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Возбудитель туляремийной инфекции Francisella 
tularensis является внутриклеточным паразитом и 
способен размножаться в широком спектре эука-
риотических клеток [12]. Для внутриклеточного 
паразитирования бактерии F. tularensis содержат 
целый комплекс белков, кодируемых генами, рас-
положенными на острове патогенности (ТОП – туля-
ремийный остров патогенности, или FPI – Francisella 
Pathogenicity Island). Одним из ключевых генов этого 
региона является ген iglC. Белок размером 23 кДа, 
кодируемый геном iglC, начинает интенсивно нака-
пливаться в бактериальных клетках при попадании 
туляремийного микроба в макрофаги [6]. 

Разработанный нами ранее метод сайт-направ-
ленного мутагенеза F. tularensis позволил показать, 
что в геноме штамма LVS содержатся две копии гена 
iglC [7], что впоследствии было подтверждено пря-
мым секвенированием полного генома штамма F. tu-
larensis LVS [10]. Штамм LVS (Live Vaccine Strain) 
был отобран в США из изолированных колоний при 
рассеве лиофильно высушенных бактерий F. tula-
rensis штаммов 15 и 155, переданных из СССР [5]. 
Анализ нуклеотидных последовательностей гено-
мов штаммов F. tularensis Schu и LVS показал, что в 
них присутствуют не только две копии гена iglC, но 
и две копии ТОП. Штамм LVS без двух копий гена 

iglC практически не размножается в макрофагах [7], 
однако, в литературе отсутствуют данные о влия-
нии делеции гена iglC в геноме вакцинного штамма 
F. tularensis 15 на его способность индуцировать про-
тективный иммунитет.

Целью данной работы являлось получение вари-
антов вакцинного штамма F. tularensis 15 с делетиро-
ванными одной и двумя копиями гена iglC и изуче-
ние их иммунобиологических свойств.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы и плазмиды. Штаммы 
и плазмиды, использованные в работе, представлены 
в таблице. 

Праймеры для контроля за определением участ-
ка интеграции плазмиды pPV∆iglC в хромосому 
F. tularensis: для встраивания перед геном iglC – 
23SalL25 5’-ACGCGTCGACAAACACTAATAAAGC
C-3’ и 23SalR15 5’-GCGTGTCGACTTAGCCGTGCC
AATTACCA -3’; для встраивания после гена iglC – 
23SalL15 5’-ACGCGTCGACTACAATGCTAGAAAC
CTT-3’ и 23SalR25 5’-GCGTGTCGACACAAGAAGC
TGCTAATGCT-3’ [7].

Условия культивирования. Штаммы E. coli вы-
ращивали при температуре 37 °С на плотной и жид-
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кой питательной среде Лурия–Бертани (ЛБ) [3], 
при необходимости в присутствии антибиотиков 
(100 мкг/мл ампициллина или 20 мкг/мл хлорамфе-
никола). Штаммы F. tularensis выращивали при тем-
пературе 37 °С на плотной (FTA) и жидкой (FTB) 
питательной среде. Состав FTA: 3,8 % эритрит-агар, 
1 % высушенная кровь крупного рогатого скота, 1 % 
глюкоза, 0,05 % цистеин, 0,0025 % тиамин хлорид, 
pH 7,2 (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск), Состав FTB 
[1]: 2 % ферментативный гидролизат казеина, 1 % 
дрожжевой экстракт, 1,2 % KH2PO4, 1 % глюкоза, 
0,001 % цистеин, 0,001 % FeCl2, pH 7,2 (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Оболенск). При необходимости в среду до-
бавляли 100 мкг/мл полимиксина B и 3 мкг/мл хло-
рамфеникола. 

Выделение ДНК. Выделение плазмидных ДНК 
из клеток E. coli проводили по методике, изложенной 
в работе [2]. Выделение ДНК из клеток F. tularensis 
выполняли, как описано ранее [8]. 

межвидовая конъюгация. Перенос плазмид из 
клеток E. coli S17-1(pPVΔiglC) в клетки F. tularensis 
проводили методом межвидового скрещивания, как 
описано ранее [7], с рядом модификаций. 50 мкл су-
спензии донорного штамма E. coli S17-1(pPVΔiglC) 
(1·108 клеток) смешивали с 50 мкл реципиентного 
штамма F. tularensis (3·1010 клеток) и полученную 
смесь наносили пятнами на агар ЛБ. Скрещивание 
проводили при температуре 25 °С в течение 18 ч. 
Подросшую бактериальную культуру суспендирова-
ли в забуференном физиологическом растворе, pH 7,2 
(ЗФР). Высев конъюгантов проводили на плотную 
питательную среду FTA, содержащую 100 мкг/мл по-
лимиксина B для контрселекции донорного штамма 
E. coli и 3 мкг/мл хлорамфеникола, и инкубировали 
при температуре 37 °С. Учет результатов проводили 
через 120 ч. 

