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СравнителЬнЫе протеоМнЫе профили типичного штаММа и генетичеСКи  
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цель работы – выявление различий в продукции белков у типичного штамма и генетически измененного ва-
рианта V. cholerae O1 биовара эль тор. материалы и методы. в качестве модельных использовали природные 
штаммы м1062 (астрахань, 1970 г.) и м1509 (москва, 2012 г.). Штаммы культивировали на агаре луриа-бертани 
при температуре 37 °C. электрофорез проводили по методу W.K. Laemmli (1970 г.), масс-спектрометрическое 
профилирование – согласно методу, описанному A. Shevchenko et al. результаты и обсуждение. масс-
спектрометрическое сканирование лизатов клеток исследуемых штаммов показало значительное сходство их 
протеомов (615 общих белков). выявленные различия касались повышенной экспрессии у штамма м1062 бел-
ков, которые участвуют в биосинтезе днк/рнк, входящих в группу «пурины, пиримидины, нуклеозиды», а так-
же регуляторных белков. у штамма м1509 увеличен биосинтез белков, ответственных за патогенез, адаптацию 
при действии неблагоприятных факторов внешней среды, входящих в группу «кофакторы, витамины, пигмен-
ты», участвующих в липидном, углеводном, белковом обменах, клеточных процессах, и белков-транспортеров. 
высказано предположение, что широкое распространение геновариантов эль тор, возможно, обусловлено повы-
шением патогенных и адаптивных свойств, а также существенной перестройкой метаболизма клеток. 
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Abstract. Objective of the study was to identify the differences in the production of proteins in typical strain and 
genetically altered variant of V. cholerae O1, biovar El Tor. Materials and methods. Natural strains M1062 (Astrakhan, 
1970) and M1509 (Moscow, 2010) were used as model strains in this work. Strains were cultivated on Luria Bertani 
agar at 37 °C. Electrophoresis was performed in accordance with W.K. Laemmli technique (1970), mass-spectrometric 
profiling – the method described by A. Shevchenko et al. Results and discussion. Mass-spectrometric scanning of cell 
lysates of the examined strains showed significant similarity of their proteomes (615 common proteins). The identified 
differences pertained to high expression of proteins in the strain M1062, participating in biosynthesis of DNA/RNA, 
included into “purines, pyrimidines, nucleosides” group, as well as regulatory proteins. In M1509 strain, biosynthesis of 
the proteins responsible for pathogenesis, adaptation under the influence of unfavorable environmental factors, included 
into “co-factors, vitamins, pigments” group, involved in lipid, carbohydrate, and protein metabolism, cellular processes, 
as well as proteins-transporters was increased. It has been suggested that the wide dissemination of El Tor genovariants 
is probably due to enhanced pathogenic and adaptive properties and also to the considerable transformation of cell me-
tabolism. 
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к настоящему времени известно более 200 серо-
групп штаммов Vibrio cholerae. однако только ток-
сигенные штаммы о1 и о139 серогрупп способны 
вызывать эпидемии и пандемии холеры. при этом 
штаммы V. cholerae о1 серогруппы на основе био-
химических и генетических различий делятся на два 
биовара – классический и эль тор. в результате эво-
люционных преобразований штаммов V. cholerae о1 
биовара эль тор возникли различные генетически 
измененные варианты вибрионов эль тор (генова-
рианты) с повышенной вирулентностью, в том числе 
матлабские, мозамбикские и гаитянские. основное 
отличие эль тор геновариантов от типичных штаммов 
заключалось в биосинтезе повышенных количеств 
холерного токсина классического типа в результате 
приобретения аллеля ctxB1 классических вибрионов 
[1, 2]. в настоящее время широкое распространение 
в мире получили гаитянские варианты, вызвавшие в 
2010 г. тяжелую эпидемию холеры на острове гаити. 
при молекулярно-генетическом исследовании дан-
ных штаммов показано, что они отличаются не толь-
ко от типичных изолятов, но и от других вариантов 
эль тор и имеют измененное строение суперинтегро-
на, острова пандемичности VSP-II, SXT элемента. 
кроме того, SNPs выявлены в генах tcpA, ctxB, rtxA, 
rstB, кодирующих ключевые факторы колонизации 
и патогенеза V. cholerae [3–5]. высказывается пред-
положение, что изменения структуры генома могли 
быть причиной не только повышения вирулентно-
сти геновариантов эль тор, но и лучшего их сохра-
нения во внешней среде [3]. необходимо отметить, 
что штаммы, имеющие структуру генома, подобную 
гаитянским вариантам, в 2012 и 2014 гг. завезены и 
в российскую Федерацию [6]. 

