
Francisella tularensis — гра мот ри ца тель ная
по ли мор ф ная кок ко ба цил ла, яв ля ю ща я ся воз бу ди -
те лем зо о ан т ро по ноз ной при род но о ча го вой ин фек ции
ту ля ре мии, ко то рая из - за прак ти чес ки 100 %-ной
вос п ри им чи вос ти лю дей пред с тав ля ет серь ез ную
опас ность [1]. В те че ние нес коль ких де сят ков лет
в на шей стра не для про фи лак ти ки за бо ле ва ния ис -
поль зу ет ся жи вая ту ля ре мий ная вак ци на, соз дан -
ная на ос но ве штам ма F. tularensis 15 НИ И ЭГ, ко то -
рая нес мот ря на свою эф фек тив ность име ет от но -
си тель но вы со кую ре ак то ген ность, что ог ра ни чи -

ва ет ее ис поль зо ва ние для де тей и лю дей со сни -
жен ным им му ни те том [2]. 

Та ким об ра зом, сох ра ня ет ся не об хо ди мость 
в раз ра бот ке улуч шен но го про фи лак ти чес ко го
сред с т ва про тив ту ля ре мии, вы зы ва ю ще го ме нее
вы ра жен ные по боч ные эф фек ты при сох ра не нии
про тек тив ной ак тив нос ти. Оп ти маль ным пу тем
кон с т ру и ро ва ния но вых ту ля ре мий ных вак цин
счи та ет ся це ле нап рав лен ное соз да ние ат те ну и ро -
ван ных штам мов [3].
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Ко н с  т ру и  ро ва  ние и изу че  ние с войст в ва р и ан то в шта м ма
Francise l la  tu larens is  15 НИ И ЭГ  со сни жен  ной э к с пре с си ей
ген а sodB ,  ко ди р у ю ще  го Fe -супероксиддисм утазу

В рам ках ис с ле до ва ний по кон с т ру и ро ва нию усо вер шен с т во ван ной, ме нее ре ак то -
ген ной, жи вой ту ля ре мий ной вак ци ны ме то дом ал лель но го об ме на с ис поль зо ва ни -
ем су и цид ной век тор ной плаз ми ды pGM5 по лу че ны ва ри ан ты штам мов на ос но ве
вак цин но го штам ма Francisella tularensis 15 НИ И ЭГ со сни жен ной эк с прес си ей же -
ле зо за ви си мой су пе рок сид дис му та зы FeSOD. Это сни же ние про и зош ло в ре зуль та -
те за ме ны при род ных ко до нов в гене sodB на ред ко встре ча ю щи е ся. По ка за но, что
умень ше ние ко ли чес т ва FeSOD до 30% от уров ня в ис ход ном штам ме не вли я ет на
ско рость раз м но же ния ту ля ре мий но го мик ро ба. Вы яв ле на по вы шен ная чув с т ви -
тель ность му тан т ных штам мов к дей с т вию пе ре ки си во до ро да и па рак ва та по срав -
не нию с вак цин ным штам мом 15 НИ И ЭГ. Ме то дом ПЦР-РВ во всех по лу чен ных
штам мах ус та нов лен по вы шен ный уро вень мРНК ге на groEL, ко ди ру ющей бе лок -
 ша пе рон, в ло га риф ми чес кой фазе рос та.

Клю че вые сло ва: Fe-супероксиддисмутаза, ту ля ре мия, Francisella tularensis 15 НИ И ЭГ, GroEL, sodB.

                                 
Су хо ва Ма рия Алек сан д ров на, Вах ра ме е ва Га ли на Ми хай лов на, Крав чен ко Та ть я на Бо ри сов на, Мок ри е вич Алек сандр Ни ко ла е -
вич, Пав лов Ви та лий Ми хай ло вич, Дят лов Иван Алек се е вич.

Спи сок со кра ще ний: 3ФР — за бу фе рен ный фи зио ло ги че ский рас твор; КОЕ — ко ло ние об ра зу ю щая еди ни ца; ОП — оп ти че ская
плот ность; ПААГ — по ли ак ри ла мид ный гель; п.н. — пар нук ле о ти дов; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; ПЦР-РВ — ПЦР 
в ре а ль ном вре ме ни; УЗД — уль т ра зву ко вой дез ин тег рат; Аmp — ам пи цил лин; Сm — хло рам фе ни кол; dNTP — дез ок си ри бо -
нук ле о зид т ри фос фат(ы); Fe SOD — же ле зо за ви си мая SOD; SOD — су пер ок сид дис му та за; TEMED — N, N, N, N-тет ра ме -
ти лэ ти лен ди а мин.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



F. tularensis яв ля ет ся па ра зи том, раз м но жа ю -
щим ся в ци топ лаз ме мак ро фа го по доб ных кле ток.
Па то ген ные бак те рии, в час т нос ти  F. tularensis, ис -
поль зу ют це лый ар се нал средств для за щи ты от гу -
би тель но го воз дей с т вия сво бод ных ра ди ка лов, фор -
ми ру ю щих ся как в про цес се жиз не де я тель нос ти са -
мо го мик ро ор га низ ма, так и во вре мя окис ли тель -
но го взры ва при фа го ци то зе бак те рий клет ка ми
мак ро ор га низ ма [4]. Про дук ты окис ли тель но го
взры ва в мак ро фа гах —ре ак тив ные кис ло род ные ра -
ди ка лы, вклю ча ю щие су пе рок сид -а ни он (O2

 ) и гид -
рок силь ный ра ди кал (ОН–), — при во дят к пов реж -
де нию ДНК, РНК, бел ков и ли пи дов, вы зы вая ги -
бель воз бу ди те ля ин фек ции [5]. Для инак ти ва ции
су пе рок сид -а ни о на бак те рии ис поль зу ют фер мен -
ты су пе рок сид дис му та зы (SOD) [6], со дер жа щие в
ка чес т ве ко фак то ра либо ионы же ле за (FeSOD) [7,
8], либо ионы меди/цин ка (Cu/ZnSOD) и ко ди ру е -
мые ге на ми sodB и sodC, со от вет с т вен но [9, 10].

Же ле зо за ви си мая су пе рок сид дис му та за
FeSOD (КФ 1.154.1.1) у боль шин с т ва мик ро ор га -
низ мов яв ля ет ся жиз нен но важ ным фер мен том. В
час т нос ти, де ле ция гена sodB в клет ках Legio -
nella pneumophila при во дит к пол ной ут ра те жиз -
нес по соб нос ти мик ро ор га низ ма [11]. По пыт ка
кон с т ру и ро ва ния штам ма Rhodobacter capsulatus
без ге на sodB пу тем ал лель но го за ме ще ния ока за -
лась бе зус пеш ной, тем са мым сви де тель с т вуя, что 
этот фер мент яв ля ет ся жиз нен но не об хо ди мым
для аэроб ных куль тур [12]. У F. tularensis, по дан -
ным ана ли за ге но ма, име ет ся толь ко одна ко пия
гена sodB. По пыт ка инак ти ви ро вать этот ген так -
же при во ди ла к ут ра те жиз нес по соб нос ти, по э то -
му для изу че ния роли фер мен та FeSOD в жиз не де -
я тель нос ти F. tularensis был ис поль зо ван под ход,
ко то рый поз во лял сни зить уро вень син те зи ру е мо -
го фер мен та на эта пе тран с ля ции мРНК в ре зуль та -
те за ме ны стар то во го ко до на АТG на GTG [13].
Ана ло гич ные ра бо ты по за ме не стар то во го ко до -
на у дру гих мик ро ор га низ мов так же при во ди ли к
сни же нию эф фек тив нос ти тран с ля ции [14].

