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Высокий уровень заболеваемости холерой в 
мире диктует необходимость оценить с новых пози-
ций потребность в создании эффективной экономич-
ной холерной вакцины, проведении массовой вакци-
нации против холеры [8]. 

Проводимая во ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 
модернизация производства холерной химической 
вакцины на основе внедрения новейших произ-
водственных биотехнологий с применением скон-
струированных и запатентованных авирулентных 
генно-инженерных штаммов-продуцентов основных 
протективных антигенов холерного вибриона (со-
матического О-антигена сероваров Инаба и Огава, 
О139 антигена, В-субъединицы холерного токсина) 
позволит повысить эффективность и качество холер-
ной вакцины, способной инициировать у привитых 
формирование иммунитета против заражения всеми 
известными эпидемически опасными штаммами воз-
будителя холеры [3, 5, 10, 14].

Ключевым фактором вирулентности возбуди-
теля холеры является ХТ с молекулярной массой 
85 кДа. ХТ состоит из А-субъединицы, отвечающей 
за токсическую активность, и В-субъединицы, обе-
спечивающей связывание с рецепторами эпители-
альных клеток тонкой кишки. В-субъединица неток-
сична, является одним из основных иммуногенных 
компонентов, формирует антитоксический иммуни-
тет. При добавлении В-субъединицы ХТ к оральным 
вакцинам стимулируется образование IgA в кишеч-

нике, что увеличивает защитный эффект вакцинации 
до 9 месяцев. 

Целью исследования явилась комплексная им-
мунологическая и морфологическая оценка действия 
экспериментальных препаратов В-субъединицы ХТ 
в процессе формирования иммунного ответа. 

Материалы и методы

В работе использовали препараты В-субъеди ницы 
ХТ: концентрат В-субъединицы, полученный с по-
мощью технологии концентрирования «кросс-флоу» 
(Вк); В-«ультрафильтрат» (Ву), полученный с помо-
щью технологии дифференциальной ультрафильтра-
ции; хроматографически очищенная В-субъединица 
(Вх). Продуцентом для вышеперечисленных препа-
ратов являлся рекомбинантный штамм V. cholerae non 
O1 КМ93, содержащий гибридную плазмиду pJEM3 
с клонированными генами vctB, детерминирующими 
синтез В-субъединицы холерного токсина [4]. В ка-
честве препарата сравнения использовалась хромато-
графически очищенная В-субъединица, полученная 
из ХТ производственного штамма V. cholerae 569В 
(Впр). Все исследуемые препараты прошли контроль 
специфической стерильности. 

Исследования проводили на нелинейных белых 
мышах смешанного поголовья и мышах инбредной 
линии Balb/c, полученных из отдела эксперименталь-
ных животных с виварием РосНИПЧИ «Микроб» и 
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отобранных методом случайной выборки.
Испытание препаратов В-субъединицы ХТ на 

острую токсичность (действие препарата, проявляю-
щееся после его однократного применения) прово-
дили на нелинейных белых мышах (19±1) и (11±1) г 
[7]. Препараты В-субъединицы ХТ (Вк, Ву, Вх, Впр) 
вводили внутрибрюшинно 4 группам нелинейных 
белых мышей (по 10 животных в каждой группе) в 
дозе 50 мкг в объеме 0,5 мл. 5-й группе мышей вво-
дили препарат Вк в дозе 33 мкг/0,5 мл. Контрольной 
группе внутрибрюшинно вводили физиологический 
раствор в количестве 0,5 мл. Наблюдение за живот-
ными осуществляли ежедневно в течение 7 сут.

Протективные свойства препаратов В-субъ еди-
ни цы ХТ определяли в тесте активной защиты мы-
шей, подсчитывали LD50 и ее доверительные интерва-
лы с вероятностью 95 %. 16 групп нелинейных белых 
мышей (11±1) г (по 6 мышей каждая) иммунизиро-
вали внутрибрюшинно препаратами В-субъединицы 
ХТ в дозах 0,4 , 2, 10, 50 мкг. Контрольной группе 
из 10 животных вводили физиологический раствор. 
На 21-е сутки после иммунизации препаратами 
В-субъединицы ХТ заражали мышей внутрибрюшин-
но взвесью штамма V. cho le rae Eltor Ogawa P-3122 
дозой 300 LD50. Контрольной группе из 10 мышей 
вводили то же количество LD50, что и иммунным жи-
вотным. Наблюдения за зараженными животными 
проводили в течение 3 сут. В группах иммунных и 
зараженных белых мышей для определения ImD50 
(средняя иммунизирующая доза) подсчитывали ко-
личество выживших животных [1].