несмотря на активно проводимые исследова-
ния фенотипических и молекулярно-генетических 
свойств геновариантов V. cholerae о1 биовара эль 
тор, многие вопросы их биологии изучены не в 
полной мере. в том числе недостаточно данных по 
сравнительному анализу экспрессии белков у ти-
пичных изолятов и генетически измененных штам-
мов V. chole rae биовара эль тор. эти данные необ-
ходимы для получения более полной информации 
о циркулирующих в современный период штаммах 
возбудителя холеры, а также изучения вопросов до-
минирования и широкого распространения генова-
риантов. в связи с вышеизложенным целью нашей 
работы стало выявление различий в продукции бел-
ков у типичного штамма и генетически измененного 
варианта V. cholerae O1 биовара эль тор. 

материалы и методы

Штаммы микроорганизмов и условия вы-
ращивания. в качестве модельных использованы 
типичный штамм V. cholerae м1062 о1 серогруп-
пы биовара эль тор серовара огава, выделенный 
в 1970 г. при вспышке холеры в астрахани, а так-
же геновариант из группы гаитянских штаммов – 

V. cholerae м1509 о1 серогруппы биовара эль тор 
серовара огава, завезенный туристом в 2012 г. в 
москву из индии. указанные клинические штам-
мы хранились в лиофильно высушенном состоянии 
в государственной коллекции патогенных бактерий 
роснипчи «микроб». культивирование штаммов 
осуществляли на агаре луриа-бертани (HiMedia, 
индия) pH (7,0±0,2) в течение 16–17 ч при темпера-
туре 37 °C. выросшую культуру центрифугировали, 
получая осадок клеток. 

Электрофорез белков. одномерный электро-
форез образцов лизатов клеток проводили в 12,5 % 
полиакриламидном геле по методу W.K. Laemmli 
[7]. для визуализации белков пластину геля после 
электрофореза окрашивали кумасси синим G-250. 

Молекулярное масс-спектрометрическое ска-
нирование. для выполнения масс-спектрометри–
ческого сканирования окрашенную пластину полиа-
криламидного геля, полученную после проведения 
одномерного электрофореза, нарезали на белковые 
полоски с различными интервалами молекуляр-
ных масс (116,0–34,0; 35,0–19,0; 20,0–14,5 кда). 
далее белки в геле гидролизовали трипсином [8]. 
полученную триптическую смесь пептидов раз-
деляли с помощью системы высокоэффективной 
жидкостной нано-хроматографии на хроматографи-
ческой колонке AcclaimPepMap™100 75 μm x 25 cm, 
nanoViper C18, 3 μm, 100 Å (Thermo Fisher Scientific, 
USA). масс-спектры получали на тандемном квадру-
польном времяпролетном масс-спектрометре с вы-
соким разрешением класса ESI-Q. идентификацию 
белков проводили с помощью программы Mascot в 
режиме поиска MS/MS Ion search относительно базы 
данных NCBI с таксономическим ограничением для 
исследуемого вида микроорганизмов. в качестве ва-
риабельных модификаций выбрали карбамидомети-
лирование цистеина, окисление метионина и ацети-
лирование лизина. допустимое отклонение для масс 
пептидных ионов устанавливали равным 20 ppm, для 
фрагментарных ионов – 0,1 да, минимальное число 
уникальных пептидов одного белка ≥2. белки, име-
ющие критерии достоверности score >18, считались 
идентифицированными надежно. белки распреде-
ляли на функциональные группы в соответствии со 
схемой, предложенной зарубежными исследователя-
ми (www.tigr.org).

