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цель работы – конструирование рекомбинантного штамма Y. pestis, продуцирующего флуоресцентный бе-
лок GFP, и анализ перспектив его использования для изучения взаимодействия возбудителя с простейшими, а 
также с макроорганизмом млекопитающих (грызунов). материалы и методы. для создания штамма, проду-
цирующего флуоресцентный белок GFP, использовали природный штамм Yersinia pestis, выделенный в 2016 г. 
в горно-алтайском высокогорном очаге чумы. ген флуоресцентного белка был введен в составе коммерческого 
вектора pTurboGFP-B методом электропорации. свойства полученного рекомбинантного штамма Y. pestis 367 
pTurbo-GFP-B исследовали с помощью микробиологических, биологических и молекулярно-генетических ме-
тодов. результаты и обсуждение. методом электропорации получен штамм возбудителя чумы, содержащий 
векторную плазмиду pTurboGFP-B, которая кодирует синтез зеленого флуоресцирующего белка GFP, и имею-
щий устойчивость к антибиотику ампициллину. сконструированный штамм Y. pestis, продуцирующий зеленый 
флуоресцентный белок, по своим культурально-морфологическим, биохимическим свойствам, вирулентности и 
выживаемости в смешанной культуре с акантамебами Acanthamoeba castellani не отличался от исходного. на 
плотных питательных средах рекомбинантный штамм и его субкультуры, полученные от зараженных животных, 
формировали колонии желто-зеленого цвета, флуоресцирующие при уФ-облучении. в препаратах, полученных 
от животных и из со-культур с амебами, наблюдали флуоресцирующие клетки возбудителя чумы. созданный 
штамм можно использовать в качестве модельного для изучения в лабораторных условиях взаимоотношений воз-
будителя чумы с клетками простейших (почвенные амебы, нематоды) и млекопитающих.
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Abstract. Objective of the study was to construct the recombinant Y. pestis strain producing fluorescent protein GFP 
and analysis of the prospects of its usage for investigation of interaction of the agent with the protozoa, and also mac-
roorganism of mammals (rodents). Materials and methods. To create the strain producing fluorescent protein GFP, we 
used the natural Y. pestis strain isolated in 2016 in Gorno-Altai high-mountain plague focus. Fluorescent protein gen was 
inserted into commercial vector pTurboGFP-B via electroporation. Properties of the obtained recombinant Y. pestis strain 
367 pTurboGFP-B were studied using microbiological, biological, and molecular-genetic methods. Results and conclu-
sions. The plague agent strain, containing vector plasmid pTurboGFP-B which encodes synthesis of green fluorescent 
protein GFP, and being resistant to ampicillin was constructed applying electroporation. The designed Y. pestis strain, 
producing green fluorescent protein, does not differ from the stock strain by its cultural-morphological, biochemical 
properties, virulence and survivability in mixed culture with Acanthamoeba castellani. On solid nutrient media, recom-
binant strain and its subcultures, obtained from infected animals, formed colonies of greenish-yellow color, becoming 
fluorescent under UV-light. In preparations from animals and from co-cultures with amoeba, fluorescent cells of plague 
agent were observed. The constructed strain can be utilized as a model one for investigation of interactions between 
plague agent and cells of protozoa (soil amoeba, nematodes) and mammals under laboratory conditions. 
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на территории российской Федерации и сопре-
дельных государств находится 45 природных очагов 
чумы, расположенных в различных географических 
зонах. естественными носителями чумы в природе 
являются свыше 200 видов млекопитающих, а пере-
носчиками – более 150 видов блох [1].