Целью нас то я ще го ис с ле до ва ния яв ля лась
мо ди фи ка ция гена sodB вак цин но го штам ма F. tu -
larensis 15 НИ И ЭГ пу тем за ме ны в струк тур ной
час ти гена sodB ме то дом ал лель но го об ме на при -
род ных ко до нов на ред ко ис поль зу е мые ко до ны:
стар то вый ко дон — на GTG (ме ти о нин) и пос ле ду ю -
щих ко до нов — на TTG (лей цин) или CCC (про -
лин). Ука зан ные мо ди фи ка ции были нап рав ле ны
на сни же ние эк с прес сии дан но го гена на уров не
тран с ля ции, ко то рое оп ре де ля ет умень ше ние ре ак -
то ген нос ти жи вой ту ля ре мий ной вак ци ны, и изу че -
ние мик ро би о ло ги чес ких и би о хи ми чес ких свойств
по лу чен ных ва ри ан тов. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бак те ри аль ные штам мы и ус ло вия куль -
ти ви ро ва ния. В ра бо те ис поль зо ва ли бак те ри аль -
ные штам мы E. coli DH5 (Invitrogen, США) и
F. tularensis 15 НИ И ЭГ (ГКПМ-О бо ленск, но мер
штам ма В-4792).

Штам мы E. coli куль ти ви ро ва ли на плот ной
и жид кой пи та тель ной сре де Лу рия—Бер та ни
(Sigma, США) при 37 с до бав ле ни ем при не об хо -
ди мос ти ани ти би о ти ков хло рам фе ни ко ла (Cm) до
кон цен т ра ции 5 мкг/мл сре ды или ам пи цил ли на
(Amp) до кон цен т ра ции 100 мкг/мл сре ды. 

Штам мы F. tularensis вы ра щи ва ли при тем -
пе ра ту ре 37° на плот ной пи та тель ной сре де
FT-агар про из вод с т ва ФБУН ГНЦ ПМБ (Обо -
ленск, Рос сия) и жид кой пи та тель ной сре де FTB
сле ду ю ще го сос та ва, %: фер мен та тив ный гид ро -
ли зат ка зе и на — 2 (Amresco, США); дрож же вой
эк с тракт — 1 (HiMedia, Ин дия); KH2PO4 — 1,2
(«Хим мед», Рос сия); глю ко за — 1; цис те ин —
0,001; FeCl2 — 0,001; («Хим мед»), pH 7,2 [15].
При не об хо ди мос ти в сре ды до бав ля ли по ли мик -
син B (Sigma, Да ния) до кон цен т ра ции 100 мкг/мл 
сре ды или Cm (Sigma) до кон цен т ра ции 5 мкг/мл
сре ды и са ха ро зу (HiMedia) до 5 %.

Плаз мид ные ДНК. Ам п ли ко ны с мо ди фи -
ци ро ван ны ми фраг мен та ми гена sodB  F. tularensis 
кло ни ро ва ли в плаз мид ном век то ре pUC19 (Fer men -
tas, Лит ва). Су и цид ный век тор pGM5, со дер жа щий
гены ус той чи вос ти к ан ти би о ти кам ам пи ци лли ну
(bla) и хло рам фе ни ко лу (cat), а так же ген sacВ,
спо соб ный реп ли ци ро вать ся в клет ках E. coli, но
не в F. tularensis, ис поль зо ва ли для соз да ния ре -
ком би нан т ных плаз мид, не об хо ди мых для ал лель -
но го об ме на при род но го гена sodB на мо ди фи ци -
ро ван ные ва ри ан ты ту ля ре мий но го мик ро ба [16].

Прай ме ры для соз да ния мо ди фи ци ро ван -
ных ва ри ан тов гена sodB F. tularensis. Пе ре чень
прай ме ров, ис поль зо ван ных в ра бо те, при ве ден в
табл. 1.

Прай ме ры были син те зи ро ва ны би о тех но -
ло ги чес кой ком па ни ей «Син тол» (Мос к ва).

Прай ме ры для про ве де ния ПЦР в ре аль -
ном вре ме ни (ПЦР-РВ). Пе ре чень прай ме ров, ис -
поль зо ван ных для ко ли чес т вен ной оцен ки мРНК
groEL, пред с тав лен в табл. 2.

Про ве де ние ПЦР. Ам п ли ко ны по лу ча ли в
ам п ли фи ка то ре Gene Amp PCR System 2700
(Applied Biosystems, США) в про бир ках обь е мом
200 мкл, со дер жа щих 25 мкл ре ак ци он ной сме си
сле ду ю ще го сос та ва: мат ри ца ДНК — 1 нг; прай ме -
ры — по 10 пмоль; dNTP — в кон цен т ра ции 0,2 мМ;
Taq-по ли ме раза (Fermentas, Лит ва) — 0,5 мкл
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(2,5 ед/мкл); 10-кратный Taq-полимеразный бу -
фер — 2,5 мкл. Ре жим ПЦР был сле ду ю щий: смесь 
ин ку би ро ва ли при 94° в те че ние 5 мин, за тем про -
во ди ли 25 цик лов ам п ли фи ка ции по прог рам ме де -
на ту ра ция — 94° (30 с), от жиг — 54° (30 с) и элон -
га ция — 74° (30 с). Для по лу че ния ам п ли ко нов с
фраг мен та ми гена sodB и кон т роль ны ми прай ме -
ра ми элон га ция дли лась 70 с; пос ле за вер ше ния
элон га ции смесь ин ку би ро ва ли 4 мин при 74°.

ПЦР-РВ про во ди ли в ам п ли фи ка то ре CFX96
(Bio Rad Laboratories, Inc, США) в стри пах с лун ка -
ми объ е мом 200 мкл. Сос тав ре ак ци он ной сме си
был сле ду ю щий (объ ем про бы 25 мкл): ДНК — 1

нг; прай ме ры — по 10 пмоль; 2,5-кратная ре ак ци -
он ная смесь для про ве де ния ПЦР-РВ в при сут с т -
вии кра си те ля SYBR Green I («Син тол») — 10
мкл; 25 мМ МgCl2  — 2,5 мкл. Смесь ин ку би ро ва -
ли при 94° в те че ние 5 мин, за тем про во ди ли 35 цик -
лов ам п ли фи ка ции по сле ду ю щей прог рам ме: де на -
ту ра ция — 94° (30 с); от жиг — 59° (30 с) и элон га -
ция — 74° (30 с). Пос ле за вер ше ния элон га ции
смесь ин ку би ро ва ли 4 мин при 74°. Дан ные ПЦР в 
ре аль ном вре ме ни об ра ба ты ва ли с по мощью па ке -
та прог рамм Microsoft Office Ex cel для ко ли чес т -
вен ной оцен ки кон цен т ра ции ис с ле ду е мо го фраг -
мен та ДНК.
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 СУ ХО ВА и др.

