
25

Жизненный цикл Yersinia pestis – возбудителя 
особо опасной природно-очаговой инфекции пред-
ставляет собой последовательную смену фаз су-
ществования, включающих пребывание в организ-
ме хозяина – грызуна (или других теплокровных 
животных) и вне его – в переносчике блохе или во 
внешней среде. Возбудитель чумы имеет сложную 
систему генетической регуляции дифференциаль-
ной экспрессии систем жизнеобеспечения на разных 
стадиях своего жизненного цикла. Важное место в 
этой системе занимают глобальные регуляторные 
гены, такие как phoP/phoQ и rovA, осуществляющие 
контроль транскрипции значительного числа генов 
патогенности и жизнеобеспечения в соответствии с 
сигналами, поступающими из внешней среды [5, 7, 
8, 9, 11, 13].

Для эффективной трансмиссии Y. pestis пере нос-
чиком-блохой необходимо формирование в предже-
лудке насекомого массивной биопленки – «чумного» 
блока [2, 4]. Недавно было показано, что для образова-
ния биопленки в пищеварительном тракте блохи обя-
зательно наличие двухкомпонентной сенсорной си-
стемы PhoP/PhoQ [12]. У мутантного штамма ∆phoP 
– производного Y. pestis KIM6+ в преджелудке блохи 
значительно снижалась экспрессия 133 генов и суще-
ственно повышалась экспрессия других 62 генов. Это 

означает, что ген phoP необходим для повышения вы-
живаемости Y. pestis в пищеварительном тракте блох и 
для длительного сохранения при хронической инфек-
ции этого переносчика чумы [12]. Наличие гена phoP 
также обязательно для развития инфекционного про-
цесса в теплокровном хозяине, поскольку транскрип-
ционный регулятор PhoP необходим для выживания 
в макрофагах и, следовательно, для проявления виру-
лентности возбудителем чумы [7, 9].

Все патогенные виды иерсиний содержат так-
же транскрипционный регулятор RovA, который у 
энтеропатогенных иерсиний контролирует экспрес-
сию фактора инвазии – инвазина-адгезина Inv, обе-
спечивающего транслокацию бактерий через эпите-
лий кишечника [5]. У возбудителя чумы этот инва-
зин инактивирован, однако RovA все же участвует 
в проявлении вирулентности Y. pestis, поскольку 
установлено, что мутант ∆rovA в 80 раз снижал свою 
вирулентность (LD50) и терял способность к распро-
странению/колонизации селезенки и легких после 
заражения. Показано также, что RovA участвует в 
регуляции таких генов, как psaEFABC, и тем самым, 
вносит вклад в вирулентность возбудителя [5]. 

Штаммы возбудителя чумы существенно отли-
чаются друг от друга по вирулентности и эпидеми-
ческой значимости. Штаммы Y. pestis, относящиеся 
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к основному подвиду, как правило, высоковирулент-
ны и имеют высокий эпидемический потенциал, в 
то время как штаммы неосновных – кавказского, ал-
тайского, гиссарского и улегейского подвидов имеют 
избирательную вирулентность и низкий эпидемиче-
ский потенциал. По сравнению с основным подвидом 
штаммы неосновных подвидов хуже колонизируют 
блох и с меньшей эффективностью образуют био-
пленку на кутикуле нематод [1, 6]. Они приспособле-
ны к существованию в определенных ландшафтно-
географических условиях, в то время как штаммы 
основного подвида распространены по всему миру. 
Причины различий в патогенности и в особенностях 
экологии у разных подвидов возбудителя чумы оста-
ются до сих пор не выясненными. Возможно, они 
связаны с наличием различий в регуляции экспрес-
сии систем жизнеобеспечения и патогенности у раз-
ных подвидов Y. pestis.

В этой работе нами впервые проведено срав-
нение нуклеотидных последовательностей генов 
phoP/phoQ и rovA у природных штаммов возбуди-
теля чумы основного и неосновных подвидов для 
выявления возможных различий между ними в 

структурно-функциональной организации этих ре-
гуляторных генов.