по классическим представлениям, чума в при-
роде существует как сложная паразитарная система 
взаимодействующих популяций возбудителя чумы, 
теплокровных носителей (грызунов, зайцеобразных, 
хищников и др.) и членистоногих переносчиков. 
основным механизмом природной очаговости чумы 
считают непрерывное пассирование возбудителя 
блохами от грызуна к грызуну. однако к настояще-
му времени накоплено большое количество фактов, 
позволяющих предположить, что трансмиссия не яв-
ляется основным механизмом энзоотии чумы [2]. с 
позиций горизонтальной трансмиссии невозможно 
объяснить целый ряд особенностей эпизоотического 
процесса при чуме – наличие длительных межэпи-
зоотических периодов в очагах, «взрывное» начало 
эпизоотий после многолетних перерывов, возобнов-
ление активности очагов после глубоких депрессий 
численности носителей или смены основных носи-
телей чумы. очевидно, существует другой, более 
эффективный способ сохранения Yersinia pestis вне 
теплокровного хозяина, который обеспечивает его 
длительное сохранение в природном биоценозе оча-
гов чумы [2, 3].

существенным вкладом в решение проблемы 
энзоотии чумы стало выявление у возбудителя чумы 
способности к образованию биопленки – сообще-
ства клеток, окруженных внеклеточным матрик-
сом [4, 5]. биопленка Y. pestis может способствовать 
длительному сохранению возбудителя во внешней 
среде [6]. существует вероятность сохранения воз-
будителя чумы в членах почвенных биоценозов. 
на модели возбудителя показано, что выделенные 
из почвы цистообразующие амебы способны фаго-
цитировать клетки Y. pestis. в экспериментальных 
условиях установлена возможность длительного со-
хранения штаммов основного подвида в ассоциации 
с почвенными амебами Acantamoeba sp. и слизевика-
ми Dictyostelium discoideum [7, 8]. 

недавно сформулирована гипотеза вертикаль-
ной трансмиссии, согласно которой в длительном 
сохранении и последующем выносе возбудителя 
чумы в популяцию грызунов зараженными личин-
ками блох участвуют члены почвенных биоценозов 
очагов чумы – простейшие и нематоды [3, 8]. для 
подтверждения этой гипотезы необходимы убеди-
тельные экспериментальные доказательства, однако 
при изучении взаимоотношений возбудителя чумы с 
членами природных биотопов возникают методичес-
кие трудности, связанные с отсутствием у штаммов 
Y. pestis легко детектируемых маркеров.

в последние годы для облегчения мониторинга 
и выявления микроорганизмов широко используют 
методы молекулярной визуализации, главным эле-

ментом которых является применение специальных 
инертных контрастных макромолекул, которые не 
нарушают процессов жизнедеятельности клетки и 
не приводят к фатальным биологическим изменени-
ям [9]. в настоящее время в качестве удобных и эф-
фективных прижизненных маркеров микроорганизмов 
используют различные флуоресцентные белки.

впервые зеленый флуоресцирующий белок – GFP 
(от англ. green fluorescent protein) обнаружен у ме-
дузы Aequorea victoria [10]. затем была определена 
структура белка, клонирован кодирующий его ген и 
показана экспрессия белка в различных прокариоти-
ческих и эукариотических организмах [9]. сейчас из-
вестно несколько десятков природных и модифициро-
ванных генов, белковые продукты которых дают излу-
чение практически во всех участках видимого спектра, 
от сине-зеленого до рубиново-красного.

белок GFP обладает рядом свойств, которые 
обусловливают его широкое использование в ка-
честве биологического маркера. он состоит из 232 
аминокислот, молекулярная масса – 26 кда; характе-
ризуется двумя пиками поглощения при длинах волн 
395 и 475 нм и пиком флуоресценции при 498 нм. 
белок принимает нативную конфигурацию и образу-
ет флуо рофор без участия каких-либо внешних фер-
ментов и кофакторов, обладает низкой метаболиче-
ской токсичностью. Флуоресценция, обусловленная 
GFP, стабильна даже в присутствии денатурирую-
щих агентов в широком диапазоне рн, сигнал про-
должителен во времени, отсутствует фоновая флуо-
ресценция [9, 10].