Та б ли  ца  1

По сле до ва те ль но сти прай ме ров, ис по ль зо ван ных для по лу че ния мо ди фи ци ро ван ных 
ва ри ан тов гена sodB

На зва ние По сле до ва те ль ность 5’—3’ На зна че ние

PstF-sodB GACCTGCAGTGAAATTTGAATTACCAAAACTAC Ам п ли фи ка ция мо ди фи ци ро ван но -
го фраг мен та ге на  sodB

PstF1-sodB GACCTGCAGTGAAATTTGAATTGCCAAAACTAC Ам п ли фи ка ция мо ди фи ци ро ван но -
го фраг мен та  ге на sodB

PstF2-sodB GACCTGCAGTGAAATTTGAATTACCCAAACTAC Ам п ли фи ка ция мо ди фи ци ро ван но -
го фраг мен та  ге на sodB

PstR-sodB ATGCTGCAGTACTCCCCTTAAATTCGTG Ам п ли фи ка ция про мо тор ной об лас -
ти гена sodB

SalF-sodB TATGTCGACTTATCCATTTGGTATTGAGG Ам п ли фи ка ция про мо тор ной об лас -
ти гена sodB и  кон т роль встав ки 

SalR-sodB TATGTСGACAACCTAATCAGCGAATTGC Ам п ли фи ка ция мо ди фи ци ро ван но -
го фраг мен та  гена sodB и кон т роль
встав ки

При ме ча ние. Под чер к ну ты за ме нен ные ко до ны, жир ным шриф том вы де ле ны сай ты ре ст рик ции.

Та б ли  ца  2

По сле до ва те ль но сти прай ме ров для опре де ле ния мРНК

На зва ние По сле до ва те ль ность 5—3 На зна че ние

GroELF TTACATCATGCCAGGCATACCGC Ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние  мРНК groEL

GroELR CGGTGAGTCTTCTGTAGTTGTTAACCAAGT Ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние  мРНК groEL

530F GTGCCAGCAGCCGCGG Ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние  16SрРНК

907R CCGTCAATTCATTTGAGT Ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние  16SрРНК

SodBF TGTTTGGAGTTAAACAATTCCAGTAA Ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние  мРНК sodB

SodBR TAGTTGAGGGTACAGAGCACGATG Ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние  мРНК sodB



Элек т ро фо рез ДНК. Ам п ли ко ны раз де ля ли
пу тем элек т ро фо ре за в 0,7 %-ном ага роз ном геле в
ТА Е- бу фе ре (0,04 M трис -а це тат (Sigma, Гер ма -
ния), 0,002 M ЭДТА (Sigma, Гер ма ния), pH 8,0) с
пос ле ду ю щим ок ра ши ва ни ем бро мис тым эти ди ем
(Roth, Гер ма ния) (30 мкг/мл) и де тек ци ей с ис поль -
зо ва ни ем UV-облучателя при дли не вол ны 365 нм
(Cole Parmer, США). Фо то до ку мен ти ро ва ние ге лей 
про во ди ли на при бо ре Vilber Lourmat (Фран ция).

Ген но -ин же нер ные ме то ды. Вы де ле ние
плаз мид ных ДНК и тран с фор ма цию кле ток E. coli 
про во ди ли ме то да ми, опи сан ны ми ра нее [17]. ДНК 
из кле ток F. tularensis вы де ля ли по ме то ду [18].
Клет ки F. tularensis тран с фор ми ро ва ли плаз мид -
ной ДНК ме то дом элек т ро по ра ции [19].

Рес т рик цию ДНК про во ди ли с ис поль зо ва -
ни ем эн до нук ле аз PstI, SalI, SmaI и NheI, ли ги ро ва -
ние — Т4-лигазой (Fermentas), сог лас но ин с трук -
ци ям про из во ди те ля. Фраг мен ты ДНК из ага роз -
но го геля вы де ля ли с по мощью на бо ра IllustraTM

(GE Healthcare, Ве ли коб ри та ния), сог лас но ин с трук -
ции про из во ди те ля. Сек ве ни ро ва ние ДНК осу щес т -
влялось фир мой «Син тол».

Кон с т ру и ро ва ние мо ди фи ци ро ван ных ге -
нов sodB F. tularensis для ал лель но го об ме на.
Прин ци пи аль ная схе ма по лу че ния ге нов sodB с из -
ме нен ны ми ко до на ми при ве де на на рис. 1. 

Иc хо дя из дан ных о нук ле о тид ной пос ле до -
ва тель нос ти ге но ма F. tularensis subsp. holarctica
LVS (GenBank, AM233362) были рас с чи та ны
прай ме ры для из ме не ния пос ле до ва тель нос тей ко -
до нов в гене sodB (FTL_RS09165). Ам п ли кон
PsodB, со дер жа щий про мо тор ную об ласть гена

sodB, был по лу чен с по мощью пары прай ме ров
SalF-sodB/PstR-sodB. Ам п ли ко ны, со дер жа щие из -
ме не ния (1) в стар то вом ко до не (ам п ли кон sodB),
(2) в стар то вом ко до не и трип ле те, ко ди ру ю щем
лей цин (ам п ли кон sodB1), и (3) в стар то вом ко до -
не и трип ле те, ко ди ру ю щем про лин (ам п ли кон
sodB2), были по лу че ны с по мощью пар прай ме -
ров: PstF-sodB/ SalR-sodB, PstF1-sodB/SalR-sodB,
PstF2-sodB/SalR-sodB, SalF-sodB/PstR-sodB, со от -
вет с т вен но. Все ам п ли ко ны со дер жа ли кра е вые
сай ты рес т рик ции для SalI и PstI. В ПЦР в ка чес т -
ве мат ри цы ис поль зо ва ли хро мо сом ную ДНК
штам ма F. tularensis 15 НИ И ЭГ. По лу чен ные ам п -
ли ко ны очи ща ли и встра и ва ли в сайт SmaI век то -
ра pUC19 (рис. 2, А). Ли не а ри зо ван ный век тор
пред ва ри тель но де фос фо ри ли ро ва ли фос фа та зой
CIAP (Fermentas).

В ре зуль та те «каль ци е вой» тран с фор ма ции
кле ток E. coli ре ком би нан т ны ми плаз ми да ми бы -
ло по лу че но 4 ва ри ан та кло нов: E. coli DH5
(pUC19/PsodB), E. coli DH5(pUC19/sodB), E. coli
DH5(pUC19/sodB1) и E. coli DH5(pUC19/sodB2).
На ли чие за ме ны в ко до нах гена sodB под т вер ж да ли
сек ве ни ро ва ни ем кло ни ро ван ных фраг мен тов ДНК.

Для син те за мо ди фи ци ро ван ных ге нов sodB
об лас ти гена вы ре за ли из ре ком би нан т ных плаз -
мид эн до нук ле а за ми PstI и SalI. Фраг мент ДНК из 
плаз ми ды pUC19/PsodB с про мо тор ной об лас тью
гена sodB объ е ди ня ли с каж дым из трех ва ри ан тов 
струк тур ной час ти гена sodB (фраг мен ты из плаз -
мид pUC19/sodB, pUC19/sodB1 и pUC19/sodB2)
по PstI-сайту, пос ле чего встра и ва ли в SalI-сайт
плаз ми ды pGM5 (для встра и ва ния фраг мен тов
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Рис.1. Схе ма по лу че ния ам п ли ко нов с фраг мен та ми гена sodB. Сим во ла ми () ука за но по ло же ние прай ме ров для син -
те за ам п ли ко нов, в пря мо у голь ни ках при ве де на нук ле о тид ная пос ле до ва тель ность мо ди фи ци ро ван ных учас т ков гена sodB.
Встро ен ный сайт PstI на хо дит ся пе ред ATG-кодоном ге на sodB



плаз ми ду pGM5 гид ро ли зо ва ли рес т рик та за ми
SalI и NheI) (Fermentas) (см. рис. 2, Б). По лу чен ны -
ми ли га та ми тран с фор ми ро ва ли клет ки E. coli
DH5 и от би ра ли кло ны на сре де с Аmр. За тем ме -

то дом ПЦР с прай ме ра ми SalF-sodB и SalR-sodB
от би ра ли кло ны, да ю щие ап ли кон раз ме ром 1247
п.н. и со от вет с т вен но со дер жа щие одну из ре ком -
би нан т ных плаз мид — pGM5/Sd, pGM5/Sd1 или
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 СУ ХО ВА и др.

