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Цель работы – изучение композиционного состава препаратов везикул (OMV) у штаммов Vibrio cholerae O1 El 
Tor (ctxAB–tcpA–; ctxAB–tcpA+) и О139 (ctxAB–tcpA–) серогрупп, выделенных из различных источников. Материалы 
и методы. В работе использовали штаммы V. cholerae серогрупп О1 и О139, из которых были получены препа-
раты OMV. Методом трансмиссионной электронной микроскопии (ТЭМ) изучали строение препаратов OMV. 
Полногеномное секвенирование ДНК проводили на платформе MiSeq. Нуклеотидные и соответствующие ами-
нокислотные последовательности генов изучали c помощью биоинформационного анализа. Белковое профили-
рование проводили с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии. Ферментативные активности детектировали  
с использованием соответствующих сред и субстратов. Определение (поверхностных детерминант) липополиса-
харида (ЛПС) и белков наружной мембраны в составе OMV осуществляли методом иммуноферментного анализа. 
Анализ спектра жирных кислот (ЖК) проводили методом газожидкостной хроматографии масс-спектрометрии. 
Результаты и обсуждение. Получены препараты OMV из атоксигенных штаммов холерных вибрионов. ТЭМ вы-
явлено, что OMV представлены структурами сферической формы около 40–200 нм. По данным полногеномного 
секвенирования установлено, что в составе OMV обнаружены фрагменты хромосом, содержащие гены штаммов 
V. cholerae серогрупп O1 и O139, из которых они выделены. Проведенный биоинформационный анализ выявил 
отличия в структуре гена ompT у исходных штаммов и у OMV, полученных из штаммов V. cholerae серогрупп 
O1 и O139. Ген ∆ompT препарата OMV V. cholerae O139-серогруппы был трункирован и образовывал пептид в 
17 аминокислотных остатков (-LENHHQKNREPDKEFPY-). Анализ композиционного состава OMV выявил на-
личие в их составе ферментов (N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы и ДНК-азы), белков наружных мембран (OmpT и 
OmpU), ЛПС, насыщенных, сis/trans-изомеров ненасыщенных ЖК и разветвленных ЖК. Обнаружены различия в 
композиционном составе OMV, полученных из атоксигенных штаммов V. cholerae серогрупп О1 и О139.
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Abstract. The aim of the work was to study the composition of vesicle preparations (OMV) in Vibrio cholerae strains 
O1 El Tor (ctxAB–tcpA–; ctxAB–tcpA+) and O139 (ctxAB–tcpA–) isolated from various sources. Materials and methods. 
V. cholerae strains O1 and O139 serogroups were used in the work, from which OMV preparations were obtained. The 
structure of OMV preparations was studied by transmission electron microscopy (TEM). Genome-wide DNA sequencing 
was performed on the MiSeq platform. The nucleotide and corresponding amino acid sequences of the genes were stu-
died using bioinformatics analysis. Protein profiling was conducted using MALDI-TOF mass spectrometry. Enzymatic 
activities were detected using appropriate media and substrates. Determination of (surface determinants) lipopolysaccha-
ride (LPS) and outer membrane proteins in the composition of OMV was carried out by enzyme immunoassay (ELISA). 
The analysis of the spectrum of fatty acids was performed by gas-liquid chromatography mass spectrometry. Results and 
discussion. OMV preparations have been obtained from non-toxigenic strains of cholera vibrios. TEM has revealed that 
OMVs are represented by spherical structures of about 40–200 nm. Genome-wide sequencing has shown that fragments 
of chromosomes containing genes of V. cholerae strains, O1 and O139 serogroups, from which they were isolated are 
present in the OMV. The bioinformatic analysis revealed differences in the structure of the ompT gene in the initial strains 
and in OMV obtained from V. cholerae strains O1 and O139 serogroups. The ΔompT gene of the OMV preparation from 
V. cholerae O139 serogroup was trunked and formed a peptide of 17 amino acid residues (-LENHHQKNREPDKEFPY-). 
Analysis of the OMV composition has revealed the presence of enzymes (N-acetyl-β-D-glucosaminidase and DNA-
azes), proteins of outer membranes (ompT and OmpU), LPS, saturated, сis/trans isomers of unsaturated fatty acids and 
branched fatty acids. Differences in the composition of OMV obtained from non-toxigenic strains of V. cholerae O1 and 
O139 serogroups have been identified.
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Способность к секреции мембранных везикул 
(outer membrane vesicles – OMV) является универ-
сальным процессом, присущим всем микроорганиз-
мам, включая холерный вибрион. С момента первого 
обнаружения OMV у прокариотических микроорга-
низмов в 60-х гг. прошлого века до настоящего вре-
мени интерес к их биогенезу, составу и свойствам 
возрастает в связи с появлением новых данных, до-
казывающих их роль в физиологии, адаптации/пер-
систенции, пато- и иммуногенезе [1–3].