в последние годы флуоресцентный белок GFP в 
качестве биосенсора успешно применяли на широ-
ком круге хозяев для установления внутриклеточной 
локализации и динамики белков, изучения механиз-
мов экспрессии генов, распространения бактерий в 
организме животных, иммунных реакций, межбак-
териального взаимодействия в смешанных культу-
рах [11–13].

основными методами флуоресцентного марки-
рования бактерий являются введение гена флуорес-
центного белка в составе плазмиды и встраивание 
маркерного гена в хромосому при помощи транспо-
зона. использование плазмид для маркирования бак-
терий имеет целый ряд преимуществ ввиду их мно-
гокопийности и интенсивности экспрессии белка. 
в последнее время для получения флуоресцентно-
меченных штаммов часто используют плазмиду pTur-
boGFP-B. множественная копийность этой плазми-
ды повышает скорость накопления маркерного белка 
и интенсивность его флуоресценции. плазмида pTur-
boGFP-B содержит ген модифицированного вариан-
та белка GFP, клонированный из веслоногих ракоо-
бразных – копеподы Pontellina plumata [14]. белок 
обладает яркой зеленой флуоресценцией (максимум 
поглощения/испускания – 482/502 нм), характеризу-
ется высокой скоростью синтеза в широком пределе 
температур, фотостабильностью, не токсичен для 
клеток, стабильно в них сохраняется.
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цель настоящего исследования состояла в кон-
струировании рекомбинантного штамма Y. pestis, 
продуцирующего флуоресцентный белок GFP, и 
анализе перспектив его использования для изучения 
взаимодействия возбудителя с простейшими, а так-
же с макроорганизмом млекопитающих (грызунов).

материалы и методы

в работе в качестве реципиента использова-
ли штамм Yersinia pestis 367, выделенный в горно-
алтайском высокогорном очаге чумы в 2016 г. 
бактерии культивировали на агаре и в бульоне LB 
при температуре 28 °с в течение 18 ч. в качестве 
селективного антибиотика для выращивания ре-
комбинантного штамма использовали ампициллин  
(50 мг/мл).

для введения в клетки возбудителя чумы флуо-
ресцентного белка GFP использовали коммерчес-
кую плазмиду pTurboGFP-B («Evrogen», россия). 
эта плазмида размером 4,1 тпн содержит ген белка 
GFP, точку начала репликации плазмиды ColE1 и ген 
β-лактамазы, обеспечивающий устойчивость к ампи-
циллину. эксперименты проводили в соответствии с 
санитарными правилами «безопасность работы с ре-
комбинантными молекулами днк».

подготовку компетентных клеток и электро-
порацию выполняли в соответствии с рекоменда-
циями R. Conchas et al. [15]. клетки штамма Y. pestis 
367 трансформировали в системе Gene Pulser Xcell 
(Bio-Rad, сШа) в следующих условиях: напряже-
ние – 3 кв, фиксированная емкость – 25 мкФ, со-
противление – 200 ом. эффективность трансформа-
ции определяли, высевая десятикратные разведения 
взвеси полученного штамма на пластинки агара LB 
с 50 мкг/мл ампициллина. просмотр колоний осу-
ществляли визуально.

зеленое флуоресцентное свечение бактерий вы-
являли при помощи флуоресцентного микроскопа 
Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Фрг). для детекции GFP 
использовали набор светофильтров № 10 (полоса 
возбуждения BP 450–490, испускания BP 515–565).