Материалы и методы

В работе использовано 22 природных штамма 
Y. pestis, полученных из Государственной коллекции 
патогенных бактерий (таблица). Штаммы культи-
вировали на 1,5 % агаре и бульоне LB (pH 7,2) при 
28 °С в течение 18–24 ч. Выделение ДНК штаммов 
проводили общепринятым способом [3]. ПЦР выпол-
няли в стандартных условиях при следующем темпе-
ратурном режиме: 1 цикл – 94 °С в течение 5 мин, 
30 циклов – 94 °С 30 с, 55 °С 30 с, 72 °С 1 мин и за-
вершающий цикл – 72 °С в течение 5 мин. Продукты, 
полученные в ПЦР, анализировали методом электро-
фореза в 1 % агарозном геле. 

Амплифицированные фрагменты гена phoP/
phoQ и rovA у штаммов Y. pestis секвенирова-
ли на генетическом анализаторе модели «CEQ 
8000» (Beckman Coulter) по методу F.Sanger [10]. 
Сравнительный анализ нуклеотидных последова-
тельностей генов проводили с использованием ал-

Вариабельность нуклеотидных последовательностей генов phoP/phoQ и rovA у штаммов Y. pestis разных подвидов

Штамм, природный очаг
ГЕНЫ

phoP (G → A, 643*) 346** phoQ (G → A, 214) 729 rovA (A → C, 65) 539

Основной подвид:
CO92 (NCBI GenBamk) + - -
М956 Волго-Уральский песчаный + - -
А-1822 Кызылкумский пустынный + - -
А-1824 Кызылкумский пустынный + - +C после 351
807 Кобыстанский равнинно-предгорный + - -
А-1793 Зауральский степной + - -
И-1270 Забайкальский степной + - -
И-1996 Забайкалький степной + - -
И-3244 Боян-Улегейский аймак, МНР + - -
177 Прикаспийский песчаный + - -
С-471 Центрально-Kавказский высокогорный + - -
212 Африка + - -

Кавказский
pestodies F (NCBI GenBank) - + -
3544 Арм Ленинаканский горный - - -
1146 Зангезуро-Карабахский горный - - -

Алтайский
И-2359 Алтайский горный - - -
И-2998 Алтайский горный - - -
И-3086 Баян-Хонггорский аймак, МНР - - Т → А в позиции 200

Улегейский
И-3068 Убур-Хангай, МНР - - А → G в позиции 203
И-3071 Южно-Гобийский аймак, МНР - - Т → А в позиции 204
И-3130 Южно-Гобийский,МНР - - -

Гиссарский
А-1633 Гиссарский высокогорный - - -
А-1728 Гиссарский высокогорный - - -
A-1724 Гиссарский высокогорный  - - -

*Положение мутации. **Размер секвенированного фрагмента гена.
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горитма BLAST (NCBI) и программного обеспече-
ния MEGA 5.0.

Результаты и обсуждение

На первом этапе нами был проведен сравнитель-
ный анализ нуклеотидных последовательностей ге-
нов phoP/phoQ и rovA у штаммов Y. pestis CO92 (ori-
entalis), KIM (medievalis), Antiqua (antiqua), Nepal516 
(antiqua), Angola, 91001 (microtus), Pestoides F (кав-
казский подвид), Z176003, D106004, D182038, пред-
ставленных в базе данных NCBI GenBank. В ре-
зультате было установлено, что ген phoQ, имеющий 
размер 1455 пар нуклеотидов (п.н.) и кодирующий 
сенсорный белок PhoQ, имеет идентичное строение 
у штаммов СO92, KIM, Antiqua, Nepal516, Angola, 
91001, Z176003, D106004 возбудителя чумы. В от-
личие от них у штамма Pestoides F в 214 позиции 
от начала гена phoQ присутствует миссенс-мутация 
G → A, приводящая к смене кодона GTT → ATT и 
кодируемой аминокислоты Val → Ile в позиции 72 
аминокислотного остатка (а.о.) белка PhoQ. Только у 
одного штамма – D182038, относящегося к основно-
му подвиду, присутствует миссенс-мутация Т → G в 
662 позиции от начала гена phoQ, вызывающая смену 
кодона CTG → CGG и кодируемой им аминокислоты 
Leu → Arg в позиции 221 а.о. Кроме того, у штамма 
D182038 в гене phoQ содержится еще одна мутация – 
делеция единичного нуклеотида (ΔС) в 719 позиции, 
приводящая к сдвигу рамки считывания и термина-
ции трансляции белка PhoQ после 247 а.о. Однако 
данная мутация может не вызвать потери функции 
сенсорного белка PhoQ, поскольку она не затрагива-
ет структуру его активного центра.

