток собственной пластинки 
слизистой (СПС) и межэпителиальных лимфоцитов 
(МЭЛ), отмечали умеренную лимфогистиоцитарную 
инфильтрацию и появление зрелых плазматических 
клеток в СПС тонкого кишечника всех иммунизиро-
ванных мышей, но при введении О-антигена холер-
ного вибриона O139 серогруппы регистрировали в 
этой зоне еще и незначительное увеличение коли-
чества лейкоцитов и эозинофилов. Активация МЭЛ 
в тонком кишечнике животных была достоверной в 
ответ на введение О-антигенов холерного вибриона 
О1 серогруппы. Со стороны клеток Панета – клеток 
кишечника, обеспечивающих антибактериальную 
защиту [6], в указанные сроки отмечали на введе-
ние О-антигена холерных вибрионов О1 серогруппы 
сероваров Инаба и Огава умеренное опустошение, 
в то время как при введении О-антигана холерного 
вибриона О139 серогруппы регистрировали гипер-
трофию этих элементов.

Проточно-цитометрический мониторинг рас-
пределения лейкоцитов крови, спленоцитов и клеток 
костного мозга показал, что под влиянием О-антигена 
холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп происхо-
дило повышение количества клеток пролиферирую-
щих и в апоптозе среди спленоцитов и клеток кост-
ного мозга. Наибольшей способностью вызывать 
изменения в клеточном цикле иммунокомпетентных 
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клеток обладал О-антиген холерного вибриона О1 
серогруппы серовара Инаба. Все зарегистрирован-
ные показатели пролиферации и апоптоза (таблица) 
являются реакцией макроорганизма на введение пре-
парата, обладающего иммунобиологической актив-
ностью. В целом, препараты О-антигена холерных 
вибрионов О1- и О139 серогрупп не вызывали на-
рушения баланса апоптоза и пролиферации иммуно-
компетентных клеток в процессе иммуногенеза (ко-
эффициент соотношения < 1, т.е. количество клеток 
в апоптозе не превысило количество пролиферирую-
щих клеток). 

Интересно отметить, что О-антиген О1 серо-
группы серовара Инаба обладал токсичностью в 
дозе 250 мкг/мышь и способностью вызывать наи-
большие изменения в клеточном цикле спленоцитов 
и клеток костного мозга в нетоксичной для мышей 
дозе 100 мкг, в отличие от О-антигена О1 серогруп-
пы серовара Огава и О139 антигена. Установление 
связи между этими событиями требует дальнейших 
наблюдений. 

Таким образом, в дозе 100 мкг/мышь все пере-
численные препараты О1 и О139 антигенов холер-
ных вибрионов не обладали токсичностью на уровне 
макроорганизма, не вызывали значимых изменений 
во внутренних органах и нарушения баланса процес-
сов апоптоза и пролиферации иммунокомпетентных 
клеток в условиях данного эксперимента, что может 
служить обоснованием их дальнейшего изучения и 
использования в качестве компонентов холерной хи-
мической вакцины. 

Работа проведена в рамках выполнения Распо-
ряжения Правительства Российской Федерации 
№ 1426-р от 02.10.2009 г.
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Показатели апоптоза и пролиферации иммунокомпетентных клеток мышей под воздействием О-антигена V. cholerae (n=6)

Препараты 
О-антигена

Лейкоциты крови, % Спленоциты, % Клетки костного мозга, %

апоптоз пролиферация апоптоз пролиферация апоптоз пролиферация

1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут

Инаба 1,8±0,5 1,9±0,7 11,1±2,5 5,9±1,3 6,8±1,1* 5,4±1,3* 17,3±2,3 20,3±2,9* 1,5±0,2* 2,2±0,4 32,2±3,4 26,1±3,5

Огава 2,3±0,6 1,9±0,4 13,1±0,8 4,7±0,4 4,5±1,4 4,5±0,4** 18,6±2,0 20,8±5,4 0,7±0,2 1,1±0,2 34,3±2,0 30,7±1,8

О139 1,8±0,4 1,6±0,2 16,3±0,9 5,5±0,8 3,3±0,8 3,1±0,3* 20,2±2,3 16,6±1,4 0,8±0,2 2,6±0,2** 31,1±1,7 27,4±0,7

Контроль 2,3±1,0 1,9±0,1 13,3±3,0 6,2±0,3 3,7±1,0 1,7±0,5 17,0±2,6 12,7±0,7 1,0±0,1 1,3±0,3 28,1±2,7 27,1±1,2

Примечание . Достоверность различия между опытом и контролем: *– р<0,05, ** – р<0,001.


