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HtpG (высокотемпературный белок G – high-temperature protein G) – бактериальный гомолог высококонсер-
вативного молекулярного шаперона Hsp90 эукариот, играющего важную роль в защите от стресса у многих бак-
терий. роль продукта гена htpG, кодирующего синтез высокотемпературного белка G прокариот, в патогенезе 
бактериальных инфекций до настоящего времени остается не ясной. цель работы – изучить функциональную 
важность HtpG в патогенезе чумы. материалы и методы. аминокислотную последовательность HtpG анализи-
ровали с использованием программы BLAST. с помощью сайт-направленного мутагенеза гена htpG (YPO3119) 
получили изогенные наборы на основе аттенуированного и вирулентных штаммов Yersinia pestis. свойства по-
лученных мутантов оценивали с использованием микробиологических и биологических методик. результаты и 
обсуждение. проведенный биоинформационный анализ показал высокую консервативность белка HtpG внутри 
вида Y. pestis (100 % идентичности), а также 99 % идентичности с белком Y. pseudotuberculosis и 96 % идентич-
ности с белком Y. enterocolitica. Штамм Y. pestis с делецией htpG проявлял чувствительность к температурному 
и оксидативному стрессу, обладая фенотипом, общим для htpG мутантов других бактериальных видов. однако 
мутант не был чувствителен к осмотическому стрессу и комплементу сыворотки крови человека. утрата чумным 
микробом способности к синтезу HtpG не оказывала влияния на вирулентность и средние сроки жизни мышей и 
морских свинок при подкожном способе заражения, что свидетельствует о неперспективности его использования 
в качестве молекулярной мишени для терапии и/или вакцинопрофилактики чумы.
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Abstract. HtpG (high-temperature protein G) is a bacterial homologue of the highly conserved molecular chaperone 
Hsp90 of eukaryotes, which plays an important role in protection against stress in many bacterial species. The role of 
the htpG gene encoding the synthesis of high-temperature prokaryotic G protein in the pathogenesis of bacterial infec-
tions is still unclear. The aim of this work is to study the functional importance of HtpG in the pathogenesis of plague. 
Materials and methods. Isogenic Yersinia pestis sets based on attenuated and virulent strains differing in the presence 
of the functional htpG gene (YPO3119) were generated with the help of site-directed mutagenesis. The HtpG amino acid 
sequence was analyzed using the BLAST program. The properties of the resulting mutant strains were evaluated using 
microbiological and biological methods. Results and discussion. The bioinformatics analysis showed high conserva-
tiveness of the HtpG protein within the Y. pestis species (100% identity), as well as 99 % identity with the Y. pseudo-
tuberculosis protein and 96 % identity – Y. enterocolitica protein. Y. pestis htpG knock-out mutants showed increase of 
susceptibility to temperature and oxidative stress like mutants of the other bacterial species. However, the mutant was not 
sensitive to osmotic stress and human serum complement. The loss of the ability to synthesize HtpG by plague microbe 
did not affect the virulence and average life duration of mice and guinea pigs challenged subcutaneously. It means that 
htpG gene is not a good molecular target for the treatment and/or immunoprophylaxis of plague.
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Hsp90 (heat shock protein 90 – hsp90) – молеку-
лярный шаперон, необходимый для поддержания, 
активации, стабилизации или созревания белков, его 
экспрессия усиливается при повышении температу-
ры или других стрессирующих клетку условиях окру-
жающей среды. Hsp90 обладает атФ-азной активно-
стью и вовлечен в различные клеточные процессы, в 
том числе фолдинг белков, передачу сигналов и про-
лиферацию клеток [1]. установлено, что htpG про-
кариот кодирует гомолог белка теплового шока 90 
эука риот [2]. выявлено, что гены, кодирующие белки 
теплового шока, индуцируются на поздних стадиях 
течения инфекционного процесса, что отражает роль 
кодируемых продуктов в защите бактерий от стрес-
совых факторов и защитных механизмов, а именно 
оксидативного стресса, кислого pH, дефензинов или 
бактерицидной активности сыворотки [3], устойчи-
вость к которым необходима патогенному микроор-
ганизму для выживания в организме хозяина. Hsp90 
эукариот – белок, необходимый для жизнеспособно-
сти клеток [4], а также играющий множество функ-
ций в фолдинге белков наряду с растущим числом ко-
шаперонов [1]. с другой стороны, у бактерий утрата 
HtpG может не оказывать губительного влияния на 
клетку. HtpG− фенотип может варьироваться от не-
больших дефектов в росте культуры при повышен-
ной температуре и/или устойчивости к холодовому 
шоку до чувствительности к оксидативному стрессу 
[5–7]. установлено, что HtpG необходим для продук-
ции ряда факторов патогенности Escherichia coli [8], 
персистенции Salmonella typhimurium в кишечнике 
свиней [9], а также играет важную роль в патогене-
зе инфекций, вызываемых Francisella tularensis [10], 
Leptospira interrogans [11] и Edwardsiella tarda [6]. 