Аллельный обмен. Конъюгант F. tularensis с инте-
грированной плазмидой pPVΔiglC суспендировали в 

ЗФР до концентрации 5·109 м.к./мл, титровали с ша-
гом 10 до седьмого разведения и высевали по 0,2 мл 
из каждого разведения на среду FTA, содержащую 
100 мкг/мл полимиксина B и 5 % сахарозы. Чашки 
инкубировали при температуре 37 °С в течение 72 ч. 
Среди клонов с фенотипом SucR отбирали варианты 
с фенотипом CmSSucR на среде FTA, содержащей 
100 мкг/мл полимиксина B и 5 % сахарозы. Методом 
ПЦР среди клонов CmSSucR отбирались варианты 
F. tularensis с делецией в одном или двух генах iglC. 
Для проведения ПЦР использовали проверочные 
праймеры: 23CF – 5’-AAGGATAAGACCTGTCTG-3’ 
и 23 СR – 5’-TTGAAACCATACCGGGTA-3’.

Комплементация. Для комплементации гена 
iglC в мутантном штамме F. tularensis была создана 
плазмида pHV33′iglC, состоящая из вектора pHV33′ 
(делеционное производное плазмиды pHV33 [4]) и 
ампликона, содержащего фланкированный ~1,5 т.п.о. 
участками хромосомной ДНК F. tula ren sis нативный 
ген iglC (629 п.о.). Ампликон размером 3558 п.о. был 
получен с помощью праймеров 23SalL15 и 23SalR15 
на матрице штамма F. tularen sis 15. Ампликон был 
встроен в SalI сайт плазмиды pHV33′. В результате 
электропорации плазмиды pHV33′iglC был получен 
штамм E. coli DH5α(pHV33′iglC).

Клоны, содержащие плазмиду, имели фенотип 
ApRCmRTcS. Препарат ДНК pHV33′iglC, выделенный 
из клеток E. coli, переносили методом электропо-
рации [9] в клетки F. tularensis с целью аллельного 
замещения одного из делетированных генов iglC на 
интактный вариант. 

Фагоцитоз. В работе использовали клетки ли-
нии J774A.1 (полученные из Российской Коллекции 
Клеточных Культур) и перитонеальные макрофаги, 
выделенные из мышей линии BALB/c. Макрофаги 
(J774A.1 или перитонеальные) вносили в 24-лу-
ноч ные планшеты для клеточных культур (Costar) в 
концентрации 105 клеток в лунку и инкубировали в 

Бактериальные штаммы и плазмиды

Название Характеристика Источник или ссылка

F. tularensis 15 НИИЭГ subsp. holarctica, вакцинный штамм «ГКПМ-Оболенск»

F. tularensis 15/23-1 F. tularensis 15 НИИЭГ с инактивированной одной копией гена iglC Данная работа

F. tularensis 15/23-2 F. tularensis 15 НИИЭГ с инактивированными двумя копиями гена iglC Данная работа

F. tularensis 15/23-2com F. tularensis 15/23-2 с интегрированной плазмидой pHV33′iglC Данная работа

E. coli S17-1 λpir (thi pro hsdR– hsdM+ recA RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7(TpR SmR));  лизогенное производное 
S17-1, продуцирующее π-белок, необходимый для репликации плазмид, содержащих 

ori6K

«ГКПМ-Оболенск» [11]

E. coli S17(pPV) Производный штамма S17-1 λpir, содержащий плазмиду pPV, AmpR, CmR «ГКПМ-Оболенск» [7]

E. coli S17(pPV∆iglC) Производный штамма S17-1 λpir, содержащий плазмиду pPV∆23, AmpR , CmR «ГКПМ-Оболенск» [7]

E. coli DH5α F- (φ80dlacZΔM15) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rk
– mk

+) supE44 relA1 deoR Δ(lacZYA-
argF) U169

«ГКПМ-Оболенск» [13]