Клетки костного мозга и селезенки получали об-
щепринятыми методами. Лейкоциты крови выделя-
ли из гепаринизированной крови экспресс-методом 
путем осмотического шока эритроцитов с последую-
щим восстановлением водно-солевого баланса. Для 
цитофлуориметрического исследования лейкоциты, 
спленоциты и клетки костного мозга отмывали, по-
мещали в 70 % раствор этилового спирта для перфо-
рации клеточной и ядерной мембран и окрашивали 
смесью флуоресцирующих красителей митрамицина 
и этидиум бромида [11].

Определение титра антител к В-субъединице 
ХТ в сыворотке крови нелинейных белых мышей, 
иммунизированных экспериментальными сериями 
препаратов В-субъединицы, проводили на 21-е сут-
ки после иммунизации методом ИФА [12]. Для этого 
лунки микротитрационных планшетов сенсибили-
зировали ганглиозидом GM-1 при комнатной темпе-
ратуре (22±2) °С в течение 18 ч. После блокировки 
свободных сайтов на шейкере при температуре 37 °С 
раствором BSA вносили В-субъединицу ХТ (Вх или 
препарат контрольной В-субъединицы – SBL Vaccin 
AB, Швеция, лот KV7240B3). Связанные антитела 
выявляли с помощью коньюгата антимышиных им-
муноглобулинов IgG(H+L), меченных пероксидазой 
хрена (НИИЭМ им. Н.Ф.Га ма леи) в рабочем раз-
ведении в буфере для коньюгата. В качестве хро-
могенного субстрата использовали диамониевую 

соль ABTS – 2, 2’-азино-бис-(3-этил бен зотиазолин-
6-сульфоновая кислота). Результаты учитывали по 
оптической плотности образцов при длине волны 
405 нм на иммуноферментном анализаторе Stat Fax 
3200 (Awareness Technology Inc., США), считая пози-
тивными лунки, в 1,5 и более раза превышающие по 
интенсивности окраски контрольные. Полученные 
данные обрабатывали согласно методу определения 
среднего геометрического титра [2].

Для гистологического исследования забирали 
кусочки органов (сердце, легкие, печень, селезенка, 
почки с надпочечниками, мезентериальные лимфа-
тические узлы, по три отрезка тонкого и толстого ки-
шечника). Материал фиксировали в 10 % нейтраль-
ном растворе формалина, обезвоживали, пропитыва-
ли и заливали в парафин по общепринятой схеме [9]. 
Полутонкие срезы органов окрашивали гематоксили-
ном и эозином [6] и просматривали в световом микро-
скопе Olympus CX31 при увеличениях ×100 и 200. Для 
морфометрического анализа подсчитывали среднее 
количество клеток (бокаловидных клеток, элементов 
клеточного инфильтрата – лейкоцитов, лимфоцитов, 
плазмацитов, эозинофилов) в 10 полях зрения срезов 
тонкого и толстого кишечника при увеличении ×200; 
количество межэпителиальных лимфоцитов (МЭЛ) 
тонкого кишечника и лимфоцитов покровного эпи-
телия толстого кишечника определяли на 1000 ядер 
энтероцитов при увеличении ×200; количество звезд-
чатых ретикулоэндотелиоцитов (клеток Купфера) под-
считывали в 10 полях зрения правильно ориентиро-
ванных срезов печени при увеличении ×200. Степень 
активности отдельных структур лимфоидных органов 
(Т- и В-зон) оценивали полуколичественным методом 
по 3-балльной шкале (от 0 до 3): 0 баллов – отсутствие 
активности; 1 балл  – слабо выраженная активность; 2 
балла – умеренно выраженная активность; 3 балла – 
резко выраженная активность. 

Профили распределения эукариотических кле-
ток по фазам клеточного цикла (ДНК-гистограммы) 
получали путем количественного измерения уровня 
свечения каждого из клеточных элементов в области 
спектра свыше 550 нм на проточном цитофлуориме-
тре ICP-22 PHYWE (Германия), оснащенном 2048 
канальным амплитудным анализатором импульсов 
Orto Instruments (Westwood, Mass USA) для автома-
тической сортировки клеток и построения гисто-
грамм. В каждом образце анализировалось не менее 
20000 клеток. Клетки в апоптозе, несущие <2С ДНК, 
подсчитывали (в %) как отношение площади участка 
ДНК гистограммы (слева от диплоидного пика G1/
G0) к площади всей гистограммы (суммарное число 
зарегистрированных клеток), умноженное на 100 %. 
Делящиеся (пролиферирующие) клетки (S+G2+M), 
несущие >2С ДНК, подсчитывали (в %) как отноше-
ние площади участка ДНК гистограммы (справа от 
диплоидного пика G1/G0) к площади всей гистограм-
мы (суммарное число зарегистрированных клеток), 
умноженное на 100 %. Для количественного учета 
процессов апоптоза и пролиферации использовали 
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коэффициент, который равен отношению апоптоти-
ческих клеток к пролиферирующим и отражает ба-
ланс этих процессов [13].

