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как известно, возбудителями эпидемических 
вспышек холеры являются холерогенные штаммы 
Vibrio cholerae о1 и о139, содержащие гены холер-
ного токсина (CT) ctxAB в составе интегрирован-
ного в геном профага CTX. клиническая картина 
типичной холеры обусловлена главным образом 
CT, но в ее развитии участвует и ряд других фак-

торов [1]. также существуют штаммы, лишенные 
ctxAB, но способные вызывать у людей заболевания 
различной степени тяжести – от слабой и умерен-
ной диареи до тяжелых форм, клинически неот-
личимых от холеры [1, 8, 9]; они также часто вы-
деляются и из объектов окружающей среды (оос) 
[4, 10]. их патогенетический потенциал зависит от 
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целью исследования явился сравнительный биоинформационный анализ генов и белков Cef (CHO cell 
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экспрессии детерминант других токсических суб-
станций, наборы которых различаются у разных 
штаммов [1]. поскольку передача инфекции осу-
ществляется водным либо пищевым путем, вибри-
оны должны обладать и достаточным персистент-
ным потенциалом, позволяющим выживать в оос, 
конкурируя за источники питания с другими микро-
организмами [10]. они способны усваивать мно-
гие органические соединения за счет экспрессии 
детерминант различных гидролаз (протеаз, липаз, 
эстераз, нуклеаз и др.), причем некоторые одно-
временно служат факторами патогенности [1, 4]. к 
числу таких факторов относится, в частности, Cef 
(CHO cell elongating factor) – белок с молекулярной 
массой около 84 кда, состоящий из 796 аминокис-
лотных остатков (аа), кодируемый геном в составе 
малой хромосомы. помимо давшей название этому 
фактору цитотонической активности по отноше-
нию к культурам клеток и диареегенной на моде-
ли мышей-сосунков, сопровождающимися серьез-
ными нарушениями ультраструктуры клеток, он 
способен гидролизовать p-нитрофениловые эфиры 
жирных кислот, твины и трибутирин [1, 2, 3, 6, 7]. 
в молекуле Cef идентифицировано несколько функ-
циональных доменов: домен куница, свойственный 
ингибиторам протеаз; лейциновая молния, обеспе-
чивающая формирование димерной структуры бел-
ков; домен альфа-бета-гидролаз (а/bH) с входящим в 
его состав консервативным субстрат-связывающим 
мотивом GHSLG; перекрывающийся с а/bH домен 
LIP. GHSLG отвечает за биохимическую, но не био-
логическую активность Cef [2]. ранее нами прове-
ден биоинформационный анализ генов и белков Cef 
нескольких холерогенных штаммов о1 и о139 се-
рогрупп и показана его высокая консервативность. 
вместе с тем установлено, что даже единственная 
нуклеотидная замена (SNP) в гене cef V. cholerae 
O139 привела к изменению спектра субстратной 
специфичности его продукта [3]. поскольку CTX– 
штаммам свойственна значительно большая гене-
тическая изменчивость по сравнению с CTX+, мы 
допускали, что в их геномах могут присутствовать 
и измененные гены cef, продукты которых могли 
приобрести свойства, существенные для реализа-
ции как патогенетического, так и персистентного 
потенциала. поэтому представляло интерес про-
ведение более подробного анализа с привлечением 
других штаммов, в том числе нехолерогенных.

цель настоящего исследования состояла в срав-
нительном биоинформационном анализе генов и 
белков Cef холерных вибрионов о1 серогруппы.

