
МИКРОБИОЛОГИЯ

532017, issue 3

возбудителем седьмой пандемии холеры, про-
должающейся в настоящее время, является Vibrio 
cholera O1 биовара эль тор. для генома данного 
возбудителя характерна высокая пластичность, обу-
словленная входящими в его состав мобильными 
генетическими элементами (мгэ), которые несут 
гены вирулентности, пандемичности и антибиоти-
корезистентности. одним из таких генов, располо-
женных в геноме профага стхφ, является ген ctxA, 
ответственный за синтез а-субъединицы холерного 
токсина (хт), вызывающего основной клинический 
симптом холеры – профузную диарею. регуляция 
экспрессии гена ctxA, согласно последним исследо-
ваниям, осуществляется генной сетью вирулентно-
сти, состоящей из нескольких регуляторных генов. 
одним из глобальных генов-регуляторов, координи-
рующих работу указанной генной сети, является ген 
toxR [6].

следует отметить, что экспрессия гена toxR и 
регулируемого им через генную сеть гена ctxA не 
является постоянной и зависит от ряда факторов 
внешней среды (температуры, аэрации, наличия пи-
тательных веществ и др.). в то же время уровень экс-
прессии указанных структурных и регуляторных ге-
нов определяет степень вирулентности того или ино-
го штамма V. cholerae. в связи с этим, исследование 
экспрессии генов, ответственных за вирулентность, 
представляет особый интерес.

на сегодняшний день существует большое ко-
личество различных методов оценки уровня экс-
прессии генов. большинство из них основаны на 
количественном определении транскриптов. среди 
них можно выделить гибридизационные (гибридиза-
ция in situ, нозерн-блот гибридизация, микрочипы и 
др.), амплификационные методы (NASBA, от-пцр, 
лигазная цепная реакция и др.) и методы секвени-
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рования (высокопроизводительное параллельное 
секвенирование рнк). одним из наиболее распро-
страненных является метод обратной транскрипции 
с последующим проведением полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (от-пцр). 
преимущества данного метода заключаются в его 
высокой чувствительности (на 3–4 порядка выше, 
чем нозерн-блот гибридизация), специфичности, 
способности определять единичные копии транс-
крипта, отсутствии дополнительных манипуляций с 
продуктом амплификации, а также в относительной 
дешевизне проводимого исследования [4, 8, 11].

метод от-пцр предусматривает последова-
тельное использование от и пцр. при этом экспрес-
сия гена оценивается по количеству молекул кднк, 
полученных в результате обратной транскрипции 
из молекул рнк исследуемого гена, относительно 
пцр-стандартов с установленной концентрацией. 
для повышения точности полученных результатов 
окончательная оценка уровня экспрессии генов осу-
ществляется методом 2–ΔΔCT [3], который учитывает 
уровень экспрессии какого-либо гена «домашнего 
хозяйства», считающийся постоянным.

указанный метод оценки относительной экс-
прессии генов, широко используемый зарубежными 
и отечественными исследователями, сравнительно 
прост в выполнении и более экономически выгоден, 
чем вышеназванные методы при той же точности и 
воспроизводимости результатов [5, 7, 9, 10]. однако 
до настоящего момента четкого алгоритма исследо-
вания экспрессии структурных и регуляторных генов 
у штаммов V. cholerae этим методом не разработано.

в связи с этим целью данной работы явилось 
создание алгоритма оценки уровня экспрессии струк-
турных и регуляторных генов вирулентности холер-
ного вибриона на модели генов ctxA и toxR, полно-
стью адаптированного для работы с возбудителем 
холеры, относящимся ко II группе патогенности.

материалы и методы

в работе использовали 20 штаммов V. cholerae 
классического (10 штаммов) и эль тор (10) биова-
ров, выделенных на территории россии и зарубеж-
ных стран в различные временные периоды, и ком-
мерческий штамм Escherichia coli TOP10. Штаммы 
культивировали на агаре и бульоне LB и акI при 
30 или 37 °с. все работы, связанные с культурами 
V. cholerae и E. сoli, проводились в соответствии с 
сп 1.3.3118-13 «безопасность работы с микроор-
ганизмами I–II групп патогенности (опасности)», 
сп 1.3.2322-08 «безопасность работы с микро-
организмами III–IV групп патогенности (опасно-
сти) и возбудителями паразитарных болезней», 
сп 1.2.036-95 «порядок учета, хранения, передачи 
и транспортирования микроорганизмов I–IV групп 
патогенности».