Микроорганизмы используют везикулы как 
медиаторы для реализации стратегии межклеточ-
ных коммуникаций, репрограммирования клеток-
мишеней после интернализации [4], горизонтально-
го переноса генов, экспортирования агрегированных 
белков и других компонентов клетки [5, 6], в обра-
зовании и функционировании биопленок, реализа-
ции ответных реакций клеток на стресс [7], а также 
для формирования устойчивости к антимикробным 
препаратам/пептидам (AMP) [8]. Представляя важ-
нейшую часть бактериального секретома, везику-
лы вовлечены в универсальный способ секреции у 
прокариот [9]. Помимо мембранных компонентов, 
OMV могут содержать и экспортировать различ-
ные везикуло-ассоциированные токсины в концен-
трированной и при этом защищенной от протеаз и 
агрессивной среды форме, а также липополисахарид 
(ЛПС) и различные антигены.

В настоящее время проведены протеомный, 
метаболомный и липидомный анализы OMV, полу-
ченных из некоторых микроорганизмов. По данным 
протеомного профилирования препаратов OMV, по-
лученных из различных микроорганизмов, везикулы 
характеризуются определенным набором белков, ко-
личество которых для разных бактериальных видов 
составляет от 100 до 400 и более [10, 11], включая 
белки, относящиеся к семейству омптинов (OmpT, 
OmpU, OmpA, OmpC, OmpF и др.), а также белки, 
ответственные за сигналинг и клеточный транспорт 
(NmpC, OmpX, LppA, LppB, Pal, TolB и др.) [12]. 

В составе препаратов OMV микроорганизмов 
обнаружены ферменты различных классов: гидро-
лазы, изомеразы, лиазы, оксидоредуктазы, транс-
феразы, а также патоген-ассоциированные молеку-
лы (PAMPs), влияющие на течение инфекционного 
процесса, метаболиты и нуклеиновые кислоты [13]. 
Липидомный анализ выявил в составе OMV такие 

классы соединений, как фосфатидил этаноламин, 
фосфатидилхолин, кардиолипин, диацилглице-
рин и др.

Биологическая роль OMV разнообразна и зави-
сит от их композиционного состава, определяемого 
уникальным механизмом их сортинга, зависящим 
от различных факторов. В настоящее время актив-
но изучается композиционный состав препаратов 
OMV у многих бактерий, включая препараты OMV, 
полученные из токсигенных штаммов холерных ви-
брионов [14], в то время как отсутствуют данные 
по изучению композиционного состава препаратов 
OMV, полученных из атоксигенных штаммов Vibrio 
cholerae серогрупп О1 и О139. 

Целью иcследования явилось изучение компо-
зиционного состава препаратов OMV, полученных 
из штаммов V. cholerae О1 El Tor (ctxAВ–tcpA–; ctxAВ–

tcpA+) и О139 (ctxAB–tcpA–), выделенных из различ-
ных источников.

Материалы и методы

В работе использовали следующие штаммы: 
V. cholerae O1 El Tor биовара № 18950 (ctxAВ–tcpA–), 
выделенный из реки Подкумок; 18780 (ctxAВ–tcpA+), 
выделенный из клинического материала, и V. cho-
lerae О139-серогруппы 17786 (ctxAВ–tcpA–), выде-
ленный из устья реки Иня. Культуры микроорганиз-
мов получали из лаборатории «Коллекция патоген-
ных микроорганизмов» ФКУЗ Ростовский-на-Дону 
противочумный институт Роспотребнадзора, где их 
хранили в лиофилизированном состоянии. Для куль-
тивирования холерных вибрионов использовали агар 
Мартена (рН 7,6).

