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Аннотация. Цель исследования: оценка эффективности и целесообразности применения везикул наружных мем-
бран атоксигенных штаммов Vibrio cholerae О1 серогруппы для профилактики экспериментальной холеры. Матери-
алы и методы. Для получения везикул использовали атоксигенные штаммы V. cholerae О1 El Tor 18950 (ctxAВ-tcpA-) 
и 18780 (ctxAВ-tcpA+), выделенные из воды поверхностных водоёмов. Протективные свойства полученных препара-
тов оценивали на модели генерализованной формы холеры у белых мышей и модели изолированной петли тонкого 
кишечника взрослого кролика. Результаты: показано, что везикулы наружных мембран, выделенные из атоксиген-
ных штаммов холерного вибриона, обладают протективным действием и препятствуют развитию инфекции у экс-
периментальных животных при заражении их вирулентным штаммом холеры. Наибольшую эффективность полу-
ченные препараты проявляют при парентеральном двукратном, с интервалом в семь дней, введении, предотвращая 
гибель всех взятых в эксперимент белых мышей и развитие патогенетических процессов в тонком кишечнике взрос-
лых кроликов. Выводы: полученные данные свидетельствует о формировании у животных выраженной иммунной 
защиты от заболевания, а также о возможности использования данных структур для создания профилактических 
противохолерных препаратов.
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Abstract: Purpose: To evaluate the effectiveness and expediency of using vesicles of the outer membranes of atoxygenic strains 
of Vibrio cholerae O1 serogroup for the prevention of experimental cholera. Materials and methods: atoxigenic strains of V. 
cholerae O1 El Tor 18950 (ctxAB-tcpA-) and 18780 (ctxAB-tcpA+) isolated from the water of surface reservoirs were used to obtain 
vesicles. The protective properties of the obtained drugs were evaluated using a model of generalized cholera in white mice and a 
model of an isolated loop of the small intestine of an adult rabbit. Results: it has been shown that vesicles of the outer membranes 
isolated from atoxygenic strains of V. cholerae have a protective effect and prevent the development of infection in experimental 
animals when infected with a virulent strain of cholera. The obtained drugs are most effective when administered parenterally 
twice, with an interval of seven days, preventing the death of all white mice taken in the experiment and the development of 
pathogenetic processes in the small intestine of adult rabbits. Summary: the data obtained indicates the formation of pronounced 
immune protection against the disease in animals, as well as the possibility of using these structures to create preventive anti-
cholera drugs.
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Введение
В процессе жизнедеятельности у всех грамотрицатель-

ных бактерий образуются везикулы наружных мембран 
(OMVs) — сферические структуры диаметром от 20 до 
300 нм [1, 2]. Установлено, что молекулы белковой и ли-
пополисахаридной природы, расположенные на наруж-
ной мембране микроба, являются мишенями для компо-
нентов врождённого (неспецифического) иммунитета, 
а также проявляют свойства протективных антигенов 
и участвуют в формировании специфического антибак-
териального иммунитета [3]. Поэтому исследования по 
изучению иммуногенных и протективных свойств ве-
зикул наружных мембран различных возбудителей ак-
тивно ведутся во всём мире. Для профилактики менин-
гококковой инфекции, вызываемой Neisseria meningitidis 
серогруппы В, лицензирована и успешно используется в 
клинической практике вакцина Bexsero (Италия), состо-
ящая из везикул наружных мембран [3]. В литературных 
источниках приводятся доказательства формирования 
эффективного иммунитета к различным бактериальным 
инфекциям при использовании вакцинных препара-
тов на основе везикул наружных мембран Escherichia coli 
[4], Neisseria gonorrhoeae [5], Burkholderia pseudomallei [6], 
Salmonella typhimurium [7], Helicobacter pylori [8], Neisseria 
meningitidis [9], Brucella abortus [10], Klebsiella pneumoniae 
[11], Bordetella pertussis [12] и т.д. 