Рис. 2. Схе ма по лу че ния плаз мид: А — с фраг мен та ми ам п ли ко нов; Б — су и цид ных плаз мид с мо ди фи ци ро ван ны ми ва -
ри ан та ми гена sodB F. tularensis



pGM5/Sd2. Отоб ран ные кло ны про ве ря ли на спо -
соб ность рас ти на сре де с Сm, а так же осу щес т в -
лять по дав лен ный «ос к лиз лый» рост на сре де с са -
ха ро зой, ко то рая обес пе чи ва ет ся ге на ми cat и
sacB плаз ми ды pGM5.

Пе ре нос мо ди фи ци ро ван ных ва ри ан тов
гена sodB в хро мо со му F. tularensis 15 НИ И ЭГ.
Ва ри ан ты гена sodB из плаз мид pGM5/Sd, pGM5/Sd1 
и pGM5/Sd2 пе ре но си ли в хро мо со му F. tularensis
15НИИЭГ ме то дом ал лель но го об ме на [20] с ря -
дом из ме не ний. Плаз ми да ми с мо ди фи ци ро ван ны -
ми ге на ми тран с фор ми ро ва ли клет ки ту ля ре мий -
но го мик ро ба ме то дом элек т ро по ра ции на при бо -
ре Eppendorf 2510. Элек т ро по ра цию осу щес т в ля -
ли в кю ве те с за зо ром 1 мм, на ко то рую нак ла ды ва -
ли им пульс с нап ря же ни ем 1750 B в те че ние 5 мс.
От бор кло нов с ин тег ри ро ван ны ми плаз ми да ми
про во ди ли на FT-агаре (ФГУН ГНЦ ПМБ, Обо -
ленск), содержащем Cm. Кон т роль ин тег ра ции мо -
ди фи ци ро ван но го гена sodB в хро мо со му осу щес т -
в ля ли ме то дом ПЦР-а на ли за ДНК-к ло нов с па рой
прай ме ров SalF-sodB и  SalR-sodB с пос ле ду ю щим
гид ро ли зом по лу чен ных ам п ли ко нов рес т рик та -
зой PstI (ам п ли кон раз ме ром 1247 п.н. с гена sodB
ис ход но го штам ма не со дер жал сайт рес т рик ции
для PstI, а ам п ли ко ны с мо ди фи ци ро ван ных ва ри -
ан тов ге нов рас щеп ля лись рес т рик та зой PstI на
два фраг мен та раз ме ром 654 и 593 п.н.). Для ал лель -
но го об ме на кло ны с дву мя ко пи я ми sodB гена за -
се ва ли в жид кую сре ду FTB до кон цен т ра ции 3  108

КОЕ/мл, рас ти ли 5 ч при 37° и за тем вы се ва ли из
2-го, 3-го и 4-го раз ве де ния по 100 мкл на FT-агар
с до бав ле ни ем са ха ро зы. Кло ны, ут ра тив шие ин -
тег ри ро ван ную плаз ми ду, не рос ли на сре де с Cm
и не фор ми ро ва ли ос клиз лые ко ло нии при рос те
на сре де с са ха ро зой. Эти кло ны были про а на ли зи -
ро ва ны ме то дом ПЦР с ис поль зо ва ни ем пары
прай ме ров SalF-sodB и SalR-sodB и пос ле ду ю -
щим гид ро ли зом ам п ли ко нов рес т рик та зой PstI.
На ли чие нук ле о тид ных за мен в мо ди фи ци ро ван -
ных штам мах про ве ря ли сек ве ни ро ва ни ем ам п ли -
ко нов, по лу чен ных с ис поль зо ва ни ем пары прай -
ме ров SalF-sodB и SalR-sodB. 

Оп ре де ле ние фер мен та тив ной ак тив нос -
ти FeSOD. Оцен ку ак тив нос ти FeSOD штам мов
F. tularensis про во ди ли по ме то ду, опи сан но му ра -
нее [21]. Для ана ли за ис поль зо ва ли бак те ри аль -
ные сус пен зии (3  109 КОЕ/мл), при го тов лен ные
из ноч ных ага ро вых куль тур, ко то рые ино ку ли ро -
ва ли из рас че та 1 мл сус пен зии в 20 мл жид кой пи -
та тель ной сре ды FTB и куль ти ви ро ва ли в те че ние
6 и 24 ч. Бак те рии за тем осаж да ли цен т ри фу ги ро -
ва ни ем при 9000 об/мин в те че ние 15 мин при 4°
(Beсkman, ро тор  JA-20); по лу чен ные осад ки ре -

сус пен ди ро ва ли в за бу фе рен ном фи зи о ло ги чес -
ком рас т во ре (ЗФР) и раз ру ша ли на уль траз ву ко -
вом де зин тег ра то ре (Cole Parmer, США) в ре жи ме
пя тик рат ной об ра бот ки уль траз ву ко вы ми им пуль -
са ми по 15 с при мощ нос ти 20 Вт. Кле точ ные ос -
тат ки осаж да ли при 12000 об/мин в те че ние 10 мин 
на цен т ри фу ге Minispeen (Eppendorf, Гер ма ния).
Ос вет лен ные об раз цы уль траз ву ко во го де зин тег -
ра та (УЗД) стан дар ти зо ва ли по оп ти чес кой плот -
нос ти (ОП=0,3 при дли не вол ны 280 нм, спек т ро -
фо то метр Ultrospec 3100 Pro (Pharmacia, США)).
Бел ки раз де ля ли элек т ро фо ре зом в 12,5%-ном
ПААГ в не де на ту ри ру ю щих ус ло ви ях, сог лас но
ме то ди ке [21]. Гель с раз де лен ны ми фрак ци я ми
бак те ри аль ных бел ков по ме ща ли в рас т вор 2,5 мМ
нит ро тет ра зо ли е во го си не го (Sigma, США) в 30 мМ
ка лий - фос фат ном бу фе ре, рН 7,8, и ин ку би ро ва ли 
на ка чал ке в те че ние 30 мин при ком нат ной тем пе -
ра ту ре. За тем гель пе ре но си ли в рас т вор, со дер жа -
щий 30 мМ TE MED (Sigma, США), 30 мкМ суль -
фат же ле за («Хим мед») и 30 мкМ ри боф ла вин
(«Фар м с тан дарт», Рос сия) и ин ку би ро ва ли на ка -
чал ке 20 мин при ком нат ной тем пе ра ту ре. Для про -
яв ле ния не ок ра шен ных по лос в ре зуль та те фер -
мен та тив ной ак тив нос ти FeSOD гель ос ве ща ли в
те че ние 15 мин лам пой днев но го све та и за тем фо -
тог ра фи ро ва ли. По лу чен ную зи мог рам му ана ли -
зи ро ва ли с по мощью прог рам мы GelAnalyser
(http://www.gelanalyzer.com). Ак тив ность фер мен тов
мо ди фи ци ро ван н ных штам мов рас с чи ты ва ли в от -
но си тель ных еди ни цах, при ни мая ак тив ность фер -
мен та штам ма F. tularensis 15 НИ И ЭГ за еди ни цу.

