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Разработка эффективных противохолерных вак-
цин продолжает оставаться актуальной научной про-
блемой [6, 13]. Создание новых и усовершенствова-
ние уже имеющихся вакцин для профилактики хо-
леры тесно связано с формированием современной 
методологии оценки их качества. Принципы количе-
ственных морфологических исследований реакций 
макроорганизма на вакцинный препарат разрабаты-
ваются с учетом возможности применения аппаратно-
программного компьютерного обеспечения и форми-
руются на основе внедрения в схему традиционного 
морфологического исследования целого ряда совре-
менных методов (гистохимического, иммуногистохи-
мического, морфометрического и морфофункциональ-
ного анализа), объединенных системным подходом к 
оценке выявляемых изменений [2, 3 ]. 

В существующих нормативных документах [11] 
основной принцип характеристики вакцин при про-
ведении морфологического исследования заключа-
ется в верификации тканевых изменений, без учета 
количественной оценки их степени выраженности. 
Такой подход в определенной степени нивелирует 
связь конкретных изменений с функциональными 
расстройствами отдельных систем, участвующих в 
реализации защиты организма и нуждается в совер-

шенствовании [7]. 
Известно, что процессы клеточного обновле-

ния эпителиоцитов [13], изменение активности бо-
каловидных клеток [4] и соотношения элементов 
гистиоцитарного барьера и эффекторной зоны им-
мунной системы ЖКТ [9] лежат в основе форми-
рования адаптационно-компенсаторных реакций 
макроорганизма. 

Цель работы заключалась в разработке единого 
алгоритма оценки качества противохолерных вакцин, 
базирующегося на возможности применения методов 
количественного учета формализованных признаков, 
характеризующих патологический или адаптивный 
процесс в кишечнике иммунизированных лаборатор-
ных животных.

Материалы и методы 

Гистологический материал (отрезки кишечни-
ка – двенадцатиперстной, подвздошной кишки тон-
кого и восходящего отдела ободочной кишки тол-
стого) получали от взрослых кроликов и крольчат-
сосунков, используемых для оценки безвредности 
и протективных свойств противохолерных пре-
паратов. Испытуемые образцы: коммерческую хо-
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лерную химическую бивалентную таблетирован-
ную вакцину производства РосНИПЧИ «Микроб» 
(1 человеко до за – 3 таблетки); коммерческую вак-
цину Cholera-Impstoff (1 человекодоза – 1·109 м.к.); 
препараты «теней клеток»Vibrio cholerae O1 eltor – 
VCG/O1 с пилями адгезии (ТСР) и без них; препа-
раты «теней клеток» V. cholerae О139 – VCG/O139 c 
TCP и без них (20 мг); V. cholerae КМ 182 и КМ 184 
авирулентных рекомбинантных штаммов (в дозе 
5·109 м.к.) вводили перорально с помощью зонда. 
Контрольным животным вводили в качестве плацебо 
0,9 % раствор натрия хлорида (интактный контроль) 
или заражали вирулентными холерными вибриона-
ми О1- (V. cholerae Р3122, 569 В) и О139- (V. chol-
erae Р16064) серогрупп по методу RITARD в дозе 
1·109 м.к. (контроль заражения). Гистологический 
материал фиксировали в 10 % водном нейтральном 
растворе формалина, его обработку выполняли по 
общепринятой в гистологии схеме [8]. Полученные 
полутонкие срезы окрашивали гематоксилином и 
эозином, сочетанной окраской – альциановый си-
ний и Шифф-реактив, импрегнировали серебром по 
Гримелиусу и по Массону в модификации Гамперля 
[12]. Готовые препараты просматривали на био-
логическом микроскопе Olimpus CX 31 с видеока-
мерой JVC, морфометрическое исследование вы-
полняли с помощью аппаратно-програм мно го ком-
плекса МЕКОС-Ц с приложением денсито морфо-
метрической программы ДММ версия 2.1.0.0.

