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кло  ни ро  ван но  го ге н а  В-с убъ е ди ни цы хо лер но го  ток си на
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Пред став ле ны ре зу ль та ты кон ст ру и ро ва ния ави ру лен т но го штам ма ге но ва ри ан та V. cho le rae О1 се ро груп пы био ва ра Эль Тор
с эф фек тив ной про дук цией В-субъ е ди ни цы хо лер но го ток си на (СТ), обес пе чи ва ю щей фор ми ро ва ние ан ти ток си че ско го им му ни -
те та при хо ле ре. В на ча ле ис сле до ва ния на осно ве не ток си ген но го штам ма ге но ва ри ан та Р18899СТХHly+ пу тем не на прав -
лен но го транс по зон но го му та ге не за был по лу чен мо ди фи ци ро ван ный штамм Р18899СТХchr::TnphoA (KmRHly–), утра тив -
ший спо соб ность про ду ци ро вать тер мо ла би ль ный ге мо ли зин, ко то рый от но сит ся к до пол ни те ль ным ток си нам. Да лее в клет ки 
это го штам ма был вве ден ген ctxB, ко ди ру ю щий био син тез В-субъ е ди ни цы СТ. C этой це лью бы ла ис по ль зо ва на ко ин тег ра -
тив ная ре ком би нан т ная плаз ми да pI EM3, об ра зо ван ная за счет объ е ди не ния конъ ю га тив ной плаз ми ды pI EM1 и не конъ ю га -
тив ной pCT27, про из вод ной pBR322, не су щей кло ни ро ван ный ген ctxB. С по мо щью ре ст рик ци он но го ана ли за уста нов ле но,
что в клет ках хо лер но го виб ри о на про и зош ло разъ е ди не ние ко ин тег ра та с по сле ду ю щим со хра не ни ем лишь мно го ко пий ной
плаз ми ды pCT27. В ре зу ль та те бы ли по лу че ны ави ру лен т ные кло ны KmRTcR с вы со ким уров нем про дук ции сек ре ти ру е мой
В-субъ е ди ни цы СТ (5–6 мкг/мл), один из ко то рых (Е99) был взят для да ль ней ших ис сле до ва ний. Ме то дом ПЦР-РВ бы ло об на -
ру же но, что эк с п рес сия плаз мид но го ге на ctxB в клет ках скон ст ру и ро ван но го штам ма V. cho le rae Е99 не за ви сит от ак тив но сти
клю че во го ре гу ля тор но го ге на toxT , рас по ло жен но го на хро мо со ме. Эф фек тив ная эк с п рес сия ге на ctxB в клет ках Е99 по зво ля -
ет ис по ль зо вать его для по лу че ния В-субъ е ди ни цы СТ с це лью из го тов ле ния хо лер ных им му но би о ло ги че ских пре па ра тов.

Клю че вые сло ва: Vibrio cholerae О1, ге но ва ри ант, сек ве ни ро ва ние, ге мо ли зин, ре ком би нан т ная плаз ми да, В-субъ е ди ни ца хо лер -
но го ток си на, тран с к рип ция.

doi: 10.1016/0234-2758-2017-33-1-30-41

Хо ле ра, осо бо опас ная ин фек ци он ная бо лезнь, 
ши ро ко рас про стра не на во мно гих стра нах Азии,
Аф ри ки и Юж ной Аме ри ки. Те ку щая се дь мая
пан де мия хо ле ры (с 1961 г. по на сто я щее вре мя)
вы зва на воз бу ди те лем Vib rio cho le rae О1 се ро -
груп пы био ва ра Эль Тор. Ло ка ль ные вспыш ки и
еди нич ные слу чаи хо ле ры в Рос сии свя за ны с ее
за во зом из стран, не бла го по луч ных по этой ин -
фек ции [1–3].