Показано, что везикулярные вакцины имеют ряд важ-
ных преимуществ: они безопасны, но обладают свойства-
ми целой бактериальной клетки, антигены на их поверх-
ности находятся в нативном состоянии. Кроме того, они 
не требуют холодовой цепи и буферного раствора, что де-
лает их применение экономически выгодным и перспек-
тивным [13].

Как и все грамотрицательные бактерии, холерные ви-
брионы способны выделять везикулы наружных мем-
бран — образования сферической формы от 20 до 200 нм, 
которые транспортируют различные факторы вирулент-
ности возбудителя, в том числе и холерный токсин (ХТ), 
к клеткам эпителия тонкого кишечника [14–16].

Об эффективности использования OMVs холерно-
го вибриона в качестве средства специфической профи-
лактики холеры свидетельствуют эксперименты, прове-
дённые зарубежными учеными. Так S. Schild с соавт. [17] 
обнаружили у мышей, рождённых от матерей, иммуни-
зированных препаратами OMVs токсигенных штаммов 
Vibrio cholerae E7946 O1 El Tor Inaba и V. cholerae O395 
O1 Ogawa, наличие противохолерных иммуноглобули-
нов (Ig) класса G в количестве, достаточном для полной 
защиты новорождённых от колонизации холерных ви-
брионов, что свидетельствовало о возможности пере-
дачи пассивного гуморального иммунитета к возбуди-
телю холеры. При этом в фекалиях иммунизированных 
самок регистрировались специфические IgA и IgG1, под-
тверждающие индукцию иммунного ответа в желудоч-
но-кишечном тракте (ЖКТ). Интересно, что включение 
в состав OMVs холерных вибрионов гетерологичного 
антигена (периплазматической щелочной фосфатазы E. 
coli) и последующая интраназальная иммунизация ими 
индуцировала у мышей специфический иммунный от-
вет против гетерологичного антигена. Полученные дан-
ные свидетельствуют о потенциальной возможности 

использования везикул для доставки различных антиге-
нов при разработке новых вакцин [17]. N. Roy с соавт. [18] 
было выявлено, что OMVs V. cholerae значительно менее 
реактогенны, чем живые и убитые при нагревании бак-
терии, а пероральная иммунизация такими препарата-
ми может индуцировать долгосрочный иммунитет. A.L. 
Bishop с соавт. [19] выявили, что иммунизация мышей ве-
зикулами наружных мембран холерных вибрионов О1 се-
рогруппы Инаба или Огава обеспечивает защиту тонкого 
кишечника животных от колонизации V. cholerae О1 обо-
их серотипов. Этими же авторами показано, что OMVs 
V. cholerae O1 или O139 серогрупп не обеспечивают пере-
крёстную серогрупповую защиту, а использование сме-
си везикул наружных мембран, выделенных от холерных 
вибрионов O1 и O139 серогрупп, обеспечивают защиту 
животных от заражения этими штаммами. Другими уче-
ными обнаружено [20], что введение OMVs V. cholerae 
или энтеротоксигенной кишечной палочки (ETEC) вы-
зывало формирование видоспецифичного иммунитета, а 
комбинации везикул этих бактерий — высокого иммун-
ного ответа против обоих патогенов. 

R. Sinha с соавт. [21] создали экспериментальную про-
тивохолерную вакцину (CPMVs), смешав везикулы на-
ружных мембран пяти вирулентных штаммов V. cholerae. 
Показано, что четырёхкратная пероральная иммуни-
зация CPMVs индуцировала у мышей специфические 
В- и Т-клеточные реакции, выработку сывороточных 
противохолерных антител класса G, A, M, sIgA на сли-
зистых оболочках, а также секрецию цитокинов, харак-
терных для Th2 и Th17 иммунных ответов. Иммунизиро-
ванные этой вакциной взрослые мыши и их потомство 
были защищены от заражения вирулетными штаммами 
V. cholerae. 