материалы и методы

объектами исследования служили 36 штаммов 
V. cholerae о1 различного происхождения из кол-
лекции музея живых культур ростовского противо-
чумного института. гены cef идентифицировали с 
помощью программ BioEdit 7.2.5 (http://www.mbio.

ncsu.edu/bioedit) и BLASTN 2.2.29 (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov) в «черновых» полных геномах этих 
штаммов, секвенированных нами на платформе 
MiSeq (Illumina) согласно прилагаемому протоколу. 
анализ генов и их продуктов осуществляли с ис-
пользованием программ Blastp (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov), AlignX (Vector NTI Advance 11, Invitrogen) 
и MEGA 7 (http://www.megasoftware.net). список 
штаммов и номера (ID) нуклеотидных последова-
тельностей генов cef, депонированных нами в NCBI 
GenBank, представлены в таблице. для сравнения в 
анализ включили прототипные гены cef V. cholerae 
эль тор JBK70 (AY7772384) и двух штаммов класси-
ческого биовара – CVD103HgR (AY7772385) и о395 
(VC0395_0373 в CP000626.1) – и их продукты.

результаты и обсуждение

по данным AlignX-анализа нуклеотидных по-
следовательностей была построена дендрограмма, 
на которой cef V. cholerae эль тор образовали пять 
ветвей, каждая включала идентичные гены (рис. 1). 
мы обозначили эти аллели как е1–е5 в соответ-
ствии с уровнем сходства с прототипным геном 
AY772384 (E1). аллель е1 длиной 2391 п.н. обна-
ружена у всех CTX+ штаммов, у ctxAB–/pre-CTX+ и у 
одного CTX–/pre-CTX– штамма (14157). результаты 
Blast-поиска в имеющихся на сегодняшний день 
в NCBI завершенных и «черновых» геномах по-
казали, что данная аллель наиболее распростране-
на среди штаммов эль тор. следует отметить, что 
е1 почти полностью идентична cefC классических 
штаммов: как показано ранее, разница между ними 
состояла в единственной SNP G/A-2014, привед-
шей к синонимичной замене остатка изолейцина 
(I) в сefC на остаток валина (V) в сefE1 в позиции 
672, однако это никак не повлияло на биохимиче-
скую и биологическую активность продукта [3, 7]. 
такую же аллель содержали классические штаммы, 
найденные в NCBI: ATCC 14035 (JHXR01000002), 
м-29 (астрахань, 1942, JFGR01000001), RC27 
(индонезия, 1991, ADAI01000039), 95412 (мексика, 
1997, APFM01000042). кроме того, в cef классиче-
ского штамма 569в выявлена дополнительная SNP – 
а/с-2267 с соответствующей несинонимичной за-
меной гистидина (н) на пролин (р) в позиции 756. 
по-видимому, эта SNP не является значимой, по-
скольку активность продукта клонированного гена 
cef 569в ничем не отличалась от таковой cefE1 [3]. 
кроме того, аллель cefC присутствовала и у отдель-
ных штаммов, обозначенных как эль тор: ATCC 
11629 (LOSM01000001) и 5/66 (пакистан, 1966, 
JREO01000002). 

аллель е2 имела нормальную длину 2391 п.н. 
и обладала 96,5 % сходства с е1. она идентифици-
рована в геноме всего одного из изученных нами 
штаммов (р-18904), а в базах NCBI не найдено ее 
полных гомологов.

аллель е3 выявлена у двух штаммов из разных 
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регионов россии, которые были практически иден-
тичными и по другим генетическим признакам. за 
счет вставки CTA между нуклеотидами 1630 и 1631 
(относительно е1) ген удлинился на три нуклеоти-
да, а продукт – соответственно на 1 аа. сходство с 
е1 составило 93,7 %. в NCBI идентичных генов не 
найдено. представляет интерес тот факт, что один из 
этих штаммов (434) является представителем клона, 
широко распространившегося в открытых водоемах 
краснодарского края (в основном в реке агура в сочи 
и окрестностях) в 2015 г., где в течение двух месяцев 
выделено 83 штамма, идентичных по пцр- и VNTR-
генотипам. отличительной чертой их явилось нали-
чие довольно редко встречающегося у V. cholerae о1 
гена cholix-токсина (chxA), который относят к фак-
торам колонизации, способствующим персистен-
ции вибрионов в ассоциации с водными организма-
ми [5]. поэтому мы полагали, что такая длительная 
циркуляция данного клона могла быть отчасти или 
полностью обусловлена именно экспрессией chxA. 
обнаружение у штамма 434 новой аллели cefE3 по-
зволяет думать, что к этому мог быть причастен и 

его продукт. второй штамм, идентичный первому, 
выделен тремя годами ранее в астраханской обла-
сти, что не исключает возможности его длительно-
го сохранения с заносом на другие территории, где 
в определенный период сложились благоприятные 
условия для его размножения. 