Препараты OMV возбудителя холеры получали 
по методу [14]. Для этого из суточной агаровой куль-
туры делали 1 млрд взвесь в 3 мл физиологическо-
го раствора (рН 7,8) и 0,5 мл взвеси засевали 25 мл  
бульона LB. Штаммы культивировали с дополни-
тельной аэрацией (шуттелированием) 120–130 кача-
ний в минуту на шуттеле (Incubatorshaker, serious 25, 
США) 18 ч при 37 °С. Из выросшей культуры засе-
вали по 0,5 мл в четыре флакона среды LB по 250 мл 
и выращивали 18 ч с аэрацией. 

Обеззараженную мертиолятом натрия (1:10000) 
культуру центрифугировали при 6000 об/мин 25 мин 
на холоде в центрифуге (Веkman model J2-21, США). 
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Супернатант фильтровали через мембраны с диа-
метром пор 0,45 и 0,22 мкм и концентрировали в 
10 раз в ультрафильтрационной установке (Amicon). 
Везикулы осаждали ультрацентрифугированием об-
разцов в течение 2 ч в центрифуге (Веkman Coulter 
Avanti JXN-30), тип ротора JA-30.50 (108000 g и при 
45000 g). Готовые препараты OMV хранили при ми-
нус 20 °С. 

Детекцию белка в препаратах OMV проводи-
ли на спектрофотометре (SmartSpec 3000 UV/Vis, 
BioRad, США) согласно инструкции. 

Методом трансмиссионной электронной микро-
скопии (ТЭМ) с помощью электронного цифрового 
микроскопа Jeol JEM 1011 изучали ультратонкое 
строение препаратов OMV. Исследуемые образцы 
OMV окрашивали методом негативного контрасти-
рования. Обеззараженные препараты наносили на 
сетки с пленкой-подложкой из формвара (0,5 %) и 
инкубировали 2 мин с 2 % раствором уранилацета-
та. Приготовленные образцы изучали в электронном 
микроскопе с увеличением в 100–250 тыс. раз. 

ДНК препаратов OMV выделяли с помощью 
коммерческого набора «Рибо-Преп» («АмплиСенс», 
Россия) согласно прилагаемой инструкции. 
Полногеномное секвенирование ДНК препаратов 
OMV проводили на платформе MiSeq (Illumina) 
c использованием набора NexteraDNAflex, картридж 
на 500 циклов. Качество ридов проверяли с помо-
щью программы FastQC [15]. Для очистки ридов 
использовали программу для фильтрации данных 
Trimmomatic [16], сборка осуществлялась de novo 
программой-сборщиком SPAdes (v3.11.1). Анализ 
полученных данных ДНК проводили с помощью 
программы SeqAnalayser [17]. Нуклеотидную и со-
ответствующую аминокислотную последовательно-
сти генов ompT, оmpU в препаратах OMV изучали c 
помощью биоинформационного анализа.

Белковое профилирование препаратов OMV 
проводили с помощью MALDI-TOF масс-спектро-
метрии на приборе Autoflexspeed III BrukerDalto-
nics (Германия) с программным обеспечением: 
FlexControl – программа для управления время-
пролетными масс-спектрометрами серии flex ком-
пании Bruker; Flex Analysis 3.3 – программа для 
ручного анализа полученных масс-спектров (ви-
зуальное сопоставление, оценка качества масс-
спектров, калибровка); Biotyper 3.1 – программа для 
обработки и анализа масс-спектров, полученных 
на масс-спектрометрах фирмы Bruker для анали-
за общего индекса корреляции спектров, кластер-
ного анализа спектров. Снятие белковых спектров 
проводили в программе FlexControl в диапазоне 
2000–20000 m/z, а их обработку – в программе Flex 
Analysis. В качестве матрицы использовали α-циано-
гидроксикоричную кислоту. Экстракцию проводили 
этанолом/муравьиной кислотой. 

Способность штаммов и полученных из них 
препаратов OMV расщеплять Твин-20, -40, -60, -80  
выявляли на сконструированной среде [18]. 

Алкилсульфатазную активность (гидролиз SDS) 
изучали на сконструированной минимальной син-
тетической среде [19]. ДНК-азную активность опре-
деляли с использованием ДНК-азного тест-агара 
(согласно инструкции). Активность N-ацетил-β-D-
глюкозаминидазы определяли у штаммов и препа-
ратов OMV с использованием флуорогенного суб-
страта 4-метилумбеллиферил-N-ацетил-β-D-глю ко-
заминида (4-MUFGlcNAc) (Sigma) качественным 
способом [20].