В гене phoP (размер гена 672 п.н.) у всех штам-
мов Y. pestis основного подвида (СO92. KIM, Antiqua, 
Nepal516, Z176003, D106004, D182038) наблюдалось 
наличие миссенс-мутации в 643 позиции от начала 
гена – замены единичного нуклеотида G → A отно-
сительно штаммов Angola, 91001, Pestoides F, которая 
приводит к смене аминокислотного остатка Gly → Ser 
в позиции 215 а.о. полипептидной цепи, кодируемой 
этим геном. Выявленная мутация в гене phoP, по-
видимому, может быть связана с различной патогенно-
стью или разной выживаемостью в блохах, поскольку 
присутствует у всех штаммов основного подвида и от-
сутствует у штаммов неосновных подвидов. 

Сравнительный анализ нуклеотидной последова-
тельности еще одного глобального регулятора – гена 
rovA (размер гена 432 п.н.) – выявил идентичность 
его структуры у всех штаммов Y. pestis и Y. pseudo-
tuberculosis за исключением штамма Antiqua, у кото-
рого в 65 позиции этого гена обнаружена миссенс-
мутация А → С, приводящая к смене триплета 
САТ → ССТ и кодируемой аминокислоты His → Pro 
в позиции 22 а.о. полипептидной цепи белка – регу-
лятора транскрипции RovA. 

Для выявления изменчивости генов phoP, phoQ и 
rovA у природных штаммов возбудителя чумы основ-

ного и неосновных подвидов нами с использованием 
программы Primer Express были рассчитаны прай-
меры на вариабельные участки этих генов, которые 
имели следующий состав: 
phoP-S  TTATCCGCAACGCAGGGAAAGT
phoP-As  ATGGGCTCTGAAGGTGCTTT
phoQ-S  СGGTGGTAGGTTATATCG
phoQ-As  TAAGGCTGTGAGTGAGGT
rovA-S  ATAGACTGGACTCTGGGA
rov-As  GTACTGTGGGGCTTGTTT

Размеры амплифицированных с помощью этих 
праймеров фрагментов ДНК составляли для phоQ – 
729 п.н, phoP – 346 п.н., rovA – 539 п.н. Полученные 
с применением рассчитанных праймеров ПЦР фраг-
менты природных штаммов Y. pestis были секвени-
рованы и определены нуклеотидные последователь-
ности вариабельных фрагментов генов phoP, phoQ и 
всего гена rovA. Всего изучено 22 природных штамма 
Y. pestis, 11 из которых принадлежали к основному 
подвиду и 11 (по три штамма алтайского, гиссарско-
го и улегейского подвидов и два штамма кавказского 
подвида) – к неосновным подвидам (таблица).

Сравнение нуклеотидных последовательностей 
фрагментов генов phoP у штаммов Y. pestis выяви-
ло наличие вариабельного локуса в позиции 643 от 
начала гена. У всех 11 штаммов неосновных под-
видов в этой позиции присутствовал нуклеотид G. 
У штаммов предшественника возбудителя чумы – 
псевдотуберкулезного микроба Y. pseudotuberculosis 
PB1/+, YPIII, IP 32953, IP 31758 , представленных 
в базе NCBI GenBank, в этой позиции также содер-
жался нуклеотид G. В отличие от них все 11 секве-
нированных нами штаммов Y. pestis основного под-
вида содержали миссенс-мутацию в 643 позиции от 
начала гена – замену единичного нуклеотида G → A, 
которая приводит к замене аминокислотного остатка 
(Gly → Ser) в позиции 215 регуляторного белка PhoP. 
Регуляторный белок PhoP состоит из 223 а.о. и вклю-
чает согласно базе данных Pfam (http://pfam.janelia.
org/) два домена. Первый из них – N-концевой регу-
ляторный домен (3–112 а.о.) и второй С-концевой до-
мен (146–220 а.о.), обладающий ДНК-связывающей 
активностью с HTH (от англ helix-turn-helix) мотивом. 
Выявленная в штаммах Y. pestis основного подвида 
мутация приводит к замене аминокислоты в положе-
нии 215 а.о. С-кон це вого ДНК-связывающего доме-
на, что, возможно, вызывает изменение активности 
белка PhoP у штаммов Y. pestis основного подвида по 
сравнению со штаммами неосновных подвидов. 