цель работы – изучить функциональную важ-
ность HtpG в патогенезе чумы.

материалы и методы

Бактериальные штаммы. использованные 
в работе штаммы Y. pestis представлены в табл. 1. 
бактерии выращивали на питательной среде на 
основе сердечно-мозговой вытяжки (BHI), pH 7,2 

или pH 5,8. BHI агар с 5 % сахарозы использовали 
для селекции двойных рекомбинантов Y. pestis, по-
лученных с помощью гибридных плазмид на основе 
суицидного вектора pCVD442 [12]. в случае необ-
ходимости в питательные среды добавляли антибио-
тики: ампициллин – 100 мкг/мл, канамицин – 40 мкг/
мл, хлорамфеникол – 10 мкг/мл, полимиксин B – 
100 мкг/мл. 

Биоинформационный анализ HtpG. амино-
кислотную последовательность HtpG анализирова-
ли с использованием программы BLAST на сайте 
NCBI. молекулярную массу белка и теоретическую 
изоэлектрическую точку (pI) определили, используя 
блок EditSeq программного обеспечения DNASTAR 
(Madison, WI, USA).

Мутагенез. нокаутные мутанты получали с по-
мощью технологии одноэтапной инактивации хро-
мосомных генов [13] или плазмид на основе суицид-
ного вектора pCVD442 [12]. верификацию замены 
генов проводили c помощью полимеразой цепной 
реакции.

Динамику роста штаммов оценивали при вы-
ращивании в трех повторах в 200 мкл жидкой пита-
тельной среды (бульон хоттингера с добавлением 
1 % гемолизированной крови) в 96-луночных план-
шетах Costar (Corning Incorporated USA) в термо-
статируемом планшетном фотометре Multisckan FC 
(Thermo Scientific, USA). для определения чувстви-
тельности штаммов к высокому содержанию соли в 
жидкую питательную среду добавляли хлорид на-
трия до 4 %. посевная доза составляла 107 кое/мл. 
бактериальные суспензии культивировали в тече-
ние 24 ч при температурах 28 и 37 °C. оптическую 
плотность суспензии определяли при длине вол-
ны 620 нм.

Выживание в присутствии H2O2 и «кислого» 
pH. перекись водорода серийно разводили в ми-
нимальной среде (м9) до концентрации 200 mM, 
40,0 mM, 8,0 mM и 1,6 mM. для определения чув-
ствительности к pH готовили среду м9 с рн 3,5 
и рн 7,0 в качестве контроля. в среду добавля-
ли 107 кое/мл исследуемого штамма и исходного 
штамма, бактериальные суспензии инкубировали 

Таблица 1 / Table 1

Вирулентность экспериментальных штаммов Y. pestis при подкожном заражении беспородных мышей
Virulence of Y. pestis experimental strains in subcutaneously infected outbred mice

Штаммы Y. pestis
Y. pestis strains

характеристика
Description

LD50, кое*
LD50, CFU*

средние сроки жизни, сут
Mean time to death, days

231 Fra+Ymt+Lcr+HtpG+Pla+Pgm+ ** 1 (1÷2) 5,4 ± 0,5

231ΔhtpG Fra+Ymt+Lcr+HtpG−Pla+Pgm+ 5 (1 ÷ 18) 4,4 ± 1,0

и-3189 Fra+Ymt+Lcr+ HtpG+Pla+Pgm+ 2 (1 ÷ 5) 4,7 ± 0,9

и-3189ΔhtpG Fra+Ymt+Lcr+HtpG−Pla+Pgm+ 5 (1 ÷ 18) 5,7 ± 1,9

* 95 % доверительный интервал представлен в круглых скобках.
** способность к продукции: Fra – капсульного антигена, Ymt – мышиного токсина, Lcr – Yop белков и V антигена, HtpG, Pla – активатора плаз-

миногена; Pgm – сочетанная способность к сорбции гемина и чувствительность к пестицину.