Статистический анализ. статистический 
анализ полученных экспериментальных данных осу-
ществляли при помощи программ Microsoft Excel 
(стандартный пакет программ Microsoft Office 2010, 
сШа) и Statistica 6.0 (Statsoft, россия).

результаты и обсуждение

при молекулярном масс-спектрометрическом 
сканировании лизатов клеток у типичного штамма 
V. cholerae м1062 выявлено 787 белков, у штамма 
V. cholerae м1509 – 707. при этом 615 белков, не-
обходимых для обеспечения жизнедеятельности 
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бактериальных клеток, поддержания структуры 
клеточной оболочки, репарации днк, обнаружены 
у обоих штаммов. особый интерес вызвали остав-
шиеся протеины (уникальные для каждого штамма), 
которые и были взяты для последующего анализа. 
в соответствии с выполняемой в клетке функцией и 
согласно используемой зарубежными исследовате-
лями классификации данные белки распределили по 
13 различным функциональным группам: компонен-
ты клеточной стенки; регуляторные белки; белки с 
неизвестной функцией; белки патогенности; транс-
портные белки; белки, участвующие в биосинтезе 
аминокислот/белка; липидном и углеводном обме-
нах; образовании днк/рнк; адаптации; клеточных 
процессах; белки, входящие в группы «кофакторы, 
витамины, пигменты» и «пурины, пиримидины, ну-
клеозиды». 

в итоге у анализируемых штаммов практиче-
ски не выявлены различия в продукции белков, не-
обходимых для биосинтеза клеточной стенки (3,3 % 
у м1509 и 3,5 % у м1062) и с неустановленной 
функцией (7,6 % у м1509 и 8,1 % у м1062). однако 
у штамма м1062, в отличие от м1509, обнаружена 
повышенная (на 2,6 %) экспрессия регуляторных 
белков, а также белков, необходимых для биосинтеза 
днк/рнк (на 6,8 %) и входящих в группу «пурины, 
пиримидины, нуклеозиды» (на 3,0 %). при этом ре-
гуляторные белки включали в основном регуляторы 
транскрипции. отличий в биосинтезе глобальных 
белков-регуляторов, а также участвующих в контро-
ле биосинтеза факторов патогенности не выявлено. 
Штамм V. cholerae M1509 синтезирует в большем ко-
личестве белки, участвующие в патогенезе (на 4,8 %); 
адаптации холерного вибриона при действии небла-
гоприятных факторов внешней среды (на 4,6 %); ли-
пидном (на 2,4 %) и углеводном (на 1,6 %) обменах; 
биосинтезе аминокислот и белков (на 1,3 %); белков-
транспортеров аминокислот, пептидов, углеводов (на 
5,1 %); относящихся к группе «кофакторы, витами-
ны, пигменты» (на 3,5 %); обеспечивающих различ-
ные клеточные процессы: дыхание, сборка рибосом, 
ассимиляция азота, образование запасных веществ 
и т.д. (на 5,6 %). необходимо отметить, что, несмотря 
на данные литературы о повышенной подвижности 
геновариантов эль тор по сравнению с типичными 
изолятами [5], у анализируемых нами штаммов не 
обнаружено отличий по продукции белков, обеспе-
чивающих подвижность/хемотаксис клеток.