ЛПС в составе препаратов OMV выявля-
ли методом иммуноферментного анализа (ИФА). 
Постановку прямого варианта ИФА (для определе-
ния О-антигена) осуществляли в 96-луночных пло-
скодонных серологических планшетах (Costar) [21]. 

Содержание в препаратах OMV поверхност-
ных антигенных детерминант (белков OmpT, OmpU) 
определяли ИФА (непрямой вариант) с использова-
нием моноклональных антител (МКА) в полистиро-
ловых планшетах [22].

Анализ спектра жирных кислот (ЖК) препара-
тов OMV и липидома исходных клеток V. cholerae 
проводили в 30-метровой капиллярной колонке Rtx-
5MS методом газожидкостной хроматографии масс-
спектрометрии (ГХ/МС) на приборе «Маэстро-2» 
(«Интерлаб», Россия), созданном на базе Agilent. 
В качестве газа-носителя использовали высокоочи-
щенный водород (99,9999 %), полученный из генера-
тора «Цвет.Хром-8». Разделение газовой смеси дери-
ватов проводили по программе 125÷280 °С с ростом 
5,1 °С в минуту при средней скорости потока газа-
носителя 1,3 мл/мин и давлении 6 psi. Анализ полу-
ченных спектров и идентификацию ЖК проводили 
с помощью встроенного ПО Enchansed ChemStation, 
коммерческой базы данных NIST2017 [23]. Индекс 
ненасыщенности фосфолипидов определяли по со-
отношению ненасыщенных и насыщенных ЖК 
(ННЖК/НЖК). 

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью общепринятых методов стати-
стики с использованием пакета программ Microsoft 
Excel (Microsoft Office 2010). Все приведенные дан-
ные являются средними значениями из трех экспе-
риментов. Расчет среднего значения и стандартного 
отклонения проводили с помощью параметрических 
статистических методов. Доверительный интервал 
установили на уровне 95 % (P≤0,05). 

Результаты и обсуждение

В результате исследования получены препараты 
OMV, проведен анализ их композиционного соста-
ва у атоксигенных штаммов V. cholerae серогрупп 
O1 (ctxAB–tcpA–; ctxAB–tcpA+) и О139 (ctxAB–tcpA–). 
Подобраны условия и отработаны методические 
подходы, позволяющие получить препараты OMV.

С помощью ТЭМ выявлено, что полученные 
препараты OMV представлены структурами сфери-
ческой формы и размером около 40–200 нм, что со-
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ответствует данным литературы [14] (рис. 1). Размер 
OMV, полученных из штаммов V. cholerae О1-
серогруппы (№ 18950, 18780), составил 80–200 нм, 
а из штамма V. cholerae О139 № 17786 – 40–80 нм. 

По результатам полногеномного секвенирова-
ния впервые установлено, что в составе препаратов 
OMV из атоксигенных штаммов холерных вибрионов 
обнаружены фрагменты хромосом V. cholerae O1, 
на которых присутствовали следующие гены: wbe, 
определяющий принадлежность к O1-серогруппе, 
ompT, оmpU и оmpW, кодирующие белки наруж-
ной мембраны, hlyA гемолизина типа ЭльТор, hapA 
(гем агглютинин/протеазы), PrtV протеазы, сef (CHO 
cell elongating factor), nanH (нейраминидазы), chiA1, 
chiA2 (хитиназы), N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы, 
фосфатазы, toxR и toxS (регуляторные), кластер 
RTX, кластер MSHA, кластер генов систем секре-
ции 3-го (T3SS) и 6-го (T6SS) типов, tolA, tolR, tolQ. 
Гены VPI-1, toxT и tcpА выявлены только в препара-
те OMV с генотипом ctxAB–tcpA+. В препарате OMV 
V. cholerae O139-серогруппы с генотипом (ctxAB– 

tcpA–) обнаружены фрагменты хромосом, на которых 
присутствовали гены wbFO139, hlyA, ∆ompT, оmpU и 
оmpW, nanH, N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы, фос-
фатазы, кластер генов системы секреции 6-го типа 
(T6SS), tolA, tolR, TolQ, а также полная последова-
тельность ICE-элемента. Выявленный ICE-элемент 
относится к «гаитянскому типу», обнаруженному у 
V. cholerae серогрупп nonO1/nonO139. Данный ICE-
элемент «гаитянского» типа отличается от ранее 
описанных ICE-элементов V. cholerae, включая «ин-
дийский», «мозамбикский» и SXT. Данные гены со-
держались в хромосомах исходных штаммов V. cho-
lerae O1 и O139.

