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Холерные вибрионы обладают широким спек-
тром ферментативной активности, обеспечивающей 
им конкурентоспособность и возможность адаптации 
к различным экологическим нишам. Субстратами для 
роста и размножения вибрионов могут служить раз-
нообразные органические соединения, в т.ч. содержа-
щие эфирные связи. К числу последних принадлежат 
твины (сложные моноэфиры многоатомных спиртов 
и жирных кислот, относящихся к классу неионоген-
ных поверхностно-активных веществ), которые мо-
гут использоваться даже в качестве единственного 
источника углерода [3]. Установлено, что практиче-
ски все холерные вибрионы в той или иной степени 
обладают способностью гидролизовать твины 20, 
40, 60, 80 [3]. Исключение составляют полностью 
лишенные этой способности нетоксигенные водные 
штаммы О139 серогруппы [1]. Однако до настоящего 
времени исследования твиназной активности Vibrio 
cholerae проводились лишь по фенотипу вне связи 
с какими-либо генами, ответственными за ее прояв-
ление. В 2000 г. B.A.McCardell и соавт. был описан 
Cef (CHO cell elongating factor) холерных вибрионов. 
Помимо цитотонической активности по отношению 
к культурам клеток, давшей название этому фактору, 
он способен гидролизовать p-нитрофениловые эфи-
ры жирных кислот с длиной цепи от 2 до 14 атомов 
углерода [6]. Ранее нами была показана и твиназная 
активность рекомбинантных белков Cef холерных ви-

брионов различных серогрупп, а также способность 
Cef представителей О1 и неО1/неО139 серогрупп (но 
не V. cholerae О139) к гидролизу трибутирина [4]. 

Цель работы состояла в детекции гена cef в ДНК 
холерных вибрионов различных серогрупп и срав-
нительном изучении их твиназной активности с ис-
пользованием питательной среды на основе панкреа-
тического перевара пекарских дрожжей.

Объектами исследования служили 260 штаммов 
V. cholerae О1, 40 штаммов О139 и 40 штаммов неО1/
неО139 серогрупп. ПЦР-детекцию гена cef прово-
дили с помощью сконструированных нами прайме-
ров [4]. В качестве субстратов использовали твины 
20, 40, 60, 80, 85 и трибутирин, которые добавляли, 
как описано ранее [1, 4], к среде ХДС-агар следую-
щего состава: панкреатический перевар пекарских 
дрожжей – 0,05 % (по аминному азоту); NaCl – 4,0 г; 
Na2HPO4·2H2O – 6,0 г; агар-агар микробиологиче-
ский – 12,0 г; вода дистиллированная – до 1 л; рН 
готовой среды 7,8±0,2. 

Биоинформационный анализ аминокислотных 
последовательностей липаз и эстераз проводили с 
помощью пакета компьютерных программ Vector 
NTI 11 (www.informax.com).

Полученные результаты показали, что ген cef 
присутствовал в геномах всех штаммов, кроме 
включенных в исследование 22 нехолерогенных 
V. cholerae О139, выделенных из водных источни-
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ков внешней среды. 
В опытах с использованием в качестве основы 