M. Sedaghat и соавт. [22] продемонстрировали, что 
пероральная вакцинация мышей OMVs и, особенно,  
в комбинации с клиническим штаммом V. cholerae, выде-
ленным от больного холерой (WC-OMVs), обеспечива-
ет защиту от заражения вирулентными штаммами холе-
ры. Наибольшая эффективность WC-OMVs, по мнению 
авторов, может быть связана либо с увеличением коли-
чества протективных антигенов, либо с адъювантными 
свойствами везикул. 

Таким образом, все вышеизложенное свидетельству-
ет о возможности применения везикул наружных мем-
бран для специфической профилактики холеры. Однако 
экспериментальные разработки, касающиеся создания 
вакцин на основе OMVs холерных вибрионов, были 
проведены с использованием вирулентных штаммов V. 
cholerae. Работа с такими штаммами требует особого ре-
жима с соблюдением усиленных мер безопасности, что 
затрудняет получение вакцинных препаратов. Кроме 
того, в везикулах, полученных из токсигенных штаммов, 
может находиться ХТ —основной фактор патогенности 
возбудителя холеры. Показано, что большая часть ХТ 
секретируется в OMV-ассоциированной форме и нахо-
дится исключительно внутри везикул [16]. В отличие от 
свободного ХТ, секретируемого через систему секреции 
II типа, OMV-ассоциированный ХТ защищен от дегра-
дации кишечными протеазами, что позволяет ему доль-
ше находиться в кишечном тракте и сохранять токсич-
ность [15]. 
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Цель исследования — оценка эффективности и целе-
сообразности применения везикул наружных мембран 
атоксигенных штаммов V. cholerae О1 серогруппы для 
профилактики экспериментальной холеры. 

Материалы и методы
Для получения препаратов везикул использовали 

штаммы V. cholerae О1 El Tor 18950 (ctxAВ-tcpA-), 18780 
(ctxAВ-tcpA+), выделенные из воды поверхностных водо-
ёмов. Культуры выращивали при 37˚С 18 часов на агаре 
Мартена (рН 7.6). Из суточной агаровой культуры дела-
ли 1 млрд взвесь по стандарту мутности в 3 мл физиоло-
гического раствора (рН 7.8) и 0,5 мл взвеси засевали в 25 
мл бульона LB. Штаммы культивировали с дополнитель-
ной аэрацией (шуттелированием) 120–130 качаний в ми-
нуту на шуттеле (Incubator shaker, serious 25, США) 18 ча-
сов при 37˚С. Из выросшей культуры засевали по 0,5 мл 
в 4 флакона среды LB по 250 мл и выращивали 18 часов 
с аэрацией. 

После обеззараживания мертиолятом натрия 1:10000 
культуру, выращенную в питательной жидкой среде, цен-
трифугировали при 6000 об./мин. 25 минут на холоде на 
центрифуге (Веckman, model J2-21, США). Полученные 
надосадки попеременно фильтровали через мембраны с 
диаметром пор 0,45 мкм и 0,22 мкм. Концентрировали 
препараты в 10 раз на ультрафильтрационной установ-
ке (Amicon) с последующим центрифугированием образ-
цов при 45000g в течение 2 часов. Для дальнейшего иссле-
дования осадок растворяли в 500 мкл физиологического 
раствора (рН 7.8). Количество белка в полученных пре-
паратах составляло 400–500 мкг/мл. Детекцию белка про-
водили на приборе (Bio Rad). Готовые препараты храни-
ли при -20˚С. 

Наличие везикул в препаратах подтверждали методом 
ТЭМ с помощью электронного цифрового микроскопа 
Jeol JEM 1011. Все манипуляции выполняли согласно МУ 
1.3.3103–13 [23]. Было обнаружено присутствие сфериче-
ских везикул размерами около 40–200 нм. 

Оценка специфической стерильности препаратов с 
помощью бактериологического метода показала их био-
логическую безопасность. 

Анализ белков препаратов везикул осуществляли в 
ПААГ-электрофорезе в присутствии SDS по методике 
U.K. Laemmli [24]. Наличие липополисахарида (ЛПС) в 
составе препаратов везикул определяли методом прямо-
го варианта иммуноферментного анализа (ИФА), кото-
рый осуществляли общепринятым методом в 96-луноч-
ных плоскодонных серологических планшетах (Costar) 
[25]. 