выявление у штамма V. cholerae м1509 увели-
ченного количества белков, необходимых для про-
явления патогенных свойств, было вполне ожидае-
мым, учитывая то, что геноварианты эль тор вызы-
вают клинически тяжелые случаи холеры с высокой 
смертностью, а также продуцируют значительно 
больше холерного токсина, чем типичные изоляты 
[1, 2, 5]. увеличенный биосинтез белков, способ-
ствующих выживанию патогена при действии раз-
личных неблагоприятных факторов внешней среды, 
согласуется с ранее полученными нами, а также 

зарубежными исследователями данными о повы-
шенных адаптационных свойствах вариантов эль 
тор по сравнению с типичными изолятами [5, 9]. 
значительные различия в экспрессии белков, уча-
ствующих в углеводном, липидном, белковом обме-
нах, а также белков-транспортеров и относящихся 
к группе «кофакторы, витамины, пигменты» могут 
указывать на интенсивно протекающие метаболи-
ческие процессы у данных штаммов. возможно, 
увеличенная экспрессия белков, участвующих в ме-
таболических процессах, является одной из причин 
выявленного нами ранее повышенного роста бакте-
риальной популяции эль тор вариантов по сравне-
нию с типичными штаммами [9]. 

другим важным моментом, на который стоит 
обратить внимание, является обнаружение у штамма 
м1509 биосинтеза двух белков, входящих в систему 
секреции 6 типа (т6сс). у типичного штамма т6сс 
белки не выявлены. согласно данным литературы, 
контакт-зависимая система секреции 6 типа ис-
пользуется холерным вибрионом для уничтожения 
бактерий, амеб, иммунных клеток макроорганизма, 
фагоцитов. показано, что штаммы с повышенной 
экспрессией белков т6сс лучше выживают как во 
внешней среде, так и в кишечнике человека. гены, ко-
дирующие белки т6сс, присутствуют в геноме всех 
штаммов V. cholerae биовара эль тор, но у типичных 
штаммов их экспрессия происходит только in vivo 
[10]. в то же время сведения о продукции данных 
белков у геновариантов отсутствуют. обнаружение 
экспрессии in vitro белков т6сс у штамма м1509 
может указывать на повышенный адаптационный 
потенциал вариантов эль тор. 

необходимо также отметить выявление у ана-
лизируемых штаммов различий в содержании фер-
ментов, участвующих в биосинтезе (дигуанилат 
циклаза) и деградации (дигуанилат фосфодиэсте-
раза) 3’-5’-циклического дигуанилатмонофосфа-
та c-di-GMP, который является важной сигнальной 
молекулой, контролирующей транскрипцию генов, 
необходимых для продукции холерного токсина, 
формирования биопленки, а также подвижности. 
K.J.F. Satchell et al. показали, что геноварианты, в 
отличие от типичных штаммов, имеют SNPs в ге-
нах cdgM и cdgL, кодирующих дигуанилат цикла-
зу, поэтому данные штаммы синтезируют меньше 
c-di-GMP, чем типичные изоляты [5]. проведенный 
нами анализ выявил, что действительно в типичном 
штамме м1062 присутствует белок с дигуанилат ци-
клазным доменом, а у штамма V. cholerae м1509 об-
наружена только дигуанилат фосфодиэстераза.

таким образом, при молекулярном протеомном 
сканировании типичных и генетически измененных 
штаммов V. cholerae биовара эль тор установлено 
значительное сходство их протеомов, обусловленное 
биосинтезом белков, необходимых для обеспечения 
жизнедеятельности клетки, входящих в состав кле-
точной оболочки, участвующих в репарации днк, а 
также гипотетических белков. при этом в типичном 
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штамме обнаружена повышенная экспрессия регуля-
торных белков, а также белков, участвующих в био-
синтезе днк/рнк и составляющих группу «пурины, 
пиримидины, нуклеозиды». в то же время у генова-
рианта увеличена экспрессия белков, ответственных 
за патогенез, адаптацию при действии неблагоприят-
ных факторов внешней среды, а также участвующих 
в липидном, углеводном, белковом обменах, белков-
транспортеров и относящихся к группе «кофакторы, 
витамины, пигменты». возможно, что именно такое 
удачное сочетание повышения патогенных и адап-
тивных свойств, а также изменение метаболизма 
клеток явилось одной из причин доминирования и 
широкого распространения генетически измененных 
штаммов V. cholerae о1 биовара эль тор. 
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