E. coli DH5α(pHV33′) Производный штамма DH5α, содержащий плазмиду pHV33′, AmpR, CmR, TcR Данная работа

E. coli DH5α(pHV33′iglC) Производный штамма DH5α, содержащий плазмиду pHV33′iglC, AmpR, CmR, TcS Данная работа

pPV∆iglC AmpR, CmR, sacB, mob, 3.0 п.о. область генома F. tularensis 15 с делецией в гене iglC [7]

pHV33′ Фенотип в E. coli AmpR, CmR , TcR Данная работа

pHV33′iglC Фенотип в E. coli AmpR, CmR, TcS  
3.6 п.о. область генома F. tularensis 15 с геном iglC

Данная работа
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полной питательной среде Dulbecco Eagle (10 % фе-
тальной сыворотки теленка, 2 мМ глутамина), при 
температуре 37 °С, в атмосфере 5 % СО2 и 100 % 
влажности в течение 24 ч. Бактериальные суспензии 
F. tularensis, мутантных и исходных штаммов, вноси-
ли в лунки c монослоем макрофагов в соотношении 
100:1 и выдерживали при температуре 37 °С и 5 % 
CO2 в течение 2 ч. От внеклеточных бактерий осво-
бождались, добавляя в культуральную среду 2 мкг/
мл гентамицина на 1 ч. Для определения количества 
бактерий, захваченных макрофагами, через 3 ч по-
сле внесения бактерий в лунки добавляли по 0,5 мл 
0,05 % раствора дезоксихолата натрия, чтобы лизи-
ровать макрофаги. Через 15 мин из лизатов делали 
высевы на среду FTA. Ту же операцию повторяли 
через 24 и 48 ч инкубирования бактерий с макрофа-
гами. Подсчет числа живых клеток после посева про-
водили через 72 ч инкубации при температуре 37 °С. 
Эффективность размножения оценивали по десятич-
ным логарифмам количества колоний, полученных 
при высеве лизатов макрофагов через 3, 24 и 48 ч по-
сле инфицирования штаммами F. tularensis.

Устойчивость к действию нормальной кроли-
чьей сыворотки (НКС). Нормальную кроличью сы-
воротку получали по стандартной методике, разделя-
ли на аликвоты и хранили при температуре –18 °С. 
Из свежей агаровой культуры готовили суспензию 
клеток в ЗФР, с использованием стандарта мутности 
(ОСО 42-28-85-2012 ФГБУ НЦЭСМП).

Микробные клетки вносили в неразведенную 
сыворотку до концентрации 2·106 м.к./мл (1/10 часть 
клеточной суспензии от конечного объема) и инку-
бировали при 37 °С в течение 24 ч. Концентрацию 
выживших клеток определяли высевом из соответ-
ствующих разведений на среду FTA, содержащую 
100 мкг/мл полимиксина B.

Результаты и обсуждение

Ранее нами был разработан метод аллельно-
го обмена в геноме туляремийного микроба [7]. 
Применение данного метода для делеции гена iglC 
в геноме F. tularensis LVS позволило не только по-
лучить варианты штамма F. tularensis LVS без гена 
iglC, но и показать, что в хромосоме штамма LVS со-
держатся две копии гена iglC [7]. Применение мето-
да аллельного обмена позволило нам получить так-
же два варианта штамма F. tularensis 15: F. tula ren sis 
15/23-1 – с одной инактивированной копией гена iglC 
и F. tularensis 15/23-2 – двумя инактивированными 
копиями гена iglC. На присутствие двух копий гена 
iglC в штамме 15 указывает тот факт, что в штамме 
15/23-1 ПЦР анализ с помощью проверочных прай-
меров 23CF и 23CR выявляет два ампликона разме-
рами ~990 и ~450 п.о., тогда как в штамме 15/23-2 – 
только ампликон ~450 п.о. (рис. 1).

Для изучения влияния гена iglC на микробиоло-
гические и иммунологические свойства туляремий-
ного микроба, нами была проведена комплементация 