выделение тотальной (тднк) и плазмидной 
днк (пднк) проводили с использованием коммер-

ческих наборов «AxyPrep Bacterial Genomic DNA 
Miniprep Kit» (для тднк) и «Invitrogen PureLink Quick 
Plasmid DNA MiniprepKit» (для пднк) в соответ-
ствии с протоколом производителя и му 1.3.2569-09 
«организация работы лабораторий, использующих 
методы амплификации нуклеиновых кислот при ра-
боте с материалом, содержащим микроорганизмы 
I–IV групп патогенности». для выделения и очист-
ки рнк использовали набор «Promega Total RNA 
Isolation System». качество выделенной плазмидной 
днк и рнк оценивали с помощью спектрофотометра 
«Biowave DNA» («BiochromLtd», великобритания), 
проводя измерение оптической плотности при раз-
ной длине волн и оценивая соотношения результатов 
измерений.

пцр для наработки фрагментов днк прово-
дили в объеме 25 мкл пцр-смеси, содержащей по 
6 п/моль каждого праймера, 1,5 ед. Taq-pol, 2,5 мкл 
10-кратного пцр-буфера (pH 8,4), 25 мм раствора 
MgCl2, 2 мм днтФ, деионизованную воду и 10 мкл 
днк. пцр осуществляли на амплификаторе с горя-
чей крышкой «бис м112» («бис-н», россия) по 
следующей программе: шаг 1: 95 °с – 5 мин (1 цикл), 
шаг 2: 95 °с – 30 с, 60 °с – 30 с, 72 °с – 30 с (35 ци-
клов). после последнего цикла амплификации про-
бирки прогревали при 72 °с в течение 6 мин 2 цикла 
для образования «липких концов». качество нарабо-
танного продукта оценивали методом электрофореза 
в 2 % агарозном геле.

клонирование фрагментов генов проводили в 
два этапа (лигирование и трансформация) с помо-
щью набора «Invitrogene TOPO® TA Cloning® Kit» в 
соответствии с инструкцией. колонии трансформан-
тов, содержащих плазмиду, отбирали путем высева 
на LB-агар, содержащий ампициллин (50 мкг/мл).

для подготовки пцр-стандарта рассчитывали 
количество копий плазмиды на единицу объема в 
соответствии с руководством [2]. далее из образца 
плазмидной днк готовили семь серийных разведе-
ний (10–1–10–7), с которыми ставили пцр в режиме 
реального времени со специфическими праймерами 
и TaqMan зондами (табл. 1), рассчитанными с по-
мощью on-line программы «PrimerQuest Tool» IDT 
(«Integrated DNA Technologies»). оценку эффектив-
ности реакции производили по значениям коэффи-
циентов корреляции R и R2, а также коэффициен-
тов вариации образцов (кво). по результатам пцр 
для дальнейшей работы подбирали 3–5 разведений 
стандартов с минимальными кво и коэффициента-
ми корреляции около 0,99, при эффективности пцр 
(1±0,15).

реакцию от выполняли с использованием на-
бора «реверта» вариант 100 согласно инструкции. 
определение продукции хт осуществляли с помо-
щью иммуноферментного метода GM1 ELISA, опи-
санного ранее [1].

пцр в режиме реального времени проводили 
с использованием амплификатора «Rotor-GeneQ» 
(«QIAGEN», Фрг) по следующей программе: шаг 1: 
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95 °с – 5 мин (1 цикл); шаг 2: 95 °с – 15 с, 60 °с – 60 с 
(35 циклов), с детекцией флуоресцентного сигнала 
на канале Green во время стадии отжига/элонгации. 
пцр проводили в объеме 25 мкл реакционной сме-
си, содержащей по 12 пмоль/мкл каждого праймера, 
6 пмоль/мкл зонда (табл. 1); 1,5 ед. Taq-pol; 2,5 мкл 
10-кратного пцр-буфера (pH 8,4), 25 мм раствора 
MgCl2, 2 мм днтФ; 2,5 мкл образца кднк; деиони-
зованную воду до конечного объема.

статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью коэффициента ранговой корреляции 
спирмена.

результаты и обсуждение

предлагаемый нами алгоритм определения уров-
ня экспрессии генов ctxА и toxR включает пять эта-
пов: подготовка пцр-стандартов плазмидной днк с 
известной концентрацией; выделение и очистка рнк 
из исследуемых штаммов; синтез кднк на матрице 
рнк путем от; проведение пцр в режиме реального 
времени; обработка и анализ полученных данных.

подготовка пцр-стандартов плазмидной днк 
с известной концентрацией заключается в наработ-
ке требуемых фрагментов генов путем амплифика-
ции со специфическими праймерами на гены ctxA 
(ctxA-F, ctxA-R), toxR (toxR-F, toxR-R) и recA (recA-F, 
recA-R) (табл. 1); лигировании полученного фрагмен-
та в плазмиду рсR 2.1; трансформации лигирован-
ной плазмиды в клетки E. coli TOP10; отборе транс-
формированных клонов и их проверке на наличие 
требуемых фрагментов генов с помощью пцр; вы-
делении и очистки плазмидной днк; расчете копий-
ности плазмид; подготовке серийных разведений.