Количество межэпителиальных лимфоцитов 
тонкого кишечника и лимфоцитов покровного эпи-
телия толстого кишечника определяли на 1000 ядер 
энтероцитов при увеличении ×200. Общее количе-
ство секретообразующих клеток сосчитывали на 100 
ядер эпителиоцитов в 10 повторах при увеличении 
×200. Секреторный профиль бокаловидных клеток 
определяли по количеству клеток, дающих голубую 
(кислые мукополисахариды – КМПС), красную (ней-
тральные мукополисахариды – НМПС) или фиоле-
товую (смешанные формы) окраски, ориентируясь 
на 100 секреторных клеток в 10 повторах тонко-
го и толстого кишечника. Количество апудоцитов 
определяли в 10 полях зрения правильно ориенти-
рованных срезов кишечника при увеличении ×200. 
Морфофункциональное состояние клеток характери-
зовали по изменению интенсивности окрашивания и 
зоне распределения продукта секреции в клетке, вы-
являемых в гистохимических реакциях. 

Для взаимосвязанной оценки отдельных звеньев 
гомеостаза, конкретные морфометрические параме-
тры необходимо было представить в виде ассоциа-
ций показателей в форме различных индексов и ко-
эффициентов, облегчающих процесс сопоставления 
результатов и выбора оптимального вакцинирующе-
го препарата.

Результаты и обсуждение

Характеристика противохолерного препарата, 

проводимая в соответствии с разрабатываемым алго-
ритмом, направлена на учет отдельных параметров 
состояния барьерных структур ЖКТ – процессов 
экссудации, пролиферации и секретообразования, 
состояния апудоцитов и клеток эффекторной зоны 
иммунной системы кишечника.

В качестве формализованных признаков были 
изучены и отобраны следующие показатели: плот-
ность и характер клеточного инфильтрата в собствен-
ной пластинке слизистой оболочки кишечника, со-
отношение в нем различных клеточных популяций, 
изменение которого характеризует вредное действие 
исследуемого агента; количество одноклеточных се-
креторных желез – бокаловидных клеток, состав их 
секрета, содержащего углеводно-белковые комплек-
сы, играющие защитную роль; количество МЭЛ, 
клеток, способных активно покидать эпителий и воз-
вращаться назад в собственную пластинку слизистой 
оболочки кишечника, косвенно влияя на механизмы 
регенерации и дифференцировки эпителиальных 
клеток, стимуляцию слизеобразования бокаловид-
ными клетками, снижая возможность адгезии микро-
организмов и их токсинов к поверхности энтероци-
тов; количество и морфофункциональное состояние 
апудоцитов как неспецифических регуляторов имму-
нологических процессов в ЖКТ.

По результатам экспериментальных данных 
наиболее информативными для оценки качества 
противохолерных вакцин были признаны изменения 
состояния 3 групп клеточных элементов: МЭЛ, апу-
доцитов, бокаловидных клеток. Поэтому для харак-
теристики степени выраженности антигенного воз-
действия на кишечник подопытных животных нами 
предложен расчет индекса регенеративной активно-
сти эпителия (ИР): 

Факт обнаружения апудоцитов с различной сте-
пенью интенсивности окраски клеток при постанов-
ке гистохимических реакций серебрения (состояния 
гистохимической активности или опустошения) 
указывает на то, что в этих клетках постоянно идет 
синтез биологически активных веществ и их выде-
ление. При срыве компенсаторных возможностей 
функциональных систем макроорганизма процессы 
синтеза биологически активных веществ и их вы-
деления в апудоцитах идут несинхронно, что приво-
дит либо к усиленному опустошению клеток, либо 
к повышенному накоплению продуктов секреции в 
них. Морфофункциональное состояние апудоцитов 
у подопытных животных наглядно характеризовал 
введенный нами показатель – индекс активности апу-
доцитов (Иап), вычисляемый по формуле:

В то же время предложенный коэффициент ак-
тивности апудоцитов (КА) позволял сравнивать со-
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стояние этих клеток в опытной группе по отноше-
нию к контролю.