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием стандартного па-
кета программы Microsoft Office Excel 2010.

Результаты и обсуждение

В течение всего срока наблюдения при фикси-
ровании общего состояния животных, особенностей 
их поведения, интенсивности и характера двигатель-
ной активности, состояния волосяного и кожного по-
крова, положения хвоста, консистенции фекальных 
масс, окраски мочи, изменения массы тела отклоне-
ний от нормы не выявлено. Исследуемые препараты 
В-субъединицы в дозах 50 мкг/0,5 мл и 33 мг/0,5 мл 
не являлись токсичными для животных.

Установлено, что наибольшей протективной ак-
тивностью обладали хроматографически очищенные 
препараты В-субъединицы ХТ (Вх и Впр). ImD50 этих 
препаратов в среднем в 1,6 раза меньше ImD50 других 
испытуемых препаратов В-субъ еди ницы ХТ (Вк и 
Ву), что свидетельствовало об их большей иммуно-
логической эффективности. Оптимальная доза Вк, Ву, 
Впр, защищающая лабораторных животных от разви-
тия инфекционного процесса при заражении высоко-
вирулентным штаммом V. cholerae Eltor Ogawa P-3122 
в дозе 3,3·103 м.к./0,5 мл, составила 10 мкг.

При патолого-анатомическом исследовании мы-
шей во всех случаях отмечали лишь умеренные гемо-
динамические нарушения в органах, в большей сте-
пени обусловленные способом выведения животных 
из эксперимента. В кишечнике мышей наблюдали 
содержимое обычного характера и объема, незначи-
тельное полнокровие сосудов. При гистологическом 
исследовании регистрировали незначительные изме-
нения со стороны внутренних органов в виде умерен-
ного полнокровия и функционального напряжения 
паренхимных элементов в печени и почках, чаще ха-
рактерных для введения препаратов Вк, Вх. Реакцию 
со стороны звездчатых ретикулоэндотелиоцитов пе-
чени (клеток Купфера) характеризовали умеренные 
процессы активации. Наиболее высокий показатель 
активности (увеличение количества клеток Купфера) 
встречался у животных, которым вводили 10 мкг 
препарата Впр. В то же время препарат Ву в дозе 
50 мкг чаще вызывал даже некоторое уменьшение 
количества клеток Купфера. Со стороны желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ) во всех случаях нарушений 
не выявлено. Отмечали некоторое усиление проли-
феративных процессов в эпителии, при этом инфиль-
тративный компонент был незначительным. Так, на 
введение 10 мкг препарата Вк повышалось количе-
ство эозинофилов (до 3,1±0,98) в тонком кишечнике 
подопытных животных. Препараты Ву, Вк, Вх вы-
зывали относительную активацию МЭЛ – (4,9±0,92), 
(3,8±0,92), (6,5±1,17) клеток соответственно – по 
сравнению с контрольной группой – (2,1±0,32) кле-

ток. На введение препарата Вх незначительно сни-
жалась митотическая активность клеток в кишечных 
криптах. В лимфоидных органах мышей не реги-
стрировали признаков достоверной активности от-
дельных структур (Т- и В-зон), но на ряд препаратов 
в дозе 50 мкг (Ву, Вк, Вх) в селезенке наблюдали ре-
акцию со стороны мегакариоцитов, косвенно свиде-
тельствующую о характерном для процессов имму-
ногенеза раздражении костного мозга.

Выявленные незначительные и умеренные изме-
нения со стороны внутренних органов подопытных 
мышей в ответ на введение всех исследуемых пре-
паратов являются допустимыми с точки зрения их 
безопасности (безвредности) для макрорганизма, а 
имеющие место колебания выраженности или часто-
ты этих изменений у отдельных животных не выхо-
дили за пределы допустимых.

Процессы индукции апоптоза клеток эффектор-
ной системы врожденного иммунитета имеют клю-
чевое значение в регуляции иммунного и воспали-
тельного ответа на бактериальные антигены. В связи 
с этим с использованием метода проточной цитофлу-
ориметрии проведено изучение in vivo влияния пре-
паратов В-субъединицы ХТ на процессы апоптоза и 
пролиферации как двух альтернативных составляю-
щих ответа иммунокомпетентных клеток на 1-е и 7-е 
сутки после иммунизации.

Клетки в апоптозе идентифицировали как клет-
ки с пониженным содержанием ДНК (<2С), проли-
феративные клетки с дифференцировкой по фазам 
митотического цикла характеризовались повышен-
ным содержанием ДНК (>2С). 