выделение и очистка рнк из исследуемых штам-
мов осуществлялась последовательно: после подбо-
ра с помощью спектрофотометра «BiowaveDNA» до-
статочного количества клеток (8×108 кое/мл) про-
водили их лизис, удаление днк с помощью днказы 
и очистку рнк. для предотвращения быстрого раз-
рушения рнк рибонуклеазами, последние ингиби-
ровали с помощью гуанидинизотиоцианата или на-
бора RiboLock. далее с помощью спектрофотометра 
определяли количество выделенной рнк.

синтез кднк на матрице рнк методом от вы-
полняли с использованием набора «реверта» вари-

ант 100. в реакцию от брали 950 нг рнк (в соот-
ветствии с инструкцией), на основе которой полу-
чали кднк.

для оценки уровня экспрессии генов проводили 
пцр в режиме реального времени. в качестве пцр-
стандартов использовали три разведения плазмид-
ной днк, содержащей участок исследуемого гена. 
детекцию уровня сигнала осуществляли во время 
стадии отжига/элонгации на канале Green.

обработку результатов осуществляли с исполь-
зованием программного обеспечения к прибору 
Rotor-GeneQ (Software 1.8.17.5), учитывая коэффи-
циенты корреляции R и R2, кво и эффективность 
пцр. в качестве штамма-калибратора выбрали 
штамм V. cholerae классического биовара 569в, ги-
перпродуцент хт, чья экспрессия была принята за 
единицу (табл. 2).

для определения эффективности разработанно-
го алгоритма исследовали 20 штаммов V. cholerae: 
10 штаммов классического биовара, 7 штаммов при-
родных генетических вариантов биовара эль тор, 
2 типичных штамма биовара эль тор и 1 предпан-
демический штамм биовара эль тор, выделенных в 
разные периоды времени. в качестве альтернативно-
го метода использовали методику иФа GM1-ELISA, 
позволяющую определить уровень продукции хт в 
мкг/мл (табл. 2).

полученные результаты уровня экспрессии гена 
ctxA показали значимый уровень корреляции с про-
дукцией хт, определенного методом иФа GM-1 
ELISA (rs=1). так, наиболее высокая экспрессия 
структурного гена ctxA и регуляторного гена toxR на-
блюдалась у штамма-гиперпродуцента хт V. cholerae 
M-29. Штаммы биовара эль тор отличались более 
низкими показателями экспрессии указанных генов 
и уровнем продукции хт по сравнению со штамма-
ми холерного вибриона классического биовара, что 
согласуется с данными литературы [1, 5]. наиболее 
низкой продукцией хт и экспрессией генов ctxA 
и toxR отличался типичный штамм V. cholerae O1 
биовара эль тор м-887, в отличие от штаммов-
геновариантов. при этом уровень экспрессии регуля-
торного гена toxR показал статистически значимую 
корреляцию с экспрессией структурного гена ctxA 
(rs=0,991) и продукцией хт (rs=0,991). полученные 
результаты позволяют сделать вывод об эффектив-

Таблица 1

нуклеотидные последовательности праймеров и зондов,  
используемых для определения относительной экспрессии структурных и регуляторных генов V. cholerae

название праймера/зонда нуклеотидная последовательность 5’–3’ авторы

ctxA-F
ctxA-R
ctxA-probe

TGCCAAGAGGACAGAGTGAG
ATCCATCATCGTGCCTAACA

(FAM)–TCCCGTCTGAGTTCCTCTTGCATG-(BHQ1)

рассчитаны авторами

recA-F
recA-R
recA-probe

ACGGGTAACCTCAAGCAATC
TATCCAAACGAACAGAAGCG

(FAM)-CCACTGGCGGTAACGCACTGA-(BHQ1)

рассчитаны авторами

toxR-F
toxR-R
toxR-probe

CGGAACCGTTTTGACGTATT
CTCGCAATGATTTGCATGAC

(FAM)–TTAACCCAAGCCATTTCGAC-(BHQ1)

Fykse E.M., 2007 [12]
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ности разработанного нами алгоритма определения 
уровня экспрессии структурных и регуляторных ге-
нов вирулентности холерного вибриона.

таким образом, разработанный алгоритм 
оценки уровня экспрессии генов ctxА и toxR 
V. cholerae методом от-пцр с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов в режиме ре-
ального времени позволяет быстро и эффективно 
провести статистически значимое сравнительное 
определение экспрессии структурных и регулятор-
ных генов V. cholerae. возможность количественной 
оценки экспрессии сразу двух генов, ответственных 
за продукцию хт, дает основание рекомендовать ис-
пользование алгоритма для сравнительного опреде-
ления токсигенности вновь выделяемых штаммов 
холерного вибриона.
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