Учитывая тот факт, что с помощью системы се-
креции T6SS холерный вибрион способен поражать 
амеб, нематод, инфузорий, бактерии, принадлежа-
щие к разным видам, ее присутствие как в исследуе-
мых штаммах, так и в препаратах OMV холерных 
вибрионов серогрупп О1 и О139 не исключает важ-
ную роль этой системы в выживании атоксигенных 

штаммов холерных вибрионов в составе везикуляр-
ной формы в сложных экологических сообществах за 
счет участия в механизмах адаптации/персистенции 
V. cholerae во внешней среде [24]. Ген холодового 
шока (csh1) [25], обнаруженный в составе препарата 
OMV штамма V. cholerae O1 № 18950, не исключает 
участие продукта этого гена в механизме адаптации/
персистенции. Обнаружено сходство и отличие пред-
ставленности некоторых генов в препаратах OMV, 
полученных из атоксигенных штаммов холерных 
вибрионов серогрупп О1 и О139, по данным полно-
геномного секвенирования.

Проведенный биоинформационный анализ нук-
леотидных и соответствующих им аминокислотных 
последовательностей генов ompT и ompU в исходных 
штаммах и полученных из них препаратов OMV 
выявил совпадение анализируемых нуклеотидных 
последовательностей гена ompT исходных штаммов 
V. cholerae O1 № 18950, 18780 и препаратов OMV 
на 99,73 и 99,75 %, а соответствующих им амино-
кислотных последовательностей – на 99,73 и 100 % 
соответственно. В то же время ген ∆ompT штамма 
V. cholerae O139-серогруппы и препарата OMV был 
трункирован и отличался от гена представителей хо-
лерных вибрионов О1-серогруппы. Процент совпа-
дения нуклеотидной и соответствующей аминокис-
лотной последовательности оказался ниже (соответ-
ствие ДНК – 71 %, аминокислотной последователь-
ности – 52,3 %), а образованный пептид в 17 ами-
нокислотных остатков (-LENHHQKNREPDKEFPY-) 
не смог бы сформировать полноценный белковый 
продукт и участвовать в выполнении некоторых 
функций. Отличий в структуре гена ompU в ис-
ходных штаммах и препаратах OMV не выявлено. 
Таким образом, препараты OMV содержали ДНК 
генов, аналогичные штаммам V. cholerae серогрупп 
O1 и O139, из которых они получены. Выявленная 
представленность ДНК генов в составе препара-
тов OMV наделяет их способностью осуществлять 
полноценный «везикулярный трафик» содержимо-
го клетки, возможно, способствуя реализации ме-
ханизмов адаптации/персистенции атоксигенных 
штаммов V. cholerae О1 и О139. 

Известно, что типичные для рода Vibrio масс-
спектры пептидов детектируются с наибольшей ин-
тенсивностью в области масс 2–11 кDa. Протеомное 
профилирование препаратов OMV V. cholerae О1 
и О139 выявило наличие масс-пиков в диапазоне 
2000–4000 Да и специфических пиков со значением 
m/z: у OMV из штаммов V. cholerae О1 № 18950 –  
(2275±3), (2474±4), (2635±3), (2780±3), (3018±3), 
(3031±2), (3046±2), (3074±2), (3121±3) (рис. 2); 
у OMV из V. cholerae О1 № 18780 – (2108±2), 
(2208±3), (2360±4), (2473±3), (2573±3), (2761±3), 
(3031±3), (3054±3), (3064±4), (3087±3) (рис. 3); 
у OMV из V. cholerae О139 № 17786 – (2107±4), 
(2206±4), (2360±4), (2590±4), (2761±3), (2763±3), 
(2941±3), (3015±3), (3029±3), (3067±4), (3088±3) 
(рис. 4). 