Оцен ка воз дей с т вия пе ре ки си во до ро да
на рост штам мов F. tularensis. Бак те ри аль ные
сус пен зии штам мов F. tularensis (3  109  КОЕ/мл),
при го тов лен ные из ноч ных ага ро вых куль тур, за -
се ва ли по 0,3 мл в про бир ки с 2,7 мл сре ды FTB и
куль ти ви ро ва ли в те че ние 6 ч при 37° с пе ре ме ши -
ва ни ем в ре жи ме ро та ции 170 об/мин. За тем в про -
бир ки вно си ли рас т вор пе ре ки си во до ро да до ко -
неч ной кон цен т ра ции 2,5 и 5 мМ, а в кон т роль ные
до бав ля ли та кой же объ ем ЗФР и куль ти ви ро ва ли
еще 2 ч. ОП об раз цов че рез  8 ч оп ре де ля ли на
спек т ро фо то мет ре при дли не вол ны 595 нм. 

Оцен ка по дав ле ния рос та бак те рий па рак -
ва том. Бак те ри аль ные сус пен зии штам мов F. tula -
rensis (3  109  КОЕ/мл), при го тов лен ные из ноч -
ных ага ро вых куль тур, за се ва ли по 0,3 мл в про -
бир ки с 2,7 мл сре ды FTB и куль ти ви ро ва ли в те че -
ние 6 ч при 37° с пе ре ме ши ва ни ем в ре жи ме ро та -
ции (170 об/мин). За тем в опыт ные про бир ки вно -
си ли вод ный рас т вор па рак ва та (Sigma-Aldrich,
США) до ко неч ной кон цен т ра ции 0,015 мМ,
0,03 и 0,06 мМ, а в кон т роль ные до бав ля ли та кой
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же объ ем ЗФР и куль ти ви ро ва ли еще 2 ч, пос ле
чего оп ре де ля ли ОП об раз цов. 

Син тез кДНК на мат ри це сум мар но го
пула РНК F. tularensis. Из ана ли зи ру е мой би о мас -
сы штам мов вы де ля ли РНК с по мощью на бо ра РИ -
БО- золь-В (Amplisens, Мос к ва), сог лас но ин с трук -
ции про из во ди те ля. Для син те за кДНК ис поль зо -
ва ли на бор Ре вер та-L («Син тол»).

Оцен ка ко ли чес т ва мРНК изу ча е мых ге -
нов в клет ках ту ля ре мий но го мик ро ба. Оп ре де -
ле ние от но си тель но го ко ли чес т ва мРНК ге нов
sodB и groEL в клет ках ту ля ре мий но го мик ро ба
про во ди ли в два эта па. На пер вом по лу ча ли в од -
них и тех же ус ло ви ях кДНК, ис поль зуя в ка чес т ве 
мат ри цы  сум мар ную РНК бак те рий. За тем ме то -
дом ПЦР-РВ оп ре де ля ли от но си тель ное ко ли чес т -
во кДНК, со дер жа щих пос ле до ва тель нос ти изу ча -
е мых ге нов. В ка чес т ве внут рен не го стан дар та ис -
поль зо ва ли кДНК, син те зи ро ван ную на мат ри це
16SpРНК. Та кой ана лиз дает воз мож ность из ме -
рить кон цен т ра цию ДНК с ис с ле ду е мой нук ле о -
тид ной пос ле до ва тель нос тью, оп ре де ляя ко ли -
чество цик лов, пос ле ко то рых флу о рес цен т ный
сиг нал кра си те ля SIBRGreen ста но вит ся выше оп -
ре де лен но го уров ня, пре вы шающего фо но вую
флу о рес цен цию. Дан ный под ход поз во ля ет оп ре -
де лить от но си тель ное со дер жа ние мРНК в бак те -
рии в пе ре рас че те на одну мо ле ку лу 16SрРНК вне
за ви си мос ти от об ще го со дер жа ния РНК в об раз -
це. Уро вень тран с к рип ции вычисляли по раз ни це
зна че ний по ро го вых цик лов для це ле во го гена и
16SpРНК, счи тая, что за один цикл про ис хо дит уд -
во е ние мо ле кул ам п ли фи ци ру е мых кДНК. ПЦР с
ис поль зо ва ни ем кДНК гена sodB осу щес т в ля ли с
по мощью прай ме ров SodBF и SodBR, а с ис поль зо -
ва ни ем groEL — прай ме ров GroELF и GroELR,
ком п ле мен тар ных внут рен ним об лас тям ис с ле ду е -
мых ге нов. кДНК 16SрРНК ам п ли фи ци ро ва ли, ис -
поль зуя прай ме ры 530F и 907R.

Ста тис ти чес кая об ра бот ка. Дан ные ана ли -
зи ро ва ли с по мощью прог рам м но го обес пе че ния
Microsoft Office Ex cel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ге но ме F. tularensis ген sodB раз ме ром 579
п.н. ко ди ру ет бе лок FeSOD c мо ле ку ляр ной мас -
сой 21,9 кДа. Струк тур ная часть гена sodВ на чи на -
ет ся с пос ле до ва тель нос ти нук ле о ти дов АTGAA -
ATTTGAATTACCAAAA…, ко ди ру ю щей N-кон це -
вые ами но кис ло ты: MKFELPK…. Для сни же ния
ско рос ти тран с ля ции FeSOD с мРНК sodB на ми
были син те зи ро ва ны три ва ри ан та гена sodB с за -
ме ной при род ных ко до нов на ред ко ис поль зу е мые 

у F. tularensis ко до ны без из ме не ния ко ди ру е мой
ами но кис лот ной пос ле до ва тель нос ти бел ка. При
вы бо ре ред ко встре ча ю щих ся ко до нов в ге но ме
F. tularensis бы ли ис поль зо ва ны дан ные о час то те
встре ча е мос ти ко до нов в ге нах ту ля ре мий но го
мик ро ба с вы со ким уров нем эк с прес сии бел ков
RecA, GroEL, AcpA и Tul4 [22]. Для син те за ва ри -
ан тов гена sodB бы ли скон с т ру и ро ва ны прай ме -
ры, час тич но ком п ле мен тар ные при род ной пос ле -
до ва тель нос ти гена и не су щие не об хо ди мые нук -
ле о тид ные за ме ны: PstF-sodB, со дер жа щий вмес -
то стар то во го ко до на ATG ко дон GTG; PstF1-sodB, 
в ко то ром стар то вый ко дон ATG и ко дон TTA в чет -
вер том по ло же нии за ме не ны на GTG и TTG, со от -
вет с т вен но; PstF2-sodB, в ко то ром стар то вый ко -
дон ATG и ко дон CCA в пя том по ло же нии за ме не -
ны на GTG и CCC, со от вет с т вен но. Эти прай ме ры 
пе ред ко ди ру ю щей час тью со дер жа ли нук ле о тид -
ную пос ле до ва тель ность сай та для эн до нук ле а зы
PstI, при чем пос лед ний нук ле о тид сай та G был
пер вым нук ле о ти дом стар то во го ко до на GTG.