Активность бокаловидных клеток оценивали 
по изменению вида секрета в них. В норме основ-
ной пул бокаловидных клеток ЖКТ подопытных жи-
вотных представлен зрелыми формами, содержащи-
ми смешанный продукт секреции, клетки с КМПС 
(«стареющие») и с НМПС («юные») встречаются в 
небольшом количестве [4].

Изменение соотношения количества бокаловид-
ных клеток с различным секретом отражает процессы 
обновления слизи в них [5]. Морфофункциональное 
состояние бокаловидных клеток у подопытных жи-
вотных, определяемое нами по отношению клеток, 
содержащих КМПС к сумме клеток, содержащих 
НМПС и смешанный продукт реакции, характеризо-
вал индекс секреторной активности (Иса): 

Применение которого позволило оценить про-
цессы обновления слизи в секреторных клетках ЖКТ 
и сравнить характер изменения этого показателя в 
опытных и контрольных группах за счет введения 
коэффициента секреторной активности (КС), вычис-
ляемого по формуле:

Для получения сопоставимых результатов со-
стояние клеточных элементов оценивали в трех отде-
лах ЖКТ, выбор которых был обусловлен знаниями 
о неравнозначной роли различных участков кишеч-
ника и связан с анатомо-физиологическими особен-
ностями его у биомоделей. Так, двенадцатиперстная 
кишка является основным звеном для выполнения 
секреторной, моторной и пищеварительной функции 
ЖКТ, в ней сосредоточено максимальное количество 
желез (бруннеровы железы), секретирующих НМПС 
и нейроэндокринных клеток с различной направ-
ленностью продукции БАВ. Здесь же активно идет 
процесс всасывания не только белков, углеводов и 
жиров, но и токсических субстанций. В этом отделе 
кишечника наиболее выраженная и адекватная реак-
ция МЭЛ [4].

В подвздошном отделе кишечника сосредото-
чено максимальное количество лимфоидных ско-
плений и специальных образований – пейеровых 
бляшек, являющихся индуктивной зоной иммунной 
системы ЖКТ, в тесной связи с которой находится 
эффекторная зона, представленная МЭЛ. В этом от-
деле кишечника активно идет процесс резорбции 
поступивших веществ, в том числе токсических суб-
станций, и развивается основной патологический 
симптомокомплекс любой экспериментальной ки-
шечной инфекции.

Восходящий отдел ободочной кишки отличается 
особой реакцией клеток APUD-системы, дегрануля-
ция апудоцитов здесь начинается уже через 6 ч после 
поступления антигенного материала и продолжается 
до суток, в то время как реакция апудоцитов в дис-
тальных отделах задерживается во времени и у кон-
венциональных животных в большей степени зави-
сит от изменения состава мукозального микробного 
окружения.

Вторым сложным вопросом является выбор 
адекватного контроля. Был проанализирован зна-
чительный объем морфологического материала от 
интактных взрослых кроликов и крольчат-сосунков. 
Это позволило получить сведения о морфометриче-
ских характеристиках, отражающих функциональ-
ное состояние различных клеточных элементов в со-
стоянии относительного функционального покоя ор-
ганизма экспериментального животного. Таким об-
разом, были охарактеризованы интактные контроли. 
Затем был проведен отбор ряда штаммов вирулент-
ных культур холерных вибрионов обоих сероваров, 
выбрана оптимальная заражающая доза, необходи-
мая для воспроизведения полного симптомокомплек-
са экспериментальной холерной инфекции методом 
RITARD. Собранный морфологический материал 
подвергли тщательному морфометрическому анали-
зу. Так были охарактеризованы контроли заражения. 

