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Геном возбудителя чумы включает три плазми-
ды pCad, pFra и pPst, которые кодируют ряд важных 
факторов патогенности, таких как система секреции 
III типа, белковая капсула F1, мышиный токсин Ymt, 
активатор плазминогена Pla, пестицин Pst и другие 
факторы, необходимые для выживания в организме 
теплокровного животного или в переносчике – блохе. 
У штаммов Y. pestis из некоторых природных очагов 
чумы встречаются дополнительные криптические 
плазмиды, функции которых до конца не опреде-
лены [6, 8]. Так, у Y. pestis 91001 microtus из Китая 
выявлена плазмида pCRY размером около 22 т.п.н., 
которая среди прочих генов содержит кластер vir 
системы секреции IV типа (СС4Т). СС4Т является 
фактором вирулентности и используется патоген-
ными бактериями для передачи эффекторных бел-
ков в клетки макроорганизма, а также для секреции 
широкого спектра веществ [5, 8]. Другая плазмида 
pYC размером 6 т.п.н. также выявлена у штаммов 
Y. pestis из Китая [6]. Плазмида pYC содержит 12 
открытых рамок считывания, часть из которых при-
нимает участие в процессах инициации репликации 
и поддержании стабильности ДНК. Криптические 
плазмиды присутствуют и у штаммов, циркулирую-
щих в некоторых природных очагах России. Наличие 
криптической плазмиды массой около 3 МДа вы-

явлено у штаммов Y. pestis из некоторых участков 
Центрально-Кавказского высокогорного очага чумы. 
Штаммы, содержащие эту плазмиду, отличаются по 
ряду свойств от других штаммов чумного микроба, 
распространенных в этом очаге чумы. Они имеют 
сниженную вирулентность и потребность в факторе 
роста – аминокислоте пролине [3]. Структура этой 
плазмиды и кодируемые ею гены не исследованы. 
Не ясна ее роль в вирулентности или жизнедеятель-
ности этих пролинзависимых штаммов Y. pestis из 
Центрально-Кавказского высокогорного очага чумы.

Неизвестны функции и другой криптической 
плазмиды – pTP33 размером около 34 т.п.н., присут-
ствующей в штаммах из Тувинского горного очага 
чумы [1]. Возможно, плазмида pTP33 играет роль в 
патогенности этих штаммов. 

Целью данной работы являлось проведение 
структурно-функционального анализа двух крипти-
ческих плазмид штаммов Y. pestis из Центрально-
Кавказского высокогорного и Тувинского горного 
очагов чумы.
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бактерий при РосНИПЧИ «Микроб». Штаммы куль-
тивировали при 37 °С в бульоне или на агаре LB 
(pH 7,2) в течение 18–24 ч. 

Выделение ДНК штаммов Y. pestis проводили с 
помощью набора AхyPrep Bacterial Genomic Miniprep 
Kit (производство AXYGEN Biosciences, Китай). Для 
секвенирования геномов штаммов использовали си-
стему Ion PGM (Life technologies, США) и автомати-
ческий генетический анализатор ABI 3500xl Genetic 
Analyzer (Life technologies, США). Для обработки 
исходных данных секвенирования применяли пакет 
программ Ion Torrent Suite software (версия 3.4.2.) и 
Newbler gsAssembler (версия 2.6). Для финализации 
сборки секвенированных плазмид применяли про-
граммное обеспечение UGENE (версия 1.12.2). При 
обработке исходных данных по секвенированию 
нуклеотидных последовательностей учитывались 
контиги, содержащие не менее 100 единичных про-
чтений, кратность покрытия каждого нуклеотида со-
ставила более 1000 раз.

Анализ нуклеотидных последовательностей 
осуществляли с помощью сервера аннотирования 
микробных геномов с использованием технологии 
подсистем (RAST) [4], а аминокислотных после-
довательностей – алгоритма Psi-BLAST и баз дан-
ных NCBI GenBank, PATRIC, Uniprot, RAST, Pfam, 
FIGfams и EMBL. Карта плазмиды получена с помо-
щью CGView Server [7].

Результаты и обсуждение

Выделение ДНК криптической 3 МДа плазмиды 
проводили из штамма Y. pestis C-627, изолирован-
ного в Центрально-Кавказском высокогорном при-
родном очаге чумы в 1986 г. Поскольку эта плазмида 
не имела названия, мы обозначили ее pCKF по на-
званию очага, в котором циркулируют содержащие 
ее штаммы. На основе данных проведенного полно-
геномного и фрагментного секвенирования уста-
новлено, что последовательность плазмиды pCKF 
секвенирована нами в геноме штамма С-627 с более 
чем c 100-кратным прочтением. Секвенированные на 
капиллярном генетическом анализаторе ABI 3500×l 
Genetic Analyzer концевые участки контигов плаз-
миды объединили с помощью программы UGENE с 
полученными при полногеномном секвенировании 
нуклеотидными последовательностями фрагментов 
pCKF в кольцевой репликон. Размер плазмиды со-
ставил 5,4 т.п.н. Ее карта приведена на рис. 1.

