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Проведен структурно-функциональный анализ генов nap оперона, кодирующего диагностически-значимый 
признак -  редукцию нитратов, у Yersinia pestis основного и неосновных подвидов. Установлено, что причиной не­
способности части штаммов основного подвида восстанавливать нитраты является наличие замены нуклеотида 
(G на T в позиции 613 п.н.) в гене napA. Другая замена -  G на A в позиции 1021 п.н. гена napA не может служить 
причиной отсутствия этого диагностического признака у неосновных подвидов и у биовара microtus, поскольку 
встречается как у денитрифицирующих, так и неденитрифицирующих штаммов Y pestis.
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С пособность редуцировать нитраты  является 
одним из важ нейш их диф ф еренциально-диагности­
ческих признаков, леж ащ их в основе соврем енны х 
схем внутривидовой классиф икации Yersinia pestis. 
П о сущ ествую щ ей зарубеж ной классиф икации ш там ­
мы  античного (antiqua) и  восточного (orientalis) биова- 
ров чумного микроба обладаю т денитриф ицирую щ ей 
активностью , в то время как ш таммы  средневекового 
(m edievalis), а  такж е недавно предложенного D .Zhou 
et al. биовара m icrotus не способны  восстанавливать 
нитраты  [1, 3, 5]. Согласно им ею щ имся данны м  при­
чиной отсутствия денитриф ицирую щ ей активности у 
биоваров m edievalis и  m icrotus является наличие еди­
ничны х нуклеотидны х замен в гене napA (в позиции 
613 и 1021 п.н. соответственно), которые приводят к 
наруш ению  структуры кодируемого этим  геном про­
дукта -  периплазматической нитратредуктазы  [5].

Ш там м ы  основного и неосновн ы х подвидов 
чумного м икроба, циркулирую щ ие в различны х п ри ­
родны х очагах на территории РФ  и стран  ближ него 
зарубеж ья, такж е различаю тся по и х  ден и три ф и ц и ­
рую щ ей активности  [1, 2]. Ш там м ы  вы соковирулент­
ного основного подвида неоднородны  по этом у п ри ­
знаку  и  отличаю тся по и х  способности  редуцировать 
нитраты , что позволяет предполож ить и х  при над­
леж ность к  различны м  биоварам . К авказский под­
вид восстан авли вает нитраты , в отличие от других 
неосн овн ы х -  алтайского, улегейского подвидов, а 
такж е ш там м ов таласской  группы , которые не обла­
даю т этим  свойством . Ш там м ы  гиссарского подвида 
преим ущ ественно лиш ены  ден итриф ици рую щ ей ак­
тивности  [1].

Генетические причины  несп особн ости  к д ен и ­
триф икац ии у  некоторы х ш там м ов основного и  н ео ­
сновн ы х подвидов остаю тся до настоящ его врем ени 
не вы ясненны м и. Д анны е по этом у вопросу  в литера­
туре отсутствуют. В связи  с этим  целью  наш ей рабо­
ты  бы ло изучение структурно-ф ункциональной орга­
ни зации генов nap оперон а для  устан овлен ия при чи­
ны  отсутствия редуцирую щ ей активн ости  у  ш там м ов 
Y pestis основного и неосновн ы х подвидов.

Материалы и методы

В работе использовано 22 ш там м а Y. pestis 
основного и неосновн ы х подвидов из различны х 
природны х очагов Российской Ф едерации и ближ ­
него зарубеж ья (таблица), которые получены  из 
Государственной коллекции патогенны х бактерий.

Д ля определения нуклеотидной последователь­
ности  вариабельны х областей гена napA с пом ощ ью  
програм м ы  P rim er E xpress нам и рассчитаны  прай м е­
ры  N ap469 -  T A C G C G G C G T T G A A G T T G  и N ap1187 -  
TTG C C G G T T A A C A G G T G C . А м плиф икацию  ф раг­
м ента гена napA в П Ц Р осущ ествляли  по следую щ ей 
схеме: 1 цикл 94 °С  в течение 5 мин, затем  35 циклов 
при 94 ° с  -  45 с, 56 ° с  -  1 мин, 72 ° с  -  45 с и  завер­
ш аю щ ий цикл 3 м ин при 72 ° с .

Результаты и обсуждение

В начале исследований бы л проведен сравни­
тельн ы й ком пью терны й анализ нуклеотидны х п о ­
следовательностей  пяти генов nap оперона, а  такж е 
гена narP , участвую щ его в восстан овлен ии  нитратов 
[4], у  ш там м ов Y pestis K IM  (m edievalis), C O 92 (ori­
entalis), A ntiqua, A ngola. N epal516  (A ntiqua), 91001 
(m icrotus), Pesto ides F (кавказский подвид) и  Yersinia 
pseudotuberculosis PB 1/+ , IP 32953, IP 31758, Y PIII, 
представленны х в базе дан н ы х N C B I G enB ank. В р е ­
зультате установлено наличие единичны х нуклеотид­
ны х зам ен  в генах  napB (в позиции 51, 135, 268 п.н. 
от начала гена), napC (54, 219, 507, 519) napD (69, 95, 
192, 211), napF (322) и  в гене narP (72, 139. 140, 198). 
Однако эти  зам ены , по-видимому, не м огли бы ть п ри ­
чиной  наруш ения проявления изучаем ого признака, 
поскольку присутствовали  у  денитриф ицирую щ их 
ш там м ов чумного и некоторы х ш там м ов псевдоту­
беркулезного микробов.