С ис поль зо ва ни ем соз дан ных прай ме ров
были син те зи ро ва ны три ва ри ан та ко ди ру ю щей
час ти ге на sodB с од ной из нук ле о тид ных пос ле до -
ва тель нос тей на ча ла гена — GTGAAATTTGA -
ATTACCAAAA, GTGAAAT TTGAATTGCC AA AA
и GTGAAATTTGAATTACCCAAA. При объ е ди -
не нии фраг мен тов ДНК ко ди ру ю щей час ти гена
sodB раз ме ром 593 п.н. и фраг мен та ДНК, со дер -
жа ще го про мо тор ную об ласть гена раз ме ром 654
п.н., син те зи ро ван но го с по мощью  пары прай ме -
ров PstR-sodB/SalF-sodB, были по лу че ны три ва -
ри ан та ге на: sodBI, sodBII и sodBIII (см. рис. 1.).
Прай мер PstR-sodB со дер жал до пол ни тель но нук -
ле о тид ную пос ле до ва тель ность сай та эн до нук ле а -
зы PstI. Дан ный сайт яв лял ся мар ке ром для мо ди -
фи ци ро ван ных ге нов sodB, в ко то рых ко дон ATG
был за ме нен на GTG.

При встра и ва нии син те зи ро ван ных ге нов в
су и цид ный век тор pGM5 были по лу че ны плаз ми -
ды pGM5/Sd, pGM5/Sd1 и pGM5/Sd2, со дер жа -
щие ге ны sodBI, sodBII и sodBIII, со от вет с т вен но
(см. рис. 2, Б).

Для ал лель но го об ме на при род но го гена
sodB на мо ди фи ци ро ван ные ва ри ан ты су и цид ные
плаз ми ды были пе ре не се ны в бак те рии F. tu -
larensis 15 НИ И ЭГ ме то дом элек т ро по ра ции. Эф -
фек тив ность пе ре но са плаз мид с му тан т ны ми ге -
на ми sodB в хро мо со му F. tularensis  15 НИ И ЭГ
сос та ви ла 103 КОЕ/мкг плаз мид ной ДНК. При ана -
ли зе 10 кло нов, вы рос ших на сре де с Cm, плаз мид -
ная ДНК в ав то ном ном сос то я нии об на ру же на не
была (дан ные не при ве де ны), что ука зы ва ет на ин -
тег ра цию плаз мид в хро мо со му. В ре зуль та те
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встра и ва ния плаз мид в ге ном ту ля ре мий но го мик -
ро ба воз ник ли дип ло ид ные по гену sodB кло ны,
со дер жа щие как при род ный, так и мо ди фи ци ро -
ван ный ва ри ант гена. Эти кло ны были ус той чи вы
к Cm и не рос ли на сре де с са ха ро зой из - за на ли -
чия ге нов sacB и cat плаз ми ды pGM5 в хро мо со -
мах бак те рий.

В ре зуль та те внут ри ге ном ной ре ком би на -
ции  по го мо ло гич ным учас т кам при род но го и мо -
ди фи ци ро ван но го ге нов sodB про ис хо ди ла де ле -
ция плаз мид из хро мо со мы и воз ни ка ли 2 ва ри ан -
та бак те рий: пер вый — с при род ной ко пи ей гена
sodB; вто рой — с мо ди фи ци ро ван ной ко пи ей
гена. Та кие бак те рии ут ра ти ли гены sacB и cat,
при об ре тая тем са мым спо соб ность рас ти на сре -
де с са ха ро зой и  чув с т ви тель ность к Cm, а так же,
по дан ным ПЦР, не со дер жа ли ori-область плаз ми -
ды pGM5 (дан ные не при ве де ны). Час то та де ле -
ции плаз ми ды из ге но ма сос тав ля ла 0,1 — 0,4 % в
раз ных эк с пе ри мен тах. При ПЦР-а на ли зе кло нов, 
вы рос ших на сре де с са ха ро зой и чув с т ви тель ных
к Cm, с прай ме ра ми SalF-sodB и SalR-sodB было
по лу че но два типа ам п ли ко нов: со дер жа щие сайт
PstI и не со дер жа щие его. Было про а на ли зи ро ва -
но три груп пы по 10 кло нов, по тен ци аль но со дер -
жа щих раз ные мо ди фи ци ро ван ные гены. В этих
груп пах было вы яв ле но от двух до пяти  кло нов с
мо ди фи ци ро ван ным ге ном sodB (дан ные не при ве -
де ны). Для даль ней ших ис с ле до ва ний из каж дой
груп пы отоб ра ли по од но му кло ну, со дер жа ще му
мо ди фи ци ро ван ный ген sodB: F. tu larensis
15/SodBI с ге ном sodBI, F. tularensis 15/SodBII с ге -
ном sodBII и F. tularensis 15/SodBIII с ге ном
sodBIII (рис. 3). 

Вид но, что по лу чен ные ам п ли ко ны 15/Sod
BI, 15Sod BII и 15/Sod BIII под вер же ны гид ро ли зу 
рес т рик та зой PstI и про дук ты гид ро ли за име ют
мень шую мо ле ку ляр ную мас су, чем ис ход ный ам -
п ли кон, под т вер ж дая тем са мым за ме ще ние на тив -
но го гена sodB на его мо ди фи ци ро ван ный ва ри ант.

На ли чие нук ле о тид ных за мен в гене sodB
этих кло нов было под т вер ж де но сек ве ни ро ва ни ем.

Все три мо ди фи ци ро ван ных ва ри ан та рос -
ли на FT-агаре и в жид кой пи та тель ной сре де FTB
со ско рос тью, ха рак тер ной для ис ход но го штам ма 
F. tularensis 15 НИ И ЭГ. Ско рость уд во е ния ОП
жид ких куль тур в ло га риф ми чес кой фазе рос та
как мо ди фи ци ро ван ных ва ри ан тов, так и штам ма
F. tularensis 15 НИ И ЭГ сос та ви ла ~2 ч (дан ные не
при ве де ны). 

Для оцен ки вли я ния из ме не ний, вне сен ных
в ген sodB, на уро вень тран с ля ции на мат ри це
мРНК  sodB  была оп ре де ле на су пе рок сид дис му таз -
ная ак тив ность в клет ках ту ля ре мий но го мик ро ба,

на хо дя щих ся в ло га риф ми чес кой и в ста ци о нар ной 
фа зах рос та. Для это го ис с ле до ва ли сте пень ок ра -
ши ва ния нит ро тет ра зо ли е вым си ним бел ко вых по -
лос, по лу чен ных в ре зуль та те не де на тур иру ю ще го
элек т ро фо ре за в ПААГ  ос вет лен ных уль траз ву ко -
вых ли за тов ис с ле ду е мых бак те рий (рис. 4).

Для по лу ко ли чес т вен ной оцен ки ак тив нос -
ти фер мен та FeSOD про во ди ли ден си то мет ри чес -
кое оп ре де ле ние сум мар ной све ти мос ти не ок ра -
шен ных по лос пос ле элек т ро фо ре за (табл. 3). За
еди ни цу ак тив нос ти при ня та ак тив ность фер мен -
та штамма 15 НИ И ЭГ. 