* 95 % confidence interval is shown in parentheses.
** ability to produce: capsular antigen Fra, Yersinia mouse toxin Ymt, LCR – Yop proteins and LcrV, HtpG, plasminogen activator Pla; Pgm – combined 

ability to gemin sorption and sensitivity to Pst. 
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при температуре 28 °с 10 мин в присутствии H2O2, 
а также 30 и 60 мин – при разных значениях pH. 
выживание оценивали путем высевов разведений 
культур на чашки с агаром хоттингера с 1 % гемоли-
зированной кровью.

Оценку вирулентности проводили на 6–8-
недельных самках нелинейных мышей породы Swiss 
Webster и морских свинках (275±25) г. все протоколы 
экспериментов с животными одобрены комитетом 
по биоэтике гнц пмб, все работы проводили в 
соответствии с гост 33216-2014 «руководство по 
содержанию и уходу за лабораторными животны-
ми». мышей заражали подкожно десятикратными 
разведениями 28-градусных двухсуточных культур 
Y. pestis в изотоническом растворе NaCl в объеме 
0,1 мл на пять животных. по шесть морских сви-
нок заражали подкожно разведениями 102 и 106 кое 
28-градусных двухсуточных культур Y. pestis в изо-
тоническом растворе NaCl в объеме 0,5 мл на жи-
вотное. наблюдение за зараженными животными 
проводили в течение 21 сут. погибших животных 
вскрывали и подвергали бактериологическому ис-
следованию. вычисление величин LD50 проводили 
по методу Kärber в модификации и.п. ашмарина и 
а.а. воробьева.

Определение чувствительности штаммов 
к бактерицидному действию комплемента про-
водили путем сравнительной оценки воздействия 
нормальной человеческой сыворотки и сыворотки 
с инактивированным путем нагревания комплемен-
том (тнчс) на бактериальную взвесь исследуемых 
штаммов с концентрацией 107 кое/мл по методу 
M.G. Barnes et al. [14]. 

Статистический анализ. данные представля-
ли как среднее значение ± стандартное отклонение. 
для статистического анализа использовали Graph 
Pad Prism 5 (Graph Pad Software, La Jolla, CA), выпол-
няя однофакторный дисперсионный анализ ANOVA. 
различия считали достоверными, если p≤0,05.

результаты и обсуждение

Биоинформационный анализ htpG. открытая 
рамка считывания htpG (YPO3119 у Y. pestis CO92) 
длиной 1869 п.о. кодирует белок HtpG, состоящий из 
622 аминокислотных остатков. HtpG Y. pestis пред-
положительно имеет молекулярную массу 70,8 кда и 

pI = 5,03. внутри вида Y. pestis белок высоко консерва-
тивен – BLASTp показал 100 % гомологию у штаммов 
различных биоваров чумного микроба. гомология с 
белком HtpG энтеропатогенных иерсиний составила 
99 % для Y. pseudotuberculosis (WP_106464413.1) и 
96 % для Y. enterocolitica (WP_072089333.1). кроме 
того, BLASTp анализ HtpG выявил, что белок обла-
дает значительным подобием с остальными HtpG и 
Hsp90 белками. предположительно, атФ-азный до-
мен локализован на N-конце белка, где присутству-
ют 14 консервативных остатков, необходимых для 
связывания атФ (E34, N38, D41, L78, D80, G82, G84, 
M85, G124, V125, G126, F127, V139, T141), в том 
числе два G-X-G мотива (82GIG84 и 124GVG126) [6, 
15]. кроме того, HtpG Y. pestis структурно гомоло-
гичен C-концевому региону белков семейства HtpG 
(остатки 186–622). 