Результаты компьютерного анализа нуклеотидной 
последовательности структурного гена napA, размер 
которого составляет 2493 п.н., показали присутствие 
в нем  27 единичны х нуклеотидны х замен у  различны х
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Характеристика использованных в работе штаммов Y. pestis

Штамм Природный очаг
Позиция 

в гене napA Редукция

613 п.н.* 1021 п.н.*
нитратов

Основной подвид

А-161 Устюртский T G -

А-1836 Сарыджазский G G +

С-631 Центрально-Кавказский T G -

И-3244 Монголия G G +

А-1818 Таласский T G -

Кавказский подвид

818 приараксинский G A +

С-534 Северо-Западный
прикаспийский

G A +

с-533 Каракумский G A +

6499 G A +

Алтайский подвид

И-2377 Горно- Алтайский G A -

И-3085 Убурхангай, МНР G A -

И-2359 горно-Алтайский G A -

Гиссарский подвид

А-1249 гиссарский G A -

А-1633 гиссарский G A -

А-1627 гиссарский G A -

А-1724 гиссарский G A -

А-1725 гиссарский G A +

А-1726 гиссарский G A +

Улэгейский подвид

И-2422 Монголия G G -

И-3130 Монголия G G -

Таласская группа

А-1802 таласский G A -

А-1814 таласский G A -

*Указана позиция значимых замен нуклеотидов в гене napA.

ш там м ов Y pestis и Y. pseudotuberculosis (GenBank). 
Н аиболее значимой оказалась зам ена нуклеотида G  на 
Т  в позиции 613 п.н. от начала гена, которая бы ла вы ­
явлена у  ш там м а K IM  (биовар m edievalis). П о данны м  
математического анализа, с использованием  програм ­
мы  M EG A 4 установлено, что она приводит к  смене ко­
дона G A A  на ТАА, который является стоп-кодоном и 
причиной преж деврем енной терминации трансляции 
полипептидной цепи (после 204-го аминокислотного 
остатка) молекулы периплазматической нитратредук­
тазы. Э ти результаты подтверж даю т данны е других 
исследователей о том, что причиной отсутствия ре­
дукции нитратов у  чумного микроба биовара m edi- 
evalis является наличие зам ены  нуклеотида в позиции 
613 п.н. гена napA [5].

п р и ч и н о й  неспособности  редуцировать н и тра­
ты  биоваром  m icrotus, согласно данны м  D. Z hou et al. 
[5], является  единичная нуклеотидная зам ена G  н а  A  
в позиции 1021 п.н. от  начала гена napA, приводящ ая

к смене кодона G C C  н а  А С С  и кодируем ой ам инокис­
лоты  аланин а (A la) на треонин  (Thr) в позиции 341-го 
ам инокислотного остатка. Однако данны е проведен­
ного нам и компью терного анализа свидетельствую т 
о том, что эта  нуклеотидная зам ена не м ож ет быть 
причиной отсутствия ден итриф икац ии у  биовара m i­
crotus, поскольку она встречается и  у  ш там м ов, сп о ­
собн ы х восстанавливать нитраты  -  Y pseudotubercu­
losis PB 1/+ , IP 32953, IP  31758, Y PIII. Таким  образом, 
генетические причины  отсутствия способности  к р е ­
дукци и нитратов у  ш там м ов биовара m icrotus о ста ­
ю тся не установленны м и.

Д ля вы явления причин отсутствия денитриф и­
цирую щ ей активности у  некоторых ш там м ов возбу­
дителя чумы  нами изучено 22 ш тамма основного и 
неосновны х подвидов, циркулирую щ их в природных 
очагах на территории РФ  и ближнего зарубеж ья (та­
блица). о сн о вн о й  подвид бы л представлен четы рьмя 
ш там м ам и из Устюртского, Ц ентрально-Кавказского, 
Сарыдж азского, Таласского очагов чумы  и одним 
ш таммом из М онголии. Н еосновны е подвиды вклю ­
чали 18 ш таммов, в том числе 4 изолята кавказского 
(П риараксинский, С еверо-Западны й П рикаспийский, 
К аракумский очаги), 3 -  алтайского (А лтайский гор­
ны й очаг), 6 -  гиссарского (Гиссарский вы сокогорный 
очаг), 2 -  улэгейского (м онголия) подвидов чумного 
микроба, а такж е 2 ш там м а из Таласского высокогор­
ного очага чумы. Все изученные ш таммы  кавказско­
го подвида обладали денитриф ицирую щ ей активно­
стью, в отличие от ш таммов алтайского, улэгейского 
подвидов и таласской группы. В то же время ш таммы  
основного и  гиссарского подвидов бы ли неоднородны 
по проявлению  этого признака (таблица).