видовые и дифференциально-диагностические 
признаки рекомбинантного штамма возбудителя чумы 
Y. pestis 367 pTurboGFP-B определяли в соответствии 
с рекомендациями, изложенными в практическом ру-
ководстве [16]. плазмидный состав штаммов изучали 
по методу C. Kado et al. [17]. вирулентность исходно-
го и рекомбинантного штамма определяли в тестах 
in vitro и in vivo. вирулентность in vitro оценивали 
по признакам наличия зависимости от ионов каль-
ция при 37 °с и сорбции красителей. вирулентность 
in vivo определяли на беспородных белых мышах 
(18–20 г). биомоделей содержали в соответствии с 
требованиями по гуманному содержанию и исполь-
зованию животных в экспериментальных исследова-
ниях. животных заражали подкожно испытуемыми 
штаммами в дозах 1·103 и 1·104 кое/мл. павших 
мышей вскрывали, делали мазки и посевы отпечат-

ков органов на плотные среды. мазки-отпечатки от 
павших животных просматривали в микроскопе Axio 
Imager Z2 (Carl Zeiss) с объективом Plan Apjcromat 
150/1,35 DIC Glic Korr VIS-IR при увеличении ×1500. 
Фотографии получали с помощью камеры Axio503 
Color (Carl Zeiss).

взаимодействие с простейшими изучали на 
модели амеб Acanthamoeba castellani, выделенных 
из почв горно-алтайского высокогорного очага 
чумы в 2016 г. по ранее использованному методу 
[7]. статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием стандартных методов и про-
грамм [18].

результаты и обсуждение

для конструирования штамма возбудителя 
чумы, продуцирующего зеленый флуоресцент-
ный белок GFP, в качестве реципиента использова-
ли природный штамм Y. pestis 367, выделенный в 
горно-алтайском высокогорном очаге чумы от сур-
ка (Marmota baibacina) в 2016 г. Штамм относится к 
основному подвиду, античному биовару, филогенети-
ческой линии 4.ANT, которая циркулирует в горно-
алтайском высокогорном очаге чумы. для штаммов 
линии 4.ANT характерно наличие дополнительной 
плазмиды pTP33 размером 33,8 тпн [19]. методом 
электропорации сконструирован рекомбинантный 
штамм, получивший обозначение Y. pestis 367 pTur-
boGFP-B. эффективность трансформации составила 
2·108 трансформантов/мкг днк. клетки Y. pestis, не-
сущие ген зеленого флуоресцентного белка, после 
процедуры трансформации выявляли по наличию 
зеленого флуоресцентного свечения бактерий.

проведено сравнение культурально-морфоло-
гических и биохимических свойств исходного и ре-
комбинантного штаммов Y. pestis. установлено, что 
рекомбинантный штамм Y. pestis 367 pTurboGFP-B 
обладал типичными для возбудителя чумы морфоло-
гией клеток, агглютинативным ростом в жидких пи-
тательных средах. на плотных питательных средах 
рекомбинантный штамм Y. pestis 367 pTurboGFP-B 
формировал колонии желто-зеленого цвета, хотя 
структура колоний обоих штаммов не отличалась. 
оба штамма характеризовались чувствительностью 
к диагностическим бактериофагам – псевдотуберку-
лезному, чумному покровской и л413 «с».

на основании проведенного изучения биохими-
ческих признаков установлено, что рекомбинантный 
штамм Y. pestis 367 pTurboGFP-B по своим призна-
кам не отличался от исходного. оба штамма фер-
ментировали глицерин, арабинозу, глюкозу, облада-
ли денитрифицирующей активностью, не разлагали 
рамнозу и мелибиозу. по комплексу признаков, полу-
ченный штамм, как и исходный, относится к антич-
ному биовару основного подвида Y. pestis. таким об-
разом, введение в реципиентный штамм векторной 
плазмиды pTurboGFP-B не привело к изменению его 
свойств.
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для подтверждения присутствия векторной 
плазмиды в штамме Y. pestis 367 pTurboGFP-B опре-
деляли плазмидный состав исходного и рекомби-
нантного штаммов (рис. 1).

представленные на рис. 1 данные свидетель-
ствуют о наличии у штаммов Y. pestis 367 и Y. pestis 
367 pTurbo GFP-B трех резидентных плазмид воз-
будителя чумы – pFra (96,2 тпн), pCad (70,3 тпн) и 
pPst (9,6 тпн). кроме того, в обоих штаммах выяв-
лена плазмида pTP33 (33,8 тпн), наличие которой 
характерно для штаммов возбудителя чумы линии 
4.ANT [1]. в рекомбинантном штамме присутствует 
также векторная плазмида pTurboGFP-B (4,1 kb).