Вид но, что све ти мость по лос штам мов в ло -
га риф ми чес кой фазе рос та раз ли ча ет ся по ин тен -
сив нос ти, а в ста ци о нар ной фазе эта ин тен сив -
ность прак ти чес ки оди на ко ва.

Вид но, что за ме на стар то во го ко до на ATG
на GTG в гене sodB не ока за ла зна чи тель ное вли я -
ние на фер мен та тив ную ак тив ность, а сле до ва -
тель но, и на ко ли чес т во син те зи ро ван но го ак тив -
но го бел ка FeSOD бак те ри аль ны ми клет ка ми F. tu -
larensis 15/SodBI, на хо дя щи ми ся в ло га риф ми чес -
кой фазе рос та (см. рис.4, до рож ка 3). До бав ле ние
еще од но го ред ко встре ча ю ще го ся ко до на в ген
sodB при ве ло к за мет но му сни же нию уров ня син -
те за бел ка FeSOD в клет ках штам мов F. tu la rensis
15/SodBII и 15/SodBIII в ло га риф ми чес кой фазе
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Рис. 3. Элек т ро фо рег рам ма ам п ли ко нов, по лу чен ных 
с по мощью прай ме ров SalF-sodB и SalR-sodB, с ДНК кло нов,
вы рос ших на сре де с са ха ро зой и чув с т ви тель ных к Cm (до -
рож ки 1, 3, 5, 7), и про дук тов их гид ро ли за рес т рик та зой PstI
(до рож ки 2, 4, 6, 8): М — мар кер мо ле ку ляр ной мас сы —
HindIII-фрагменты ДНК фага ; до рож ки 1, 2 — ам п ли ко ны с
ДНК F. tularensis 15 НИ И ЭГ; до рож ки 3, 4 —  ам п ли ко ны с
ДНК F. tularensis 15/SodBI; 5, 6 — ам п ли ко ны с ДНК
F.tularensis 15/SodBII; 7, 8 — ам п ли ко ны с ДНК F. tularensis
15/SodBIII



(см. рис.4, до рож ки 1 и 2). При ме ча тель но, что за -
ме на ко до на лей ци на TTA на TTG бо лее су щес т -
вен но пов ли я ла на тран с ля цию бел ка FeSOD с
мРНК (15/SodBII), чем за ме на ко до на про ли на
ССА на ССС (15/SodBIII), в ло га риф ми чес кой
фазе. Бак те рии всех ис с ле до ван ных штам мов ту ля -
ре мий но го мик ро ба, на хо дя щи е ся в ста ци о нар ной 
фазе рос та, об ла да ли прак ти чес ки оди на ко вой ак -
тив нос тью FeSOD (см. рис. 4, до рож ки 5—8). 

Пос коль ку по дан ным ко ли чес т вен но го
ПЦР-РВ в мо ди фи ци ро ван ных штам мах, на хо дя -
щих ся в ло га риф ми чес кой фазе рос та, со дер жа -
ние мРНК, син те зи ро ван ной с гена sodB, по от но -
ше нию к ко ли чес т ву 16SpPHK прак ти чес ки сов па -
да ло с до лей ана ло гич ной мРНК, син те зи ро ван -
ной штам мом F. tularensis 15 НИ И ЭГ (дан ные не
при ве де ны), то наб лю да е мое сни же ние ко ли чес т -
ва ак тив но го фер мен та FeSOD с боль шой до лей ве -
ро ят нос ти свя за но со сни же ни ем ско рос ти тран с -
ля ции бел ка c мРНК гена sodB. 

Для оцен ки ус той чи вос ти бак те рий к ок си -
да тив но му стрес со во му воз дей с т вию в ка чес т ве
ин дук то ра ре ак тив ных кис ло род ных ра ди ка лов, в
час т нос ти, сво бод ных су пе рок сид ных ра ди ка лов,
были ис поль зо ва ны пе ре кись во до ро да и па рак ват 
(N,N’-диметил-4,4’-дипиридилия дих ло рид). Пос -
лед ний, яв ля ясь ак цеп то ром элек т ро нов, пе ре но -
сит их на мо ле ку ляр ный кис ло род, при во дя к об ра -
зо ва нию су пе рок сид -а ни о на [23]. Ука зан ные ре а -
ген ты в раз лич ных кон цен т ра ци ях до бав ля ли в
жид кие куль ту ры, на хо дя щи е ся в ло га риф ми чес -

кой фазе рос та, и ре гис т ри ро ва ли из ме не ние ОП
бак те ри аль ных сус пен зий че рез 2 ч пос ле ду ю ще -
го куль ти ви ро ва ния (рис. 5). 

Сте пень по дав ле ния рос та бак те рий ро ди -
тель с ко го и мо ди фи ци ро ван ных штам мов в при -
сут с т вии пе ре ки си во до ро да и па рак ва та была
про пор ци о наль на кон цен т ра ции стрес со вых
аген тов. Вне се ние в ген sodB му та ций в раз ной
сте пе ни ока зы ва ло вли я ние на спо соб ность бак -
те рий про ти вос то ять стрес со во му дей с т вию пе -
ре ки си во до ро да и па рак ва та. Штам мы F. tularensis
15/SodBI и 15/SodBIII не от ли ча лись от ро ди тель с -
ко го штам ма по ре ак ции на вне се ние пе ре ки си во -
до ро да и па рак ва та. Рост штам ма F. tularensis
15/SodBII ста тис ти чес ки дос то вер но (Р<0,05) за -
мед лял ся на 48 % при кон цен т ра ции пе ре ки си во -
до ро да в сре де 2,5 мМ и на 70% при кон цен т ра -
ции 5 мМ по срав не нию с не мо ди фи ци ро ван ным
штам мом.

Рост штам ма F. tularensis 15/SodBII так же
дос то вер но (Р<0,05) сни жал ся на 53 %, 57 % и 
66 % при до бав ле нии  па рак ва та до кон цен т ра ции
0,015, 0,03 и 0,06 мМ, со от вет с т вен но.

Ра нее было по ка за но, что при воз дей с т вии
пе ре ки си во до ро да на клет ки F. tularensis ак ти ви -
ру ет ся син тез це ло го ряда бел ков, сре ди ко то рых
бе лок стрес са GroEL [24—26]. Син тез этих бел ков 
уси ли ва ет ся так же при раз м но же нии  бак те рий в
мак ро фа гах [27].

Для изу че ния вли я ния за мен ко до нов в гене
sodB на тран с к рип цию гена groEL ме то дом ко ли -
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Рис. 4. Зи мог рам ма УЗД пре па ра тов штам мов F. tularensis, на хо дя щих ся в ло га риф ми чес кой (до рож ки 1—4) и ста ци о -
нар ной (до рож ки 5—8) фа зах рос та: до рож ки 1, 5 — F. tularensis 15/SodBIII; 2, 6 — F. tularensis 15/SodBII; 3, 7 — F. tularensis
15/SodBI; 4, 8 — F. tularensis 15 НИ И ЭГ

Та б ли  ца  3

От но си те ль ная ак тив ность фер мен та Fe SOD у мо ди фи ци ро ван ных штам мов 
от но си те ль но ис ход но го штам ма F. tu la ren sis 15 НИИЭГ

Штамм
Фаза ро с та

15/Sod BI 15/Sod BII 15/Sod BIII 15 НИИ ЭГ

Ло га риф ми чес кая 0,92 ±0,04 0,37±0,06 0,62±0,05 1

Ста ци о нар ная 0,99±0,06 0,95±0,06 0,97±0,05 1



чес т вен но го ПЦР-РВ был оп ре де лен уро вень син -
те за мРНК это го бел ка по срав не нию с ко ли чес т -
вом 16SpРНК в мо ди фи ци ро ван ных штам мах, на -
хо дя щих ся в ло га риф ми чес кой фазе рос та в при -
сут с т вии пе ре ки си во до ро да и без нее (рис. 6).