у 12 нехолерогенных штаммов разного проис-
хождения выявлена аллель е4, имеющая такую же 
вставку CTA, что и е3, такую же длину (2394 п.н.) и 
94,2 % сходства с е1. в эту группу наряду с водны-
ми попали и клинические штаммы. для трех из них 
(14863, 14873 и 15031) известно, что они явились 
этиологическими агентами тяжелых холероподобных 
заболеваний людей, на модели кроликов-сосунков 
вызывали эффект, близкий холерогенному, а их куль-
туральные супернатанты – удлинение клеток CHO и 
L-929. поскольку они не содержали генов других ци-
тотонических токсинов (CT и термостабильного), уд-
линение клеток скорее всего обусловлено действием 
Cef. более того, ультраструктурные изменения в ки-
шечнике животных, зараженных штаммом 14863, во 
многом напоминали таковые под действием рекомби-

Штаммы V. cholerae и гены, использованные в сравнительном анализе

наличие профагов Штамм место выделения год источник выделения ID гена cef

CTX+

р-5879 ростовская обл. 1972 труп KM588824
17290 дагестан 1994 больной KM522861
16228 дагестан 1994 больной KT779266
17261 дагестан 1994 больной KT779267
17296 дагестан 1994 больной KT779268
18329 казань 2001 больной KT779269
3265 москва 2014 больной KM522864

р-17917 ростов-на-дону 1999 речная вода KR827238
р-18252 ростов-на-дону 2000 сточные воды KR827239
р-18367 ростов-на-дону 2001 речная вода KR827240
р-18368 ростов-на-дону 2001 речная вода KR827241
р-18369 ростов-на-дону 2001 речная вода KR827242
р-18588 ростов-на-дону 2002 речная вода KR827243

81 ростов-на-дону 2014 речная вода KM522865
569B неизвестно 1948 больной KT188942

pre-CTX+

9961 москва 1977 речная вода KT728924
р-13169 ростов-на-дону 1987 речная вода KT728925
15500 крым 1991 сточные воды KM522863

CTX–/pre-CTX–

14157 азербайджан 1989 больной KM522866
14863 украина 1991 больной KM456178
14873 молдова 1991 больной KM456179
15031 украина 1991 больной KM456180
9339 краснодарский край 1975 речная вода KX640094
11739 краснодарский край 1980 речная вода KX640095
12026 краснодарский край 1981 речная вода KX640096
17920 краснодарский край 1999 больной KX640097
18748 краснодарский край 2004 больной KX640098
18984 краснодарский край 2007 речная вода KT728926
434 краснодарский край 2015 речная вода KX640099

р-18904 ростовская обл. 2006 речная вода KM522860
р-18973 ростов-на-дону 2007 речная вода KM456181
р-19051 ростов-на-дону 2008 речная вода KX640100
19308 астраханская обл. 2012 речная вода KX640101
19758 псковская обл. 2014 речная вода KX640102
19710 иркутская обл. 2014 речная вода KX640104

р-19430 ростов-на-дону 2013 речная вода KX640105
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нантного белка Cef [1]. эти данные позволяют пред-
положить, что способность упомянутых штаммов вы-
зывать тяжелые формы кишечных инфекций отчасти 
(или даже полностью) обусловлена продукцией CefE4, 
возможно, обладающего повышенной биологической 
активностью. в NCBI найден один стх– штамм VC35 
с такой же аллелью (AMBR01000017, Contig017), вы-
деленный в 2004 г. в малайзии от больного с диагно-
зом «холера» [8]. выявление аллели cefE4 у штаммов, 
не связанных общностью происхождения, указывает 
на его широкое распространение и необходимость 
дальнейшего изучения свойств его продукта для от-
вета на вопрос о том, является ли его присутствие в 
геномах возбудителей, выделяемых из оос, показа-
телем их высокого патогенетического потенциала и 
представляют ли они реальную угрозу. не исключено 
также, что CefE4 обладает измененной эстеразной/
липазной активностью, что может повлиять на перси-
стентный потенциал. 