ХДС-агара все cef-позитивные вибрионы, включая 
токсигенные клинические штаммы V. cholerae О139, 
гидролизовали твины 20, 40, 60, 80 и 85, тогда как ни 
один из водных cef-негативных штаммов О139 серо-
группы не обладал твиназной активностью. Следует 
отметить, что на этой среде нам удалось выявить ак-
тивность по отношению к твину 80 у токсигенных 
штаммов О139 серогруппы, которая ранее не наблю-
далась при использовании других сред. По-видимому, 
некоторое несовпадение представленных в литерату-
ре данных о спектрах твиназной активности холер-
ных вибрионов [1, 3] также связано с использованием 
разными авторами неодинаковых питательных сред 
и концентраций субстратов. Наши данные показали, 
что ХДС-агар является адекватной средой, позволя-
ющей дифференцировать штаммы холерных вибрио-
нов по этой активности. Что касается трибутирина, то 
все штаммы, включая водные cef-негативные V. cho-
le rae O139, гидролизовали этот субстрат, однако у 
последних зоны просветления среды вокруг колоний 
были намного меньше, чем у остальных штаммов, 
содержащих ген cef. Поскольку трибутирин является 
субстратом, традиционно используемым для опреде-
ления не только эстеразной, но и липазной актив-
ности [5, 7], эти результаты навели нас на мысль о 
том, что у cef-негативных штаммов гидролиз трибу-
тирина осуществлялся другой липазой(ами), а у cef-
позитивных вибрионов О1 и неО1/неО139 серогрупп 
наблюдался эффект совокупного действия других 
липаз/эстераз и Cef. На обеих хромосомах V. cholerae 
eltor N16961 мы выявили 20 генов известных и пред-
полагаемых липаз и эстераз и провели поиск в их про-
дуктах консервативного пентапептида GXSXG, кото-
рый входит в состав субстрат-связывающего домена 
липаз. Серин в его центре играет ключевую роль в 
связывании с субстратом [5]. Оказалось, что GXSXG 
присутствует в молекулах трех белков, гены которых 
локализованы на большой хромосоме – предпола-
гаемой эстеразы/липазы YbfF (AAF95343.1) и двух 
протеин-глютамат-метилэстераз CheB (AAF95208.1 
и AAF94558.1), а также четырех белков, гены кото-
рых локализованы на малой хромосоме – липазы, 
входящей в состав Hly-локуса (AAF96133.1), липазы 
семейства GDXG (AAF96394.1), «липазоподобного 
белка» (AAF96652.1) и обозначенного как предпола-
гаемая липаза белка Cef (AAF96761.1). Анализ, про-
веденный нами с помощью программы AlignX, не 
выявил значительной гомологии между ними (кро-
ме двух CheB, которые близки друг другу, но далеко 
не идентичны). Субстратная специфичность боль-
шинства липаз/эстераз (содержащих пентапептид 
GXSXG) холерных вибрионов не изучена, но мы не 
исключаем, что, по крайней мере, часть из них ак-
тивна по отношению к трибутирину. В таком случае 
вполне понятна более слабая активность cef-нега-
тивных штаммов по сравнению с cef-пози тивными, 
у которых она усилена присутствием Cef. С другой 

стороны, с этих позиций не удается объяснить высо-
кую активность по отношению к трибутирину ток-
сигенных штаммов О139, поскольку продуцируемый 
ими Cef разлагает только твины, но не трибутирин 
[4]. Возможно, это связано с повышенным уровнем 
синтеза одной из других липаз/эстераз, одновремен-
ной экспрессией нескольких кодирующих их генов, 
либо с более активным транспортом продукта(ов) во 
внеклеточное пространство. 

Таким образом, на основании полученных ре-
зультатов с использованием «природной модели» 
– cef-негативных вибрионов О139 – можно с уве-
ренностью заключить, что твиназная активность 
V. cholerae, отчасти, обусловлена продуктом гена cef. 
Однако, принимая во внимание принципиальные от-
личия в структуре геномов водных авирулентных хо-
лерных вибрионов О139 серогруппы от всех осталь-
ных представителей вида V. cholerae [2] и отсутствие 
в GenBank полной нуклеотидной последователь-
ности таких штаммов, остается вероятность того, 
что у вибрионов О1, неО1/неО139 и токсигенных 
штаммов О139 серогруппы твиназной активностью 
обладают и другие вышеупомянутые ферменты. Для 
окончательного ответа на этот вопрос необходимы 
дальнейшие исследования, направленные на выяв-
ление генов других эстераз и липаз, определение их 
экспрессии и субстратной специфичности, а также 
получение делеционных мутантов, дефектных по 
гену cef, и сравнение их эстеразной активности с изо-
генными штаммами. Во избежание получения лож-
ноотрицательных результатов при проведении таких 
исследований в качестве основы сред с твинами и 
трибутирином может быть рекомендован ХДС-агар, 
исподьзование которого позволяет получать четкие и 
однозначные данные. 

Широкое распространение гена cef среди кли-
нических и водных штаммов различных серогрупп 
и достаточно высокий уровень его экспрессии по-
зволяют полагать, что данный фактор может вносить 
свой вклад в выживаемость холерных вибрионов в 
открытых водоемах и сточных водах, которые в на-
стоящее время значительно загрязнены органически-
ми веществами. В этой связи представляет интерес и 
тот факт, что ген cef (VCA0863) локализован на ма-
лой хромосоме в непосредственной близости к гену 
транспортного белка длинноцепочечных жирных 
кислот (VCA0862), которые могут образоваться в ре-
зультате расщепления различных субстратов за счет 
активности Cef.
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