Оценку качества противохолерных вакцин про-
водили на основании сравнения учитываемых мор-
фометрических параметров у биомоделей опытных 
и контрольных групп по разработанным индексам и 
коэффициентам.

О безвредности препарата судили по изменению 
величин индексов и коэффициентов, определяемых 
по отношению данных, полученных при морфоме-
трическом анализе опытных образцов к интактному 
контролю. Препарат считали безвредным при откло-
нении показателя от единицы не более чем на 0,5. 

Эффективность местной защиты при имму-
низации противохолерными вакцинами оценивали 
по изменению величин индексов и коэффициентов, 
определяемых по отношению данных, полученных 
при морфометрическом анализе образцов контроля 
заражения к опытным. Считая коэффициенты КА и 
КС больше 1,5 и индекса ИР меньше или равным 1 
достаточной степенью защиты от патогена (таблица). 
Из представленных данных следует, что коммерче-
ские вакцины производства РосНИПЧИ «Микроб» 
и Cholera Impstoff по оцениваемым критериям по-
казали высокую эффективность защиты подопыт-
ных животных, в то время как представленные экс-
периментальные серии препаратов отличались друг 
от друга и от коммерческих вакцин по учитываемым 
показателям, что свидетельствует о необходимости 
их дальнейшего совершенствования. 

Таким образом, проведенное исследование пока-
зало, что если определяемые показатели не выходят 
за указанные пределы у соответствующих контролей, 
то состояние адаптации организма и изменения, опи-
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сываемые при обзорном гистологическом исследо-
вании, рассматриваются как доброкачественные, ха-
рактеризующие безвредность или эффективность ис-
пытуемых противохолерных вакцин. Предложенный 
способ характеристики качества противохолерных 
вакцин в значительной мере повышает информатив-
ность, обеспечивает объективность доклинических 
исследований новых препаратов и может служить 
основой для дальнейшего совершенствования прин-
ципов оценки их безопасности и эффективности.
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Результаты оценки качества коммерческих и экспериментальных препаратов для специфической профилактики холеры  
по разработанным показателям

Название препарата
Схема  

иммуниза-
ции

Доза  
препарата

Заражение  
на 14-е сутки 

после окончания 
иммунизации

Показатели

Двенадцатиперстная 
кишка

Подвздошный отдел 
тонкого кишечника

Восходящий отдел  
ободочной кишки

КА КС ИР КА КС ИР КА КС ИР

Коммерческая вакцина 
РосНИПЧИ «Микроб»

Per os  
однократно

1 ч/д V. cholera О1 5,36 8,67 0,94 2,98 4,79 0,73 5,80 12,74 0,75

Коммерческая вакцина 
Cholera-Impstoff

« « « 4,69 13,88 0,84 3,59 5,10 0,83 4,50 6,56 0,71

V. cholera КМ 184 « 5·109 м.к. « 1,78 46 0,70 3,24 16,63 0,73 7,04 44,3 0,75

V. cholera КМ 184 « « – 0,96 0,92 1,37 0,85 1,12 1,04 1,27 0,63 0,57

VCG/О1+TCP Per os  
двукратно

20 мг V. cholera О1 4,69 19,69 1,21 3,11 4,96 0,83 3,0 7,64 0,52

VCG/О1-TCP « « « 3,07 8,56 1,16 3,37 3,69 1,25 3,78 3,12 0,81

VCG/О139+TCP « « V. cholera О139 4,28 75,67 1,27 4,95 57,7 1,68 3,74 62,8 0,90

VCG/О139-TCP « « « 6,27 23,88 1,27 2,47 23,02 1,62 6,44 16,24 0,89

V. cholera КМ 182 « 5·109 м.к. « 3,75 136 1,41 1,85 28,2 1,19 1,44 42,7 1,07

V. cholera КМ 182 « « – 0,92 0,42 0,95 1,57 0,97 0,99 1,49 0,42 0,92