Рис. 1. Препараты OMV, полученные с помощью ТЭМ:
1 – из штамма V. cholerae № 18950 (ctxAB–tcpA–) (увеличение 1:100000); 
2 – из штамма V. cholerae О139 № 17786 (ctxAB–tcpA–) (увеличение 
1:250000) 

Fig. 1. OMV preparations obtained using TEM: 
1 – from V. cholerae strain No. 18950 (ctxAB–tcpA–) (magnification 1:100000); 
2 – from V. cholerae strain O139 No. 17786 (ctxAB–tcpA–) (magnification 
1:250000)
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Следует отметить, что у препаратов OMV V. cho-
lerae O1-серогруппы выявлены общие специфиче-
ские спектральные масс-пики: (2474±4), (3031±3). 
При этом спектральные масс-пики (2107±4), (2206±4), 
(2360±4), (2761±3), (3018±3), (3031±3), (3064±4), 
(3087±3) являются общими для везикул, получен-
ных из штаммов как O1-, так и О139-серогруппы. 
Сходство между масс-спектрами в препаратах OMV, 
полученных из холерных вибрионов разных серо-
групп, изучено путем построения корреляционной 
матрицы в программе Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics) 
(рис. 5) на основе компьютерного индекса корреля-
ции (ССI). Значения ССI, близкие к 1, свидетельству-
ют о высокой степени сходства спектров, а значения 

ближе к 0 – о четких различиях. В матрице цвет ячеек 
соответствует значению ССI (1,0 – коричневый, далее 
по мере уменьшения – бирюзовый, зеленый, синий).

Как видно на корреляционной матрице, компо-
зитный индекс корреляции у всех трех препаратов 
OMV из штаммов V. сholerae O1 (№ 18950, 18780) и 
О139 (№ 17786) составил от 0,24 до 0,6. Диапазон 
ССI от 0,57 до 0,6 свидетельствует о сходстве масс-
спектров всех этих препаратов, а ССI от 0,24 до 0,57 –  
о наличии различий. Следует отметить, что белко-
вые масс-спектрометрические профили исходных 
штаммов и препаратов OMV холерных вибрионов 
серогрупп О1, О139 отличались и содержали спек-
тральные масс-пики белков в диапазоне (3578±2) – 

Рис. 2. Анализ масс-спектров препарата 
OMV из штамма V. cholerae О1 № 18950 
(ctxAB–tcpA–)

Fig. 2. Analysis of the mass-spectra of the 
OMV preparation from the V. cholerae 
strain O1 No. 18950 (ctxAB–tcpA–)

Рис. 3. Анализ масс-спектров препарата 
OMV из штамма V. cholerae О1 № 18780 
(ctxAВ–tcpA+)

Fig. 3. Analysis of the  mass-spectra of 
OMV preparations from V. cholerae O1 
No. 18780 (ctxAB–tcpA+)

Рис. 4. Анализ масс-спектров препа-
рата OMV из штамма V. cholerae О139 
№ 17786 (ctxAB–tcpA–)

Fig. 4. Analysis of the mass-spectra of 
OMV preparation from V. cholerae strain 
O139 No. 17786 (ctxAB–tcpA–)
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(10238±2). При этом в исходных штаммах детекти-
ровались общие спектральные масс-пики белков: 
(4273±4), (5121±4), (7156±4), которые не детектиро-
вались в препаратах OMV.

Установлено, что все исследуемые препараты 
OMV обладали N-ацетил-β-D-глюкозаминидазной 
активностью. Фермент, входящий в состав хитино-
литического комплекса холерных вибрионов, уча-
ствует в расщеплении хитина – наиболее распростра-
ненного органического полимера в природе. Ранее 
определено, что очищенный фермент N-ацетил-β-D-
глюкозаминидаза из штамма V. cholerae О1 № 18950 
обладал антибактериальным действием, подавляя 
в низких концентрациях рост ряда лабораторных 
штаммов Escherichia coli HB101, E. coli QD5003, 
Micrococcus luteus, Salmonella typhimurium, Yersinia 
pestis EV. Учитывая данные результаты, нельзя ис-
ключить, что наличие этого фермента в составе OMV 
холерных вибрионов наделяет их определенными 
конкурентными преимуществами, усиливая адапта-
ционный/персистентный потенциал. Обнаружение 
в препаратах OMV этого фермента позволяет пред-
положить его важную роль в составе OMV и требу-
ет проведения дальнейших исследований. Во всех 
препаратах OMV выявлена ДНК-азная активность. 
ДНК-аза (нуклеаза), расщепляя фосфодиэфирные 
связи в ДНК вблизи пиримидиновых нуклеотидов 
и образуя при этом полинуклеотиды с концевым-
5’-фосфатом и свободной гидроксильной группой 
на 3’-конце ДНК, понижает вязкость окружающей 
среды. Нельзя исключить подобную роль этого фер-
мента и в составе OMV холерного вибриона. У всех 
взятых в исследование препаратов не обнаружена 
способность гидролизовать Твин-20, -40, -60, -80. 