В таблице представлены результаты влияния 
антигенов холерного вибриона на баланс апоптоза 
и пролиферации иммунокомпетентных клеток бе-
лых мышей. Установлен дозозависимый эффект Вк 
и Ву в отношении гибели иммунокомпетентных кле-
ток биомоделей. При повышении дозы Вк до 50 мкг 
происходило статистически достоверное увеличение 
как апоптотических, так и пролиферирующих клеток 
костного мозга на раннем этапе иммуногенеза (1-е 
сутки), лейкоцитов крови и спленоцитов на 1-е и 7-е 
сутки иммунного ответа относительно контрольных 
значений. Иммунизация животных хроматографиче-
ски очищенными препаратами В-субъ еди ницы (Вх 
и Впр) в дозе 2 мкг вызывала повышение (р<0,05) 
относительного количества апоптотических и про-
лиферирующих клеток костного мозга на 1-е сутки 
иммуногенеза с восстановлением баланса апоптоза и 
пролиферации к 7-м суткам. 

Следует отметить, что подавляющее большин-
ство лейкоцитов крови, клеток костного мозга и се-
лезенки находились в предмитотической и митоти-
ческой фазах клеточного цикла (G2+M) и меньшее 
количество – в фазе синтеза (S). 

Проведенный цитофлуориметрический мони-
торинг процесса иммуногенеза показал, что баланс 
апоптоза и пролиферации, дифференцировка и эли-
минация клеток костного мозга, лейкоцитов крови 
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и спленоцитов в ответ на исследуемые препараты 
В-субъ единицы ХТ, независимо от способа получения 
и степени очистки, находились в пределах нормальных 
показателей, что свидетельствовало об отсутствии их 
повреждающего действия на организм биомоделей. 

Данные экспериментальные серии В-субъ еди-
ни цы ХТ не вызывают значимых изменений в со-
стоянии иммунокомпетентных клеток на различных 
стадиях клеточного цикла, что можно использовать 
как дополнительный критерий оценки качества пре-
паратов – кандидатов в иммунобиологические. 

Иммуноферментным анализом установлено, что 
введение препаратов В-субъединицы ХТ индуцирова-
ло синтез антител к В-субъединице ХТ в сыворотках 
крови мышей. Титры антител к В-субъ еди нице ХТ 
при иммунизации всеми препаратами В-субъединицы 
значимо не различались. Использование в ИФА в ка-
честве антигена Ву вызвало образование антител к 
В-субъединице ХТ в титрах, 640 (0÷2176), сравни-
мых с титрами, зарегистрированных в ответ на кон-
трольную В-субъединицу – 1920 (64÷2048). 

Таким образом, испытания иммунобиологиче-
ских свойств препаратов В-субъединицы ХТ дают 
основание считать препараты В-субъединицы пер-
спективными компонентами холерной вакцины. 
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Влияние антигенов холерного вибриона на баланс апоптоза и пролиферации иммунокомпетентных клеток

Иммунизирующий 
 препарат

Доза, 
мкг

Штамм-
продуцент

Лейкоциты Спленоциты Клетки костного мозга

1 сут 7 сут 1 сут 7 сут 1 сут 7 сут

Концентрат В-субъединицы (Вк) 2 V. cholerae  
non O1 КМ93

0,17±0,006 0,22±0,015 0,45±0,02* 0,14±0,15 0,06±0,006 0,11±0,01
50 0,39±0,01* 0,58±0,1* 0,52±0,02* 0,59±0,18* 0,18±0,03* 0,06±0,006

В-ультрафильтрат (Ву) 2 0,36±0,03* 0,19±0,01 0,56±0,06* 0,18±0,01 0,03±0,002 0,11±0,006
50 0,48±0,03* 0,25±0,01 0,49±0,045 0,24±0,03* 0,025±0,003 0,08±0,006

Хроматографически очищенная  
В-субъединица (Вх)

2 0,17±0,01 0,28±0,02 0,11±0,006 0,15±0,015 0,08±0,003* 0,04±0,0002
50 0,19±0,01 0,25±0,015 0,17±0,002 0,13±0,003 0,07±0,002* 0,05±0,002

Хроматографически очищенная  
В-субъединица (Впр)

2 V. cholerae  
569В

0,32±0,03 0,17±0,01 0,14±0,01* 0,06±0,002 0,07±0,015* 0,095±0,01
50 0,12±0,015 0,2±0,02 0,18±0,01 0,06±0,003 0,05±0,006 0,04±0,001

Контроль (физиологический 
 раствор)

0,21±0,01 0,22±0,003 0,29±0,02 0,09±0,006 0,03±0,006 0,07±0,003

*Достоверность различий по отношению к контролю (p<0,05).