Состав Г+Ц пар плазмиды равен 38,4 %, что от-
личается от состава хромосомы возбудителя чумы 
равного 47,6 %, а также от других представителей 
семейства Enterobacteriaceae. На основании анали-
за полной нуклеотидной последовательности pCKF 
с помощью сервера поиска открытых рамок считы-
вания RAST и алгоритма NCBI GenBank glimmer3 
установлено, что в плазмиде содержится 8 откры-
тых рамок считывания. Три кодирующие последо-
вательности плазмиды (CDS) считались полностью 

идентифицированными на основании их совпадения 
более чем на 70 % с другими нуклеотидными после-
довательностями из баз генетических данных. CDS1 
плазмиды pCKF имеет более 89 % гомологии с геном 
ORF1 белка репликации криптической плазмиды 
pYC из штаммов Y. pestis из Китая [6]. CDS3 показала 
более 70 % гомологии с virB6 геном Proteus mirabilis, 
который кодирует VirB6 белок внутренней мембра-
ны СС4Т. Аминокислотная последовательность про-
дукта CDS3 гомологична на 45 % белку СС4Т Y. 
enterocolitica TriE, который кодируется плазмидой 
p29930. Последовательность CDS7 имеет более 70 % 
гомологии с virB5 Campylobacter upsaliensis, который 
кодирует минорный пилин VirB5, принимающий 
участие в построении периплазматического канала 
СС4Т. Аминокислотная последовательность белка 
CDS7 имеет 55 % сходства с еще одним белком СС4Т 
Y. enterocolitica – TriD, также кодируемым плазмидой 
p29930. 

Функции CDS6 и CDS8 определены по сходству 
аминокислотных последовательностей кодируемых 
ими белков с аминокислотными последовательно-
стями из баз данных PATRIC, Pfam, NCBI GenBank, 
EMBL и Uniprot. Кодируемый CDS6 белок на 30 % 
гомологичен белку СС4Т Y. enterocolitica – TriL, ген 

Рис. 1. Карта плазмиды pCKF штамма Y. pestis С-627 из 
Центрально-Кавказского высокогорного очага чумы:
Синими стрелками отмечены открытые рамки считывания (CDS – coding 
sequences), определенные с помощью сервера RAST и алгоритма NCBI 
GenBank glimmer3. Цифрами обозначены номера CDS. Предполагаемая 
точка начала репликации плазмиды отмечена серой стрелкой. Черным 
круговым графиком обозначен GC-состав, отображающий отклонение 
от среднего значения GC-состава всей последовательности на положи-
тельную или отрицательную величину. Зеленым и фиолетовым цветом 
на графике обозначена положительная и отрицательная величина отно-
шения разницы G-C пар к сумме G+C пар по сравнению со средним зна-
чением этой дроби для всей нуклеотидной последовательности
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которого расположен на плазмиде p29930. Продукт 
СDS8 показал 43 % гомологии с ABC транспортным 
белком пермеазы Bacillus anthracis, который прини-
мает участие в транспорте веществ из клетки. Белки, 
кодируемые СDS2, CDS4 и CDS5, имеют гомологию 
около 40 % с гипотетическими белками Escherichia 
coli, Streptococcus parasanguinis и Clostridium sp. 
соответственно. В последовательности плазмиды 
pCKF присутствует также уникальный участок с бо-
гатым содержанием (65,9 %) А+Т пар, который рас-
положен перед геном rep (CDS1) белка репликации 
и, по-видимому, является точкой начала репликации 
pCKF (рис. 1). 

Полученные данные свидетельствуют о свя-
зи плазмиды pCКF с процессами транспорта и се-
креции, в частности, с системой секреции IV типа. 
Схожие функции описаны для плазмиды pCRY 
штамма Y. pestis 91001 microtus [8]. Плазмида pCKF 
депонирована в базе данных NCBI GenBank с номе-
ром доступа KM112087.

Нами также проведен структурно-функцио наль-
ный анализ криптической плазмиды pTP33 штам-
мов Y. pestis из Тувинского горного очага чумы [1]. 
Выделение ДНК плазмиды pTP33 проводили из 
штамма Y. pestis КМ 932, изолированного в Тувинском 
горном очаге чумы в 1987 г. Определение полной 
нуклеотидной последовательности плазмиды и ее 
структурно-функциональный анализ выполняли так 
же, как и для пламиды pCKF. Состав Г+Ц пар плаз-
миды pTP33 равен 50,3 %, что близко этому составу 
других представителей семейства Enterobacteriaceae, 
и, возможно, эта плазмида приобретена от бактерий 
этого семейства. Размер pTP33 составляет 33,8 т.п.н. 
В плазмиде pTP33 содержится 52 открытые рам-
ки считывания (рис. 2). Большинство генов pTP33 
идентифицировано как фаговые белки. В частности, 
по данным RAST, CDS19, CDS27, CDS28, CDS30, 
CDS31, CDS33, CDS36, CDS37, CDS38, CDS41, 
CDS45, CDS46, CDS47, CDS48, CDS51, CDS52 коди-
руют фаговые или фаг-связанные белки. Гены CDS2, 
CDS25 и CDS26 участвуют в образовании структур 
хвоста фага. Продукт гена CDS21 является белком ре-
комбинации RecT фага, а CDS24 – белком ExoZ про-
дукции экзополисахарида, CDS51 кодирует большую 
субъединицу фаговой терминазы. Продукты генов 
CDS1, CDS3, CDS4, CDS6, CDS11, CDS12, CDS16 и 
CDS20 принимают участие в процессе репликации 
ДНК, а также в лизисе бактериальной стенки. В том 
числе CDS1 кодирует интегразу, нарушающую при-
соединение ферментов к ДНК.