инактивированного гена iglC в штамме F. tularensis 
15/23-2. Для этой цели была использована плазми-
да pHV33′iglC, созданная на основе бактериального 
вектора pHV33′. Особенностью плазмиды pHV33′ 
является то, что ее можно вводить в клетки туляре-
мийного микроба методами криотрансформации или 
электропорации, но она крайне нестабильна в этих 
клетках, вероятно, из-за низкой скорости реплика-
ции. Частота интеграции плазмиды pHV33′iglC в 
хромосому штамма F. tula ren sis 15/23-2 при элек-
тропорации составляла 4·10–4 (4 клона на 104 транс-
формантов). Клоны с интегрированной плазмидой 
отличались от клонов с автономной плазмидой раз-
мером колоний и способностью к пересеву: единич-
ные крупные колонии среди микроколоний, хорошо 
растущие при пересеве на среду с хлорамфенико-
лом. Клоны с фенотипом CmR были проверены в 
ПЦР с использованием клонирующих праймеров 
23SalL15 и 23SalR15. Комплементированные кло-
ны давали синтез двух ампликонов размером 3,0 и 
3,6 т.п.о., что соответствует наличию в геноме как 
делетированного, так и интактного вариантов гена 
iglC. Один из отобранных клонов был обозначен 
как штамм F. tularensis 15/23-2com. При электро-
форетическом анализе в ПААГ-SDS геле лизатов 
клеток штамма F. tularensis 15/23-2-com выявлено 
усиление интенсивности окраски полосы, соответ-
стующей по подвижности белку с молекулярной 
массой 23 кДа (т.е. молекулярной массе белка IglC) 
по сравнению с полосой штамма F. tularensis 15/23-
2 (данные не приведены). 

При выращивании на плотной питательной среде 
FТА штаммов F. tularensis 15 и вариантов с одной и 
двумя делетированными копиями гена iglC видимых 
отличий в скорости роста и морфологии колоний от-
мечено не было. Также не были отмечены различия 
в динамике роста бактерий при культивировании на 
жидкой питательной среде FTB. Время удвоения кле-
ток составляло около 2 ч и лимитировалось содержа-
нием кислорода в культуральной среде.

Инактивация одной и двух копий гена iglC в ге-
номе вакцинного штамма туляремийного микроба не 
изменила его способности сохранять жизнеспособ-
ность в НКС по сравнению с исходным штаммом, 
свидетельствуя о том, что внесенной мутацией не 

Рис. 1. Электрофореграмма амплико-
нов, полученных с праймерами 23СL 
и 23CR и ДНК штаммов  F. tularensis: 
2 – F. tularensis 15; 3 – F. tularensis 15/23-
1; 4 – F. tularensis 15/23-2; 1, 5 – маркер 
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder 
(Fermentas, Литва)
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были затронуты молекулярные структуры, обеспе-
чивающие устойчивость туляремийного микроба к 
бактерицидным свойствам сыворотки. 

Поскольку в хромосоме штамма F. tularensis LVS 
были выявлены две копии iglC гена и было показа-
но, что модифицированные штаммы LVS без одной 
и двух копий гена iglC по-разному размножались в 
макрофагах [7], то нам представлялось интересным 
изучить влияние данной мутации на способность 
штамма F. tularensis 15 захватываться, выживать и 
размножаться в клетках линии J774.1A и перитоне-
альных макрофагах. С этой целью клеточные линии 
J774.1A и перитонеальные макрофаги были инфици-
рованы штаммами F. tularensis 15, 15/23-1, 15/23-2 и 
15/23-2com и через 24 и 48 ч было определено коли-
чество живых микробных клеток, находящихся в ма-
крофагах (рис. 2). 

Данные диаграммы показывают, что вакцин-
ный штамм без одной копии гена iglC размножался 
в клетках J774.1A в 8–10 раз хуже, чем исходный 
штамм. Инактивация обеих копий гена iglC в хромо-
соме F. tularensis 15 привела к появлению варианта, 
неспособного к внутриклеточному размножению. 
Способность к внутриклеточному размножению ва-
рианта F. tularensis 15/23-2 с двумя инактивирован-
ными копиями iglC гена была частично восстановле-
на после введения комплементирующей плазмиды, 
что свидетельствует о важной роли гена iglC в про-
цессе размножения в макрофагах (рис. 2). 

Для перитонеальных макрофагов был характе-
рен более активный захват бактериальных клеток 
по сравнению с макрофагоподобными клетками 
J774.1A, на что указывают результаты высевов бак-
терий из макрофагов через 3 ч после инфицирования 
(рис. 2). Скорость размножения штаммов F. tu la-
rensis 15 и F. tularensis 15/23-1 в перитонеальных ма-
крофагах через 24 и 48 ч практически не отличалась. 
Вакцинный штамм без генов iglC не размножался в 

макрофагах. 
Полученные данные подтверждают ранее сде-

ланный вывод о важности гена iglC для внутрима-
крофагального размножения штамма LVS и на при-
мере вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ. 
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