У  всех  использованны х в работе ш там м ов прове­
дено изучение гена napA с пом ощ ью  рассчитанны х 
нам и прайм еров N ap469-N ap1187 на вариабельны й 
участок, содерж ащ ий значим ы е зам ены  нуклеотидов 
в позиции 613 п.н. и  1021 п .н  (рисунок). В П Ц Р бы л 
получен  специ ф и чески й  ам плиф икат ф рагм ента гена 
napA, им ею щ ий разм ер 719 п.н ., при  секвенирова- 
нии которого установлено, что ш там м ы  основного 
подвида А -161, С 631, А -1818, неспособны е редуц и ­
ровать нитраты , им ели  единичную  нуклеотидную  
зам ену  G  на Т  в пози ции  613 п.н ., характерную  для

Структура гена napA, кодирующего периплазматическую 
нитратредуктазу у штаммов Y. pestis. Стрелками указаны 

места посадки праймеров Nap469 и Nap1187, фланкирующих 
вариабельный участок гена. Также указано положение 

нуклеотидных замен (в позициях 613 и 1021 п.н.), которые, 
по литературным данным, приводят к нарушению 

функциональной активности гена napA
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штаммов биовара medievalis, которая приводит к 
смене кодона (GAA на ТАА) и преждевременной тер­
минации трансляции полипептидной цепи молекулы 
периплазматической нитратредуктазы. В отличие от 
них, штаммы основного подвида И-3244 и А-1836, 
обладающие денитрифицирующей активностью, а 
также все штаммы неосновных подвидов независи­
мо от наличия или отсутствия этой активности по­
добного генетического дефекта в позиции 613 п.н. не 
имели.

У штаммов кавказского подвида, способного 
восстанавливать нитраты, в гене napA нами установ­
лено наличие нуклеотидной замены G на A в пози­
ции 1021 п.н., которая обнаружена и у алтайского, 
гиссарского подвидов и штаммов таласской группы, 
не обладающих таким свойством. У всех штаммов 
основного и улэгейского подвидов нуклеотидная за­
мена в позиции 1021 п.н. отсутствовала. Эти данные 
подтверждают сделанный нами выше на основании 
данных компьютерного анализа вывод о том, что 
наличие замены нуклеотида в позиции 1021 п.н. не 
является причиной отсутствия редукции нитратов у 
биовара microtus, поскольку она выявлена нами и у 
штаммов разных подвидов Y pestis как способных, 
так и неспособных редуцировать нитраты.

таким образом, проведенное секвенирование 
нуклеотидной последовательности вариабельно­
го фрагмента гена napA, полученного с помощью 
пары праймеров Nap469-Nap1187, показало нали­
чие единичной нуклеотидной замены G на Т в по­
зиции 613 п.н. у части штаммов основного подвида, 
что коррелировало с отсутствием у них способности 
восстанавливать нитраты. Наличие уникальной ну­
клеотидной замены в позиции 613 п.н., являющейся 
генетической меткой биовара medievalis, у штаммов 
А-161, С-631 и А-1818 основного подвида может 
служить основанием для отнесения их к биовару me- 
dievalis.

Нуклеотидная замена G на A в позиции 1021 п.н. 
обнаружена нами у всех неосновных подвидов 
Y. pestis как денитрифицирующих, так и не восста­
навливающих нитраты, за исключением улэгейского, 
также неспособного к редукции нитратов, подвида. 
В связи с этим замена в позиции 1021 п.н., вопре­
ки мнению D. Zhou et al. [5] не может являться при­
чиной отсутствия денитрифицирующей активности 
у штаммов биовара microtus, так как обнаружена у

штаммов кавказского подвида, восстанавливающих 
нитраты, но не обнаружена у штаммов улэгейского 
подвида, не обладающих денитрифицирующей ак­
тивностью. По всей видимости, генетические причи­
ны отсутствия способности редуцировать нитраты у 
биовара microtus и у алтайского, улегейского, части 
штаммов гиссарского подвидов, а также таласской 
группы штаммов следует искать за пределами nap 
оперона в других генах, функционально связанных с 
восстановлением нитратов. Работа поддержана гран­
тами РФФИ № 07-04-00100, 08-04-00731а и 08-04­
12082 офи.
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Carried out was structural and functional analysis of nap genes coding 
for a significant diagnostic feature -  nitrate reduction in main and non-main 
subspecies of Yersinia pestis. The presence of a single nucleotide substitu­
tion (A for T in position 631) in gene napA was determined to be the reason 
for the lack of nitrate reduction in part of the main subspecies strains. Other 
mutation -  single nucleotide substitution G for A in position 1021 of napA is 
not the reason for absence of this diagnostic feature in non-main subspecies 
and biovar microtus as this substitution is present in denitrifying and non­
denitrifying strains.
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