Протективную способность полученных везикул на-
ружных мембран оценивали на модели белых мышей 
(16–20 г в возрасте 6–10 недель) и на модели взрослых 
кроликов (1,5–2 кг). При работе с экспериментальными 
животными руководствовались международными прин-
ципами, изложенными в «Европейской конвенции о за-
щите позвоночных животных, используемых для экспе-
риментов и других научных целей» ETS N 123 (Страсбург, 
1986), Приказом Минздрава РФ от 01.04.2016 № 199Н 
«Об утверждении Правил надлежащей лаборатор-
ной практики». На все эксперименты получено по-
ложительное заключение Комиссии по биоэтике при 

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт 
Роспотребнадзора, протокол заседания №2 от 17.01.2022 
г.

Белых мышей иммунизировали парентерально (вну-
тримышечно) однократно и двукратно (с интервалом в 
семь дней) полученными препаратами OMVs в дозе 2,5 
и 5 мкг белка. Контрольным животным вводили физио-
логический раствор в том же объёме (0,2 мл) и по той же 
схеме. Через две недели после последней иммунизации у 
опытных и контрольных животных вызывали генерали-
зованную форму холеры [26]. Результаты эксперимента 
учитывали только при гибели всех контрольных живот-
ных в течение суток.

Также защитное действие препаратов везикул оцени-
вали на модели взрослых кроликов. Животных иммуни-
зировали парентерально (внутримышечно) однократ-
но и двукратно (с интервалом в семь дней) препаратами 
везикул по 150 мкг белка в объёме 0,5 мл. Контрольным 
кроликам вводили физиологический раствор в том же 
объёме и по той же схеме. Протективную активность 
препаратов изучали с помощью модели перевязанной 
петли тонкого кишечника взрослых кроликов [27]. О раз-
витии экспериментальной холеры судили по наличию 
холерогенного и энтеропатогенного эффектов в опытной 
петле тонкого кишечника. Об энтеропатогенном эффекте 
свидетельствовали развитие отёка слизистой и подсли-
зистой оболочек, кровоизлияния и некроза покровного 
эпителия ворсин кишечник, о холерогенном — растяну-
тая опытная петля (в результате выпота тканевой жид-
кости и электролитов в просвет кишечника). Наличие/
отсутствие холерогенного эффекта определяли, расчиты-
вая коэффициент растяжения петли по формуле 

коэффициент растяжения петли (К) =
объём жидкости

длина петли,

где значение  К>1,0  
свидетельствует о наличии холерогенного эффекта.

Статистическая обработка полученных результатов 
осуществлялась с использованием Мicrosoft Ехсеl 2010 
и StatSoft Statistica Windows 10.01. Эксперименты прово-
дили в трёх повторностях, после чего определяли значе-
ния доверительных интервалов среднеарифметического 
(М) для уровня достоверности (Р) 95%. Проводили срав-
нение совокупностей по качественным признакам с по-
мощью критерия Фишера. Отличия считали значимыми 
при p<0,05.

Результаты
Проведена оценка наличия на мембране выделенных 

везикул основных протективных антигенов — белков и 
ЛПС. Показано, что в препаратах, полученных из штам-
мов V. cholerae O1 18950 и 18780, присутствуют белковые 
полосы на уровне маркера молекулярной массы 40 и 45 
кДа в первом препарате и 38 и 40 кДа во втором, что со-
ответствует молекулярному весу белков наружной мем-
браны, относящимся к семейству омптинов (пориновым 
белкам наружной мембраны OmpT, OmpU). Также в этих 
двух препаратах была выявлена минорная полоса около 
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Таблица / Table 1

Эффективность однократного и двукратного введения препаратов везикул холерного вибриона на модели белых мышей
Efficacy of single and double administration of vibrio cholera vesicles in a model of white mice