Эффект делеции htpG на рост мутант-
ного штамма, устойчивость к оксидативному 
и осмотическому стрессу. проведенный сайт-
направленный мутагенез гена htpG в вакцинном 
штамме EV нииэг, а также в вирулентных штам-
мах Y. pestis subsp. pestis 231 и Y. pestis bv. Ulegeica 
и-3189 позволил получить мутанты EVΔhtpG, 
231ΔhtpG, и-3189ΔhtpG.

HtpG – высококонсервативный молекулярный 
шаперон, обнаруживаемый у всех бактерий и уча-
ствующий в фолдинге белков в условиях стресса 
[16]. утрата белка может оказывать различные эф-
фекты на бактериальные клетки, в том числе приво-
дить к дефектам роста при высоких температурах 
и повышению чувствительности к оксидативному 
стрессу [6, 7, 17]. для определения потенциаль-
ной функции HtpG в ходе повышения температуры 
культивирования, оксидативного и осмотического 
стресса определили рост и выживание мутантных 
штаммов в данных условиях. согласно полученным 
результатам при температуре культивирования 28 °с 
профиль роста исходного и мутантного штаммов 
совпадали. повышение температуры выращивания 
до 37 °с приводило к запаздыванию скорости роста 
мутантного штамма в позднюю логарифмическую 
и стационарную фазы по сравнению с исходным 
(рис. 1, а). 

осмотический стресс является одним из усло-
вий, к которым бактерии должны адаптироваться 
в ходе инфекционного процесса. установлено, что 

рис. 1. рост штамма «дикого» типа и му-
танта EVΔhtpG in vitro:
A – при температурах 28 и 37 °с; B – в услови-
ях нормальной (0,5 % NaCl) и повышенной (4 % 
NaCl) осмолярности

Fig. 1. Growth of the “wild” type strain and 
EVΔhtpG mutant in vitro:
A – cultivation at 28 °с and 37 °с; B – cultiva-
tion under normal (0.5 % NaCl) and increased (4 % 
NaCl) osmolarity conditions



Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2020; 2         Original articles

89

экспрессия молекулярных шаперонов, отвечающих 
за синтез белков теплового шока, растет при осмоти-
ческом шоке [17].

исходный и мутантный штаммы выращивали 
в условиях нормальной (0,5 % NaCl) и повышенной 
осмолярности (4 % NaCl). различий в скорости роста 
при 4 % NaCl в среде культивирования не наблюдали, 
что говорит об отсутствии чувствительности мутант-
ного штамма к осмотическому стрессу (рис. 1, б).

при анализе выживания в присутствии H2O2 
(40 mM) установили снижение жизнеспособности 
мутантного штамма EVΔhtpG (86,3 %) по сравне-
нию с исходным штаммом EV (95,2 %) (p<0,001). 
число бактерий исходного и мутантного штаммов, 
переживших инкубацию в среде при pH 3,5, не от-
личалось (табл. 2). 

Устойчивость к сыворотке. система компле-
мента является одним из ключевых факторов врож-
денного иммунитета хозяина. ранее мы показали, что 
штаммы Y. pestis subsp. pestis устойчивы к действию 
комплемента [18]. согласно полученным результатам 
клетки исходного штамма Y. pestis 231, выращенные 
при температуре 25 °с, переживали действие ком-
племента 80 % нормальной человеческой сыворотки 
(нчс). инкубация в течение 1 ч в 80 % нчс штамма 
231 с делетированным геном htpG также не приводи-
ла к достоверному снижению числа жизнеспособных 
микробных клеток (lg 6,24±0,56 кое) по сравнению 
с инкубацией в тнчс (lg 6,5±0,15 кое).

Эффект делеции на вирулентность для мы-
шей и морских свинок при подкожном заражении. 
сравнительная оценка вирулентности исследуемых 
штаммов Y. pestis для беспородных мышей при под-
кожном способе заражения не выявила достоверных 
различий в величинах LD50 штаммов «дикого» типа, 
а также всех сконструированных нами HtpG− вари-
антов (табл. 1). средние сроки жизни мышей, погиб-

ших в результате заражения штаммами 231 и и-3189 
или их изогенными производными, достоверно не 
отличались (рис. 2, табл. 1). 