Также не выявлена алкилсульфатазная активность – 
способность к гидролизу SDS. Таким образом, как в 
исходных штаммах V. cholerae серогрупп О1 и О139, 
так и у всех изученных препаратов OMV присутству-
ют N-ацетил-β-D-глюкозаминидазная и ДНК-азная 
активности, вероятно, обеспечивающие вибрионам 
возможность адаптации к различным экологическим 
нишам и большую конкурентоспособность.

C помощью МКА методом ИФА выявлены в 
препаратах OMV некоторые поверхностные анти-
генные детерминанты: белки OmpТ, OmpU и ЛПС. 
Результаты проведенного исследования свидетель-
ствуют о том, что белок OmpU присутствовал толь-
ко в препаратах OMV штамма холерных вибрионов 
V. cholerae O1 № 18780 (ОП, оптическая плотность –  
[1,431±0,015]) и V. cholerae O139 № 17786 (ОП – 
[0,579±0,012]). Следует отметить, что мембранный 
белок OmpU обнаружен не только в составе везикул, 
но и на мембранах исходных штаммов V. cholerae O1 
№ 18780 и V. cholerae O139 № 17786. В препарате 
OMV из штамма V. cholerae O1 № 18950 OmpU не 
детектировался. Мембранный белок OmpТ выявлен 
только у препаратов OMV представителей V. cholerae 
O1-серогруппы и не детектировался в препара-
те OMV, полученном из штамма V. cholerae O139 
№ 17786. Показатель ОП в препарате OMV из штам-
ма V. cholerae O1 № 18950 составил (1,447±0,015) и 
V. cholerae O1 № 18780 – (1,394±0,020). 

Охарактеризованный ранее препарат OmpT 
белка из штамма V. cholerae № 18950 был наделен 
широким спектром протеолитической активности. 
Возможно, что присутствие этого белка и других 
белков наружной мембраны в составе препаратов 
OMV обеспечивает определенное преимущество ви-
брионам в поддержании жизненного цикла life style 
холерного вибриона, что требует проведения до-
полнительных исследований. Наличие в препаратах 
OMV белков наружных мембран OmpU и OmpТ за-
висит от того, из какого штамма они выделены. 

ЛПС методом ИФА обнаружен в составе всех ис-
следуемых препаратов OMV и в исходных штаммах. 
В препарате OMV, полученном из штамма V. cholerae 
O1 № 18950, содержание ЛПС по ОП составило 
(0,981±0,01); V. cholerae O1 № 18780 – (1,081±0,016); 
V. cholerae O139 № 17786 – (0,949±0,007). При сут-
ствие в полученных препаратах OMV из атоксиген-
ных штаммов V. cholerae серогрупп О1 и О139 про-
тективных антигенов (OmpT, OmpU и ЛПС) обуслов-
ливает их участие в формировании специфического 
антибактериального иммунитета. 

Методом ГХ/МС во всех препаратах OMV об-
наружено увеличение общего количества мононена-
сыщенных ЖК по сравнению с исходными клетка-
ми. В качестве мажорных пиков в препаратах OMV 
детектировали гексадеценовую и октадеценовую 
ННЖК, тогда как в исходных клетках мажорные 
пики представлены гексадекановой и гексадеценовой 
(пальмитолеиновой) кислотами. Обнаружено, что у 
исходных клеток отношение ННЖК/НЖК составило 
в среднем 0,6 (индекс ненасыщенности ЖК), а для 

Рис. 5. Корреляционная матрица и композитный индекс корреля-
ции масс-спектров препаратов OMV из штаммов V. сholerae O1 
№ 18950 (ctxAB–tcpA–), № 18780 (ctxAB–tcpA+) и О139 № 17786 
(ctxAB–tcpA–). Цифрами отмечены индексы корреляции препа-
ратов 