До бав ле ние пе ре ки си во до ро да в жид кую
пи та тель ную сре ду при во ди ло к не ко то ро му уси -
ле нию син те за мРНК гена groEL все ми штам ма -
ми, вклю чая ро ди тель с кий, но толь ко у штам мов
F. tularensis 15/SodBII и 15/SodBIII наб лю да лось
дос то вер ное уве ли че ние ко ли чес т ва мРНК это го
бел ка как по от но ше нию к ро ди тель с ко му штам -
му, так и по срав не нию с ис с ле ду е мы ми куль ту ра -
ми, по лу чен ны ми без до бав ле ния пе ре ки си во до -
ро да (Р<0,05).

Сум ми руя при ве ден ные дан ные, мож но ска -
зать, что сре ди мо ди фи ци ро ван ных ва ри ан тов вак -

цин но го штам ма F. tularensis 15 НИ И ЭГ штамм
F. tularensis 15/SodBII об ла да ет на и мень шим уров -
нем су пе рок сид дис му таз ной ак тив нос ти, на и -
боль шей чув с т ви тель нос тью к стрес со во му воз -
дей с т вию па рак ва та и пе ре ки си во до ро да в ло га -
риф ми чес кой фазе рос та и на и боль шим уров нем
ак ти ва ции син те за  им му но ло ги чес ки зна чи мо го
бел ка GroEL. Эти дан ные сог ла су ют ся с ре зуль та -
та ми ра нее про ве ден ных ис с ле до ва ний с ис поль -
зо ва ни ем штам ма F. tularensis LVS, в ко то ром
была про из ве де на за ме на толь ко стар то во го ко до на
ATG на GTG, при вед шая к уси ле нию син те за бел -
ка GroEL [13]. В на шем слу чае для зна чи мо го сни -
же ния ак тив нос ти FeSOD по ми мо за ме ны стар то -
во го ко до на не об хо ди мо было за ме нить еще ко дон 
TTA, на хо дя щий ся в чет вер том по ло же нии мРНК, 
на ко дон TTG.
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Рис. 5. Вли я ние пе ре ки си во до ро да (а) и па рак ва та (б) на раз м но же ние ис ход но го и мо ди фи ци ро ван ных штам мов 
F. tularensis в жид кой пи та тель ной сре де FTB. За 100%-ную ОП при ни ма ли плот ность бак те ри аль ных куль тур, вы рос ших в те че нии
8 ч без окис ли тель но го стрес са: *от ме че ны дан ные, дос то вер но (Р<0,05) от ли ча ю щи е ся от кон т роль ных зна че ний



В ре зуль та те про ве ден ных ген но -ин же нер -
ных ма ни пу ля ций нами на ос но ве вак цин но го
штам ма F. tularensis 15 НИ И ЭГ по лу че ны мо ди фи -
ци ро ван ные штам мы с тран зи тор но сни жен ным
уров нем фер мен та тив ной ак тив нос ти FeSOD в ре -
зуль та те за ме ны в ге не sodB при род ных ко до нов
на ред ко встре ча ю щи е ся. По ка за но, что поч ти
трех к рат ное сни же ние фер мен та тив ной ак тив нос -
ти FeSOD не вли я ет на ско рость рос та бак те рий в
жид кой пи та тель ной сре де, но при во дит к уси ле -
нию син те за стрес со во го бел ка GroEL. По лу чен -
ные штам мы ин те рес ны для изу че ния вли я ния ак -
тив нос ти FeSOD на им му но ген ность ту ля ре мий -
но го мик ро ба. 

Раз ра бо тан ная схе ма мо ди фи ка ции ге нов
вак цин но го штам ма ту ля ре мий но го мик ро ба мо -
жет быть ис поль зо ва на для изу че ния дру гих жиз -
нен но важ ных ге нов. По доб ные мо ди фи ка ции поз -
во лят по лу чить ин фор ма цию о роли та ких ге нов в
им му но па то ге не зе ту ля ре мий но го мик ро ба. Штамм
F. tularensis 15/SodBII, об ла да ю щий на и мень шим
из по лу чен ных мо ди фи ци ро ван ных  штам мов уров -
нем син те за FeSOD, яв ля ет ся пер с пек тив ным для
про ве де ния им му но ло ги чес ких ис с ле до ва ний по
соз да нию ту ля ре мий ной вак ци ны.

Ра бо та вы пол не на в рам ках темы №035
НИР «Иден ти фи ка ция и изу че ние би о ло ги чес ких, 
мо ле ку ляр но- ге не ти чес ких, би о хи ми чес ких ха -
рак те рис тик воз бу ди те ля ту ля ре мии, в том чис ле
куль тур с ати пич ны ми свой с т ва ми» от рас ле вой
прог рам мы Рос пот реб над зо ра «На уч ные ис с ле до -
ва ния и раз ра бот ки с целью обес пе че ния са ни тар -
но -э пи де ми о ло ги чес ко го бла го по лу чия и сни же -

ния ин фек ци он ной за бо ле ва е мос ти в Рос сий с кой
Фе де ра ции (на 2011—2015 гг.) ».

По лу че но 25.08.15
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Рис. 6. Вли я ние пе ре ки си во до ро да на уро вень син те за мРНК бел ка GroEL в штам мах F. tularensis 15/SodBI, 15/SodBII,
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Con s t  ruc t ing and Stu dy ing of  the  Pro -
per t i  es of  Fran ci  sel  la tu la ren sis 15 NIIEG
Va ri  ants with Re du ced Ex p res si  on of  sodB
Ge ne En co ding  Fe-Su pe ro xi  de  Dis  mu ta se

Wit hin the fra mes of the in ves ti ga ti on on con s t ruc ting of
an im p ro ved live tu la re mia vac ci ne with less re ac to ge ni ci ty by
the met hod of al le lic rep la ce ment using a su i ci dal plas mid pGM5, 
the mu tant va ri ants have been ob ta i ned from the vac ci ne stra in
Fran ci sel la tu la ren sis 15 NIIEG with a re du ced ex p res si on of the
su pe ro xi de dis mu ta se sodB ge ne. This re duc ti on was a re sult of
the sub s ti tu ti on of rare for fre qu ent na tu ral co dons in the Fe-su pe -
ro xi de dis mu ta se (Fe SOD) gene. It was shown that the dec re a se
in the Fe SOD pro duc ti on up to 30% of the le vel in the ori gi nal
stra in had no ne ga ti ve ef fect on the rate of the tu la re mia ca u se re -
pro duc ti on. It was shown that the mu tant stra ins were more sen si -
ti ve to hyd ro gen pe ro xi de and pa ra qu at as com pa red to the vac ci -
he bac te ria. All the stra ins were shown (by Q-PCR) to have at the
log pha se the ele va ted con tent of gene gro EL mRNA en co ding
Gro EL cha pe ro ne.

Key words: Gro EL, Fe SOD, Fran ci sel la tu la ren sis 15
NIIEG, sodB, tu la re mia.
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