вирулентность рекомбинантного штамма Y. pes-
tis 367 pTurboGFP-в in vitro определяли по наличию 
зависимости роста от присутствия в среде ионов каль-
ция при 37 °с и способности к пигментсорбции [16]. 
установлено наличие признака зависимости роста 
от ионов Ca2+ в условиях 37 °с у обоих изученных 
штаммов. популяции обоих штаммов на 95 % состо-
яли из Ca2+-зависимых клеток. способность к сорб-
ции пигмента на среде LB, содержащей краситель 
конго красный, выявлена как у исходного, так и у ре-
комбинантного штаммов возбудителя чумы. клетки, 
сорбирующие краситель, составляли 90–95 % от 
общего количества клеток в популяции. таким об-
разом, введение рекомбинантной плазмиды в штамм 
Y. pestis 367 не изменило признаки, ассоциируемые с 
вирулентностью этого возбудителя.

для оценки вирулентности рекомбинантно-
го штамма Y. pestis 367 pTurboGFP-B in vivo про-
ведено подкожное заражение белых мышей исхо-
дным и рекомбинантным штаммами в дозах 1·103 и  
1·104 кое/мл. в результате установлено, что оба 

штамма вызывали гибель животных в использован-
ных дозах. средний срок жизни зараженных живот-
ных составил (5,3±0,47) сут (для исходного штам-
ма) и (5,5±0,50) сут (для рекомбинантного штамма). 
выявленные различия статистически недостоверны 
(критерий достоверности разницы – td<12,7). у пав-
ших животных выявлена типичная патологоанато-
мическая картина чумы. Флуоресцирующие клетки 
штамма Y. pestis 367 pTurboGFP-B высевали из всех 
органов (регионарные лимфоузлы, печень, селезен-
ка) и крови. наибольшую обсемененность наблю-
дали в печени и селезенке (рис. 2, а, б). в мазках-
отпечатках органов погибших животных обнару-
жены бактериальные клетки, обладающие зеленой 
флуоресценцией. клетки рекомбинантного штамма 
четко визуализировались в отпечатках ввиду отсут-
ствия фонового свечения.

изучена возможность использования сконструи-
рованного штамма Y. pestis 367 pTurboGFP-B в иссле-
дованиях по изучению экологии возбудителя чумы, в 
частности в изучении взаимодействия с простейши-
ми из почвенных биоценозов природных очагов. для 
совместного культивирования использовали аксени-
ческие культуры акантамеб A. castellani, выделен-
ные на эпизоотических участках горно-алтайского 
высокогорного очага чумы. таким образом, проведе-
но моделирование выживаемости штамма Y. pestis в 
простейших, к которым был адаптирован исходный 
штамм 367, поскольку этот штамм и амебы выделе-
ны в одних и тех же участках горно-алтайского вы-
сокогорного очага чумы.

в результате установлено, что рекомбинантный 
штамм сохраняется в клетках амеб при температуре 
26 °с и влажности 20 % в течение всего срока экс-
перимента (21 день). при этом клетки рекомбинант-
ного штамма четко визуализировались в люминес-
центном микроскопе Axio Imager Z2 (Carl Zeiss) в 
виде биполяров, типичной формы возбудителя чумы 
(рис. 2, в).