Продукт CDS3 является лизоцимом на 100 % 
идентичным по аминокислотной последовательно-
сти лизоциму Y. pestis, а CDS4 показал 100 % иден-
тичности с холином Y. pestis. Продукт CDS6 является 
белком репликации ParA со 100 % идентичностью 
белку ParA Y. pestis. Продукты генов CDS10, CDS11 и 
CDS20 имеют 100 % покрытие и 99 % идентичности 
c белком Y. pestis, который является экзорибонуклеа-
зой VIII (по классификации ферментов – EC 3.1.11.). 

Продукт CDS12 имеет 97 % покрытие и 
73 % сходство с белком YoeB суперсемейства 
токсин-антитоксин YoeB/YefM регулирующей си-
стемы, встречающейся на плазмидах семейства 
Enterobacteriaceae. Белок YoeB является токсином, 
действующим на репликативный аппарат бактерий. 
Он препятствует расхождению хромосом во время 
деления клетки. CDS13 имеет 100 % покрытие и 
69 % идентичности с белком YefM суперсемейства 
токсин-антитоксин YoeB/YefM регулирующей си-
стемы. YefM является антитоксином и связывается в 
комплекс токсин-антитоксин, препятствуя действию 
токсина на ДНК собственной клетки.

CDS16 имеет 100 % гомологии с белком Y. pestis, 
участвующим в инициации репликации. Еще два гена 
CDS46 и CDS50 кодируют, по данным RAST, бел-
ки мобильных генетических элементов. Продукты 
СDS5, CDS7, CDS8, CDS9, CDS14, CDS15, CDS17, 
CDS18, CDS22, CDS23, CDS32, CDS35, CDS39, 
CDS40, CDS42, CDS43, CDS44, CDS49 определе-
ны как гипотетические белки с неустановленными 
функциями. Таким образом, на основании получен-
ных данных можно заключить, что плазмида pTP33 
является кольцевым геномом фага, который содер-
жит гены фагового морфогенеза, а также гены двух-
компонентной системы белков токсин-антитоксин 
YoeB/YefM, действующей на репликативный аппарат 
бактерий. 

Рис. 2. Карта плазмиды pTP33 из штамма Y. pestis КМ 932 из 
Тувинского горного очага чумы: 
Синими стрелками отмечены открытые рамки считывания, определен-
ные с помощью сервера RAST и алгоритма NCBI GenBank glimmer3. 
Цифрами обозначены номера CDS. Предполагаемая точка начала репли-
кации плазмиды отмечена серой стрелкой. Черным круговым графиком 
обозначен GC-состав, отображающий отклонение от среднего значения 
GC-состава всей последовательности на положительную или отрица-
тельную величину. Зеленым и фиолетовым цветом на графике обозна-
чена положительная и отрицательная величина отношения разницы G-C 
пар к сумме G+C пар по сравнению со средним значением этой дроби для 
всей нуклеотидной последовательности 
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По данным баз NCBI GenBank, PATRIC, Uniprot, 
RAST, Pfam и EMBL, в них отсутствуют бакте-
риофаги высокогомологичные pTP33. Наибольшее 
сходство pTP33 имеет с бактериофагом из бактерии 
Photorhabdus asymbiotica subsp. аsymbiotica, фагом 
Aggregatibacter S1249, почвенным бактериофагом 
Aaphi23, фагом Xylella fastidiosa 9a5c, фагом Sodalis 
glossinidius str. morsitans. Бактерии, содержащие эти 
фаги, являются почвенными. Штаммы Y. pestis также 
циркулируют в почвенных биоценозах нор грызунов 
в природных очагах чумы, где они должны выживать 
в условиях взаимодействия с многочисленными чле-
нами этих биоценозов – простейшими, нематодами, 
другими микроорганизмами [2]. Стабильное сохра-
нение плазмиды pTP33 в штаммах из Тувинского гор-
ного очага доказывает наличие селективных преиму-
ществ, придаваемых этим штаммам белками pTP33. 

Таким образом, с помощью секвенирования 
pCKF из Центрально-Кавказского высокогорного 
очага чумы и pTP33 из Тувинского горного очага 
чумы установлено, что первая содержит гены си-
стемы секреции IV типа, а вторая представлена ге-
номом фага, включающего гены двухкомпонентной 
системы белков токсин-антитоксин YoeB/YefM. По-
видимому, белки, кодируемые этими плазмидами, 
являются факторами адаптации штаммов Y. pestis к 
условиям конкретных ландшафтно-географических 
биоценозов природных очагов чумы. 

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