наименьшим уровнем сходства с прототи-
пом (89,5 %) обладала аллель е5 длиной 2403 п.н. 
увеличение длины обусловлено, помимо уже упо-
мянутой вставки CTA между нуклеотидами 1630 и 
1631, наличием еще двух вставок: TTAAT между 946 
и 947 и GTGT между 958 и 959 (относительно е1). 
первая привела к сдвигу рамки считывания, вторая – 
к восстановлению прежнего порядка кодонов. кроме 
того, в последовательности «выше» данных вставок 
наблюдалось большое число 1-3-нуклеотидных за-
мен. все это привело к образованию в продукте ге-

терологичного 12 аа участка. аллель е5 обнаружена 
всего у двух штаммов, выделенных в разных регио-
нах россии в разные годы, но практически идентич-
ных и по другим генетическим признакам. тем не 
менее, такая же аллель найдена в NCBI в сиквенсах 
двух CTX–/pre-CTX– штаммов м1522 (калмыкия, 
2014, вода, LQCA01000002, contig00002) и 12129 
(больной, 1985, ACFQ01000009, contig178). мы по-
лагаем, что продукт аллели cefE5 также заслуживает 
дальнейшего изучения по причинам, изложенным 
применительно к cefE4.

интересно, что во всех случаях наличия вставок 
общее число «лишних» нуклеотидов было кратно 
трем, поэтому в продуктах измененных генов появ-
лялись «лишние» аа, но в целом они сохраняли до-
статочно высокий уровень сходства друг с другом, 
как и сами гены. 

поскольку в связи с вырожденностью генетиче-
ского кода не все SNP приводят к заменам аа, далее 
мы провели AlignX-анализ продуктов разных аллелей 
гена cef вибрионов эль тор (рис. 2). в соответствии с 
длиной генов их продукты также имели разные раз-
меры: е1 и е2 – 786, е3 и е4 – 797, е5 – 800 аа. 

несмотря на различия по первичной структуре, 
все белки Cef сохранили активные домены. домен 
куница у всех находился в одной и той же позиции 
179–196 и остался в неизменном виде. локализация 
остальных доменов в E3, E4 и E5 отличалась от тако-
вой в E1 и E2 вследствие сдвига за счет вставок допол-
нительных аа. лейциновая молния была одинаковой 

рис. 1. дендрограмма, отражаю-
щая сходство и различия генов cef 
V. cholerae:
С – клинический штамм, Е – штамм 
из оос
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во всех аллелях, тогда как а/bH и LIP характеризова-
лись значительной вариабельностью, не затрагиваю-
щей GHSLG. как видно из рис. 2, некоторые замены 
аа присутствовали во всех новых вариантах, другие 
повторялись в 2–3 аллелях либо были уникальными.

таким образом, в результате проведенного 
анализа установлено, что гены cef нехолерогенных 
штаммов V. cholerae O1 значительно отличаются от 
таковых холерогенных вибрионов. среди них вы-
явлено четыре новых, ранее не описанных аллели, 
две из которых оказались уникальными. принимая 
во внимание установленный нами ранее факт изме-
нения субстратной специфичности Cef V. cholerae 
O139 вследствие единственной точковой мутации в 
его гене [3], мы не исключаем, что продукты разных 
аллелей cefE также могут различаться по биохими-
ческой и биологической активностям, с которыми 
связана способность вибрионов как к персистенции 

в разных экологических нишах, так и к проявлению 
патогенных свойств, что требует экспериментальной 
проверки, которая покажет, представляют ли штам-
мы с той или иной аллелью этого гена реальную 
угрозу здоровью населения.
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