Fig. 5. Correlation matrix and composite index of mass-spectra 
correlation of OMV preparations from the strains V. cholerae O1 
No. 18950 (ctxAB–tcpA–), No. 18780 (ctxAB–tcpA+) and O139 
No. 17786 (ctxAB–tcpA–). The numbers indicate drug correlation  
indices 
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препаратов OMV индекс ненасыщенности достовер-
но изменялся (р<0,005) и сдвигался в сторону увели-
чения. Для препаратов OMV, полученных из штам-
мов V. cholerae O1 № 18950 и 18780, этот показатель 
составил 5,05, а для препарата OMV из штамма 
V. cholerae O139 № 17786 – 2,35. ННЖК повышают 
текучесть клеточных мембран, в связи c этим нельзя 
исключить, что увеличение количества ННЖК в со-
ставе препаратов OMV может способствовать сохра-
нению их содержимого, повышая адаптационный/
персистентный потенциал холерных вибрионов. 
Обнаружено, что, в отличие от исходных клеток, в 
препаратах OMV из штаммов V. cholerae O1 № 18950 
и 18780 наблюдали появление транс-изомеров ЖК, 
в частности trans-18:1 Δ11 (транс-изомер октадеце-
новой кислоты) в концентрации до 10,33 %, а у пре-
паратов OMV из штамма V. cholerae O139 № 17786 –  
до 37,56 %. Учитывая, что температура плавления 
транс-изомеров ЖК выше, чем соответствующих им 
cis-вариантов, можно предположить, что это может 
способствовать защите содержимого сформирован-
ных везикулярных структур холерных вибрионов 
от деструктивных изменений при попадании в раз-
личные экологические ниши. Учитывая способность 
холерного вибриона существовать в широком диапа-
зоне экосистем, нельзя исключить, что присутствие 
выявленных транс-изомеров ЖК обусловит быструю 
ригидизацию мембраны OMV, что является одним 
из экстренных механизмов адаптации/персистенции 
холерного вибриона в везикулярной форме при воз-
никновении определенных экологических условий. 
Кроме нормальных прямоцепочечных ЖК в препа-
ратах OMV холерных вибрионов детектировались 
также и iso-разветвленные ЖК, которые представ-
лены i16:0 (14-метилпентадекановой ЖК) и i18:0 
(16-метилгептадекановой ЖК). Суммарное количе-
ство их варьировало от 11 до 25 % в зависимости 
от штамма. Разветвленные ЖК благодаря особенно-
стям химического строения могут выполнять адап-
тивную функцию, сохраняя оптимальную текучесть 
и пластичность мембраны при изменении окружаю-
щей среды. Выявлены статистически значимые ка-
чественные и количественные изменения спектров 
ЖК в препаратах OMV, полученных из штаммов 
V. choleraе серогрупп О1 и О139, по сравнению с 
исходными штаммами. Таким образом, выявленные 
композиционные перестройки жирнокислотного 
состава препаратов OMV холерных вибрионов, по 
сравнению с исходными клетками, могут выполнять 
несколько важных функций: с одной стороны, уча-
ствовать в сохранении содержимого везикул, с дру-
гой – способствовать осуществлению динамическо-
го взаимодействия между везикулами и клетками 
микро- и макроорганизмов, а также с окружающей 
средой, участвуя в механизме адаптации/персистен-
ции холерных вибрионов с помощью процесса вези-
куляции. 

Результаты представленных исследований c ис-
пользованием различных методических подходов 

свидетельствуют о различиях в композиционном 
составе препаратов OMV, полученных из атокси-
генных штаммов V. cholerae серогрупп О1 и О139. 
Выявлено, что состав OMV отличался от исходных 
штаммов по спектрам белков и ЖК.

Обнаружение в составе препаратов OMV фер-
ментов (N-ацетил-β-D-глюкозаминидазы, ДНК-азы), 
белков наружных мембран, ЛПС, ЖК позволило не 
только получить новые данные, но и обозначить пер-
спективы дальнейшего изучения препаратов OMV у 
штаммов V. cholerae, что будет способствовать рас-
шифровке участия OMV в механизмах адаптации 
и персистенции. Полученные данные могут быть 
использованы для разработки в РФ платформы для 
производства современных вакцинных препаратов с 
использованием OMV, полученных из атоксигенных 
штаммов холерных вибрионов. 
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