таким образом, с помощью метода электропо-
рации нами сконструирован рекомбинантный био-
флуоресцентный штамм Y. pestis 367 pTurboGFP-B 
c векторной плазмидой pTurboGFP-B, детермини-
рующей синтез зеленого флуоресцирующего белка 
GFP. эффективность трансформации была высокой 
и составила 2·108 трансформантов/мкг днк вектор-
ной плазмиды. введение реципиентной плазмиды не 
приводило к изменению видовых и биохимических 
признаков исходного штамма, его вирулентности, 
выживаемости в смешанной культуре с акантаме-
бами A. castellani. клетки рекомбинантного штамма 
на плотной среде формировали колонии с зеленой 
флуоресценцией, которую можно наблюдать не-
вооруженным глазом при естественном освещении. 
в препаратах (мазки-отпечатки органов животных, 
павших от заражения рекомбинантным штаммом, 
а также мазки со-культур с амебами) с использова-
нием люминесцентного микроскопа Axio Imager 
Z2 четко визуализировались флуоресцирующие би-

рис. 1. плазмидный состав исходного Y. pestis 367 и рекомби-
нантного Y. pestis 367 pTurboGFP-в штаммов:
Штаммы Y. pestis: 1 – EV нииэг; 2 – 367; 3 – 367 pTurboGFP-в; 4 – 367 
pTurbo GFP-в (получен от зараженных животных)

Fig. 1. Plasmid composition of the stock Y. pestis 367 and recombi-
nant Y. pestis 367 pTurboGFP-в strains:
Y. pestis strains: 1 – EV NIIEG; 2 – 367; 3 – 367 pTurboGFP-в; 4 – 367 
pTurbo GFP-в (obtained from infected animals)
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поляры, типичной для возбудителя чумы формы. 
преимуществом использования штаммов Y. pestis с 
плазмидой pTurboGFP-в является кодируемая плаз-
мидой устойчивость к антибиотику ампициллину, 
что облегчает селекцию клеток этого штамма из сме-
шанных культур или при высеве из органов павших 
животных.

изучение флуоресцирующих белков – их кло-
нирование, определение структуры и возможности 
экспрессии кодирующих их генов в различных про- и 
эукариотических организмах – обеспечило исследо-
вателей надежными прижизненными маркерами для 
изучения живых клеток. благодаря использованию 
флуоресцирующих белков стало возможным визуали-
зировать процессы, происходящие при развитии ин-
фекционного процесса в макроорганизме, оценивать 
выживаемость и конкурентноспособность бактерий 
во внешней среде. Широкое применение нашло ис-
пользование зеленого флуоресцентного белка GFP. 

однако использованию зеленого флуоресцент-
ного белка для изучения патогенных иерсиний по-
священы единичные работы. так, E. Gensberger et 
al. [12] получили штаммы Y. pseudotuberculosis и 
Y. enterocolitica, меченные белком GFP, и отметили 
отсутствие влияния этого белка на ростовые харак-
теристики использованных штаммов. проведено 
изучение вирулентности штаммов Y. pestis со встро-
енным в хромосому геном белка GFP [13]. показано 
преимущество использования маркированных GFP 
штаммов при скрининге бактерий внутри макрофа-
гов [11, 13], продемонстрирован новый подход к ха-
рактеристике детерминант вирулентности возбуди-
теля чумы. авторы количественно оценивали синтез 
факторов вирулентности возбудителя чумы, исполь-
зуя плазмиду, в которой экспрессия GFP, находилась 
под контролем промоторов YOP белков, входящих в 
систему секреции 3 типа [11]. однако нами впервые 

получен штамм Y. pestis, продуцирующий зеленый 
флуоресцентный белок GFP, на основе природного 
штамма, выделенного в горно-алтайском природ-
ном очаге в современный период. проведены изуче-
ние распространения этого штамма в организме ла-
бораторных животных. показаны преимущества ис-
пользования флуоресцентного штамма для изучения 
взаимодействия Y. pestis с массовыми членами поч-
венных биоценозов (простейшие, слизевики). этот 
штамм найдет применение для изучения в лабора-
торных условиях механизмов персистенции возбу-
дителя чумы в природных биоценозах очагов чумы, 
а также для исследованния особенностей патогенеза 
этой инфекции.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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