Препараты
везикул 
Vesicle preparations

Количество мышей  
в каждом 

эксперименте 
Number of mice in each 

experiment

Доза препарата 
(мкг) 

The dose of the 
drug (mcg)

Выживаемость животных
Animal survival

(%)
При однократном 

введении 
Single introduction

При двукратном 
введении 

Double introduction

V.cholerae O1 El Tor 18950
20 2,5 13,3±2,0 48,3±2,89*

20 5 23,3±2,6 100±0,0*
**

V. cholerae O1 El Tor 18780
20 2,5 11,7±2,9 43,3±2,89*

20 5 23,4±2,2 98,3±1,9*
**

Интактные животные  
Intact animals 20 - 0 0

Примечание: *— достоверное отличие от показателя при однократном введении; ** —достоверное отличие от пока-
зателя при иммунизации более низкой дозой.

Note: *— a significant difference from the indicator with a single injection; ** — a significant difference from the indicator for 
immunization with a lower dose.

Таблица / Table 2

Влияние препаратов OMVs на развитие патогенетической картины экспериментальной холеры у взрослых кроликов
The effect of OMVs preparations on the development of the pathogenetic picture of experimental cholera in adult rabbits

Препараты
везикул  
Vesicle 
preparations

Наличие признаков развития экспериментальной холеры
The presence of signs of the development of experimental cholera

Однократное введение
 Single introduction

Двукратное введение 
Double introduction

Энтеропатогенный
(степень выраженности) 

Enteropathogenic
(degree of severity)

Холерогенный 
(К>1)  

Cholerogenic
(K>1)

Энтеропатогенный
(степень выраженности) 

Enteropathogenic
(degree of severity)

Холерогенный 
(К>1)

 Cholerogenic
(K>1)

V. cholerae O1 El 
Tor 18950

Средняя
Average 1,28±0,1

Отсутствует
Absent 0,25±0,18

V. cholerae O1 El 
Tor 18780

Сильная
Strong 1,19±0,12

Отсутствует
Absent 0,34±0,21

Интактные 
животные  
Intact animals

Сильная
Strong 1,33±0,14

Сильная
Strong 1,27±0,17

66,2 кДа. Наличие ЛПС, согласно результатам проведён-
ного ИФА, подтверждено во всех исследуемых препара-
тах везикул.

При изучении протективности полученных препаратов 
везикул в тесте активной защиты мышей выявлено, что од-
нократная иммунизация OMVs V. cholerae O1 El Tor 18950 и 
V. cholerae O1 El Tor 18780 недостаточно эффективно защи-
тила животных от гибели после заражения вирулентными 
штаммами холеры как при использовании иммунизирую-
щей дозы 2,5 мкг, так и 5 мкг (табл. 1).

Двукратная иммунизация везикулами V. cholerae в дозе 
2,5 мкг достоверно способствовала увеличению защит-
ной эффективности препаратов, предотвращая гибель 
около 50% животных в группе, получавших везикулы 
штамма V. cholerae O1 El Tor 18950, и около 45 % мышей, 
иммунизированных препаратом OMVs V. cholerae O1 El 
Tor 18780. 

Лучшие результаты на этой экспериментальной мо-
дели получены нами при двукратном применении 
препаратов в дозе 5 мкг. Данная схема обеспечивала 
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выживаемость 100% белых мышей из группы примиро-
ванных OMVs V. cholerae O1 El Tor 18950 и практически 
всех животных, вакцинированных везикулами V. cholerae 
O1 El Tor 18780 (табл. 1)

Анализ результатов профилактической эффектив-
ности изучаемых везикул V. cholerae О1 El Tor 18950 и 
V.cholerae О1 El Tor 18780 на модели взрослых кроликов 
показал, что однократное введение препаратов в дозе 150 
мкг не защищало животных от развития симптомов хо-
леры в тонком кишечнике, как и в случае однократного 
применения препаратов при моделировании генерализо-
ванной формы холеры у мышей.