выживаемость морских свинок после подкож-
ного введения 102 кое тестируемых культур чумно-
го микроба составила 66 % для исходного штамма 
Y. pestis 231 против 50 % у его делеционного мутанта 
и 33 % для исходного штамма Y. pestis и-3189 про-
тив 50 % у его делеционного мутанта. при введении 
106 кое всех исходных и мутантных штаммов не 
выжила ни одна морская свинка.

взаимосвязь между HtpG и патогенностью бак-
терий остается в большей степени не охарактеризо-
ванной. у прокариот гомологи HtpG идентифици-
ровали у большого числа бактериальных видов и, в 
противоположность белку Hsp90 эукариот, делеция 
htpG не всегда ассоциирована с летальностью [19, 
20]. у E. coli и Actinobacillus actinomycetemcomitans 
делеция htpG ведет к появлению дефектов роста 
при повышенных, но не при низких температурах 
[21, 22], при этом у цианобактерий мутация в гене 
htpG ведет к снижению устойчивости к изменению 
температуры культивирования [7, 23, 24]. в нашем 
исследовании мы обнаружили, что, по сравнению со 
штаммом «дикого» типа, мутант проявлял незначи-
тельное снижение скорости роста в позднюю лога-
рифмическую и стационарную фазу, а его способ-
ность переживать и расти в присутствии 40 мM H2O2 
была снижена, подтверждая, что у чумного микроба 
HtpG вовлечен в преодоление стрессовых состояний, 
вызванных воздействием активных форм кислорода 
и высокой температуры. при этом ∆htpG-мутант 
чумного микроба был также устойчив к действию 
комплемента нормальной человеческой сыворотки, 
как и исходный штамм. ясно, что столь незначи-
тельное снижение устойчивости чумного микроба к 
условиям стресса не могло существенно отразиться 

Таблица 2 / Table 2

Чувствительность экспериментальных штаммов к перекиси водорода и рн
Sensitivity of experimental strains to hydrogen peroxide and pH

Штамм
Strain

число живых бактерий (lg кое /мл) после 1 ч инкубации в H2O2
The number of living bacteria (lg CFU/ml) after 1 h of incubation in H2O2

число живых бактерий (lg кое/мл) после инкубации при рн
The number of living bacteria (lg CFU/ml) after incubation at рн

40 mM 8 mM 1,6 mM 0 mM 7
3,5

(30 мин)
(30 min)

3,5
(60 мин)
(60 min)

EV 7,573 7,827 7,840 7,955 7,955 7,733 7,470

EVΔhtpG 6,746 7,662 7,681 7,816 7,816 7,595 7,294

рис. 2. выживаемость беспородных мы-
шей после подкожного заражения экспери-
ментальными штаммами: 
A – Y. pestis 231 и 231ΔhtpG; B – Y. pestis и-3189 
и и-3189ΔhtpG

Fig. 2. Survival rate of outbred mice follow-
ing subcutaneous injection of experimental 
strains: 
A – Y. pestis 231 and 231ΔhtpG; B – Y. pestis 
и-3189 and и-3189ΔhtpG
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на вирулентности делеционных мутантов. в отли-
чие от ∆htpG-мутантов Salmonella typhimurium [9], 
L. interrogans [11] и E. tarda [6] делеция гена htpG не 
ведет к аттенуации штаммов чумного микроба при 
подкожном введении беспородным мышам и мор-
ским свинкам. 

таким образом, утрата способности продуци-
ровать HtpG не влияет на вирулентность ΔhtpG му-
тантов Y. pestis для мышей и морских свинок, что 
свидетельствует об отсутствии перспективности его 
использования в качестве молекулярной мишени для 
терапии и/или вакцинопрофилактики чумы. 

работа выполнена в рамках отраслевой научно-
исследовательской программы роспотребнадзора на 
2016–2020 гг.: «проблемно-ориентированные науч-
ные исследования в области эпидемиологического 
надзора за инфекционными и паразитарными бо-
лезнями».
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