Сравнение нуклеотидных последовательностей 
другого гена – phoQ этой двухкомпонентной сенсор-
ной системы PhoP/PhoQ выявило полную идентич-
ность секвенированного фрагмента гена (729 п.н.) у 
всех 22 изученных штаммов основного и неосновных 
подвидов, в том числе и у двух штаммов кавказского 
подвида (таблица). Ранее у штамма кавказского под-
вида Y. pestis pestoides F, представленного в базе дан-
ных NCBI GenBank, нами выявлено наличие замены 
единичного нуклеотида G → A в позиции 214 от нача-
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ла гена, однако ее отсутствие у двух изученных нами 
природных штаммов этого подвида означает, что вы-
явленная у pestoides F мутация является либо индиви-
дуальной для этого штамма, либо она характерна для 
определенной группы штаммов этого подвида.

В гене rovA у исследованных штаммов Y. pestis 
установлено наличие индивидуальных замен, встре-
чающихся только у отдельных штаммов. У штамма 
алтайского подвида Y. pestis И-3086 присутствовала 
замена единичного нуклеотида T → A в позиции 200, 
у штаммов гиссарского подвида И-3068 замена A → G 
в позиции 203 и у И-3071 – T → A в позиции 204. Все 
три штамма выделены на территории Монголии. У 
других штаммов эти мутации отсутствовали. Только 
у одного из штаммов основного подвида – А-1824 
из Кызылкумского песчаного очага чумы выявлена 
другая мутация – вставка единичного нуклеотида C 
после 351 позиции. Эта мутация приводит к сдвигу 
рамки считывания, что влечет за собой изменение 
аминокислотного состава белка RovA в его концевой 
части (таблица).

Таким образом, в этой работе нами проведе-
но сравнение нуклеотидных последовательностей 
генов phoP/phoQ и rovA, кодирующих глобальные 
транскрипционные регуляторы PhoP/PhoQ и RovA. 
В гене phoP у всех штаммов основного подвида при-
сутствует миссенс-мутация, которая вызывает за-
мену единичного нуклеотида и смену кодируемого 
аминокислотного остатка глицина на серин в пози-
ции 215 регуляторного белка PhoP. Возможно, что 
эта мутация, общая для всех штаммов основного 
подвида, приобретенная на ранней стадии эволю-
ции этого подвида, привела к изменению вторич-
ной структуры одного из доменов белка PhoP, что 
вызвало изменение его регуляторной активности. 
Известно, что штаммы основного подвида обладают 
большей патогенностью и способностью выживать 
в блохах по сравнению со штаммами неосновных 
подвидов. Последовательность гена phoQ, кодирую-
щего сенсорный белок двухкомпонентной системы 
PhoP/PhoQ, была высококонсервативна у штаммов 
всех подвидов, несмотря на большой размер секве-
нированного нами фрагмента (729 п.н.) этого гена, 
что указывает на важность сохранения структурно-
функциональной целостности гена phoQ и кодируе-
мого им белка PhoQ.

Последовательность небольшого (432 п.н.) гена 
rovA оказалось достаточно консервативной у иссле-
дованных штаммов Y. pestis разных подвидов, что 
также свидетельствует о важности сохранения его 
структурно-функциональной целостности для пато-
генности Y. pestis. 

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 70-Д от 25 июля 2011 г. в рамках федераль-

ной целевой программы «Национальная система хи-
мической и биологической безопасности Российской 
Федерации (2009–2013 годы)». 
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