 Увеличение протективной активности было зареги-
стрировано нами только после двукратной иммунизации 
животных. У кроликов опытных групп в опытной и кон-
трольной изолированных петлях тонкого кишечника от-
сутствовали энтеропатогенный и холерогенный эффек-
ты (К<1,0). При этом у животных контрольной группы 
опытные петли были растянуты жидкостью (холероген-
ный эффект) и наблюдались отёк более глубоко лежащих 
тканей, кровоизлияния и некрозы покровного эпителия 
ворсин (энтеропатогенный эффект) (табл. 2). 

Обсуждение
Результаты проведённых экспериментов свидетель-

ствуют о том, что везикулы, выделенные из атоксигенных 
штаммов холерных вибрионов, обладают протективной 
способностью и защищают животных от развития экспе-
риментальной холеры. Наибольшую эффективность по-
лученные препараты в изученных дозах проявляют при 
двукратном парентеральном введении, предотвращая ги-
бель всех взятых в эксперимент белых мышей и развитие 
патогенетических процессов в тонком кишечнике взрос-
лых кроликов. 

Полученные данные подтверждаются нашими пре-
дыдущими исследованиями, посвящёнными изучению 
протективной активности наружных мембран холер-
ных вибрионов, выделенных из атоксигенных штаммов 
V. cholerae. Было выявлено наличие иммуногенной и 
протективной активности у наружных мембран холер-
ного вибриона, выделенных щадящими методами из 
штамма V. cholerae El tor 18950 (ctx-, tcp-, OmpT+, OmpU-, 
OmpW+). Двукратная иммунизация белых мышей (по 10 
мкг) и взрослых кроликов (по 700 мкг) этим препаратом 
предотвращала развитие холеры у экспериментальных 

животных, заражённых вирулентными штаммами воз-
будителя, причём этот эффект сохранялся до пяти меся-
цев поствакцинального периода (срок наблюдения) [28]. 
Показано, что наличие защитной способности штамма V. 
cholerae O1 El Tor 18950 было обусловлено повышенной 
продукцией на его мембране белка OmpT, обладающего 
высокой иммуногенностью и протективностью [29]. По-
лученные в рамках данной работы везикулы наружных 
мембран, в том числе и из этого штамма, обладали хоро-
шим защитным эффектом при гораздо более низких до-
зах (5 мкг/мышь и 150 мкг/кролик). Это свидетельствует 
о сохранении нативной структуры основных протектив-
ных антигенов — ЛПС и белков наружной мембраны, 
входящих в состав везикул [13], — и обеспечивает им 
большую протективную способность по сравнению с 
препаратами наружных мембран.

В отличие от зарубежных авторов, получавших экспери-
ментальные препараты везикул из вирулентных штаммов 
холерных вибрионов [17–22], что требует соблюдения особых 
мер безопасности и контроля токсичности препаратов из-
за наличия в них ХТ как основного фактора патогенности 
холерного вибриона, нами выделены OMVs из авирулентных 
(атоксигенных) штаммов холерных вибрионов и показано 
их протективное действие при экспериментальной холере. 
Полученные результаты свидетельствуют о возможности 
использования этих везикул для специфической профилак-
тики холеры и могут быть полезны при разработке новых 
вакцинных препаратов против этой инфекции. 

Выводы
1. Препараты OMVs, выделенные из культур атокси-

генных штаммов V. cholerae O1 El Tor 18950 и V. cholerae 
O1 El Tor 18780, обладают протективной активно-
стью в отношении токсигенных холерных вибринов О1 
серогруппы.

2. При использовании везикул имеет значение имму-
низирующая доза и кратность введения препарата.

3. Двукратное внутримышечное применение OMVs 
(для белых мышей в дозе 5 мкг, взрослых кроликов в дозе 
150 мкг) препятствовало развитию экспериментальной 
холеры у всех взятых в эксперимент животных.

4.  Полученные данные свидетельствуют о возможно-
сти и перспективности использования данных препара-
тов для совершенствования специфической профилакти-
ки холеры.
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