Раз ви тие ин фек ци он но го про цес са при хо -
ле ре обес пе чи ва ет ся дей ст ви ем в тон ком ки шеч -
ни ке че ло ве ка двух основ ных фак то ров ви ру лен т -

но сти – ток син-ко ре гу ли ру е мых пи лей (TCP) и
хо лер но го ток си на (CT), со сто я ще го из двух
субъ е ди ниц – A и B. За счет TCP, ло ка ли зо ван ных 
на по вер х но сти бак те ри а ль ной клет ки, хо лер ные
виб ри о ны ко ло ни зу ют тон кий ки шеч ник. CT,
про ду ци ру е мый раз мно жив ши ми ся виб ри о на ми,
вы зы ва ет раз ви тие основ но го кли ни че ско го
сим п то ма хо ле ры – про фуз ной диа реи.

Био син тез TCP и CT ко ди ру ют со от вет ст -
вен но ге ны tcpA-F и ctxAB, рас по ло жен ные в двух
мо би ль ных эле мен тах – ост ро ве па то ген но сти 1
(или VPI-1) и про фа ге CTX [4–6].
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Спи сок со кра ще ний: АТС – ан ти ток си че ская сы во рот ка; пн – 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; РПИГ – ре ак ция пас сив но го им мун но го ге мо ли за; сре да LB – сре да Lu ria–Ber t ha ni; ЭДТА – эти лен -
ди а мин тет ра а це тат; CT (Cho le ra To xin) – хо лер ный ток син; dNTP – дез ок си нук ле о зид т ри фос фат(ы); TCP (To xin-Co re gu la ted
Pi lus) – ток син-ко ре гу ли ру е мые пи ли.



Ток си ген ные штам мы Vib rio cho le rae О1
био ва ра Эль Тор, обу сло вив шие по след нюю пан -
де мию хо ле ры, от но сят ся к двум раз ным груп пам – 
ти пич ным штам мам, вы звав шим на ча ло пан де -
мии, и их ге не ти че ским ва ри ан там (ге но ва ри ан -
там), ко то рые впер вые по я ви лись в 1991 г. и
вы зы ва ют эпи де мии хо ле ры в на сто я щее вре мя
[7–9]. Основ ное раз ли чие меж ду ти пич ны ми штам -
ма ми и их ге не ти че ски ми ва ри ан та ми со сто ит в
раз ной нук ле о тид ной по сле до ва те ль но сти ге на ctxB,
ко ди ру ю ще го В-субъ е ди ни цу CT [8, 9]. У ти пич -
ных штам мов в нук ле о тид ной по сле до ва те ль но -
сти ге на ctxB в по зи ции 115 и 203 при сут ст ву ет
ти мин (T), тог да как у ге но ва ри ан тов – ци то зин
(С). За ме на ти ми на на ци то зин (T/C) в ука зан ных
по зи ци ях при во дит со от вет ст вен но к за ме не ти -
ро зи на на ги с ти дин в 39-м по ло же нии бел ко вой
мо ле ку лы и тре о ни на на лей цин в 68-м по ло же -
нии. Фун к ци о на ль ная зна чи мость этих за мен со -
сто ит в мо ди фи ка ции им му но ген ных свойств
B-субъ е ди ни цы.

На ря ду с из ме нен ным ге ном B-субъ е ди ни -
цы ге но ва ри ан ты, изо ли ро ван ные от бо ль ных в
по след ние 15 лет, не сут еще од ну не си но ни ми че -
скую нук ле о тид ную за ме ну в ге не tcpA, ко ди ру -
ю щем основ ную субъ е ди ни цу TCP, ко то рые
опре де ля ют фор ми ро ва ние ан ти ко ло ни зу ю ще го
им му ни те та при хо ле ре: в по ло же нии 266 аде нин 
за ме нен на гу а нин (A/G). Та кая мо ди фи ка ция по -
сле до ва те ль но сти ДНК при во дит к за ме не ас па -
ра ги на на се рин в 89-м по ло же нии бел ко вой мо -
ле ку лы и, как след ст вие, к из ме не нию им му но -
геннных свойств TCP [10]. Про ве ден ный мо -
ле ку ляр но-ге не ти че ский ана лиз кли ни че ских
штам мов, вы де лен ных на тер ри то рии Рос сии,
по ка зал их при над леж ность к при род ным ге но -
ва ри ан там V. cho le rae био ва ра Эль Тор с из ме -
нен ной нук ле о тид ной по сле до ва те ль но стью не
то ль ко ге на ctxB, но и tcpA. Та кая си ту а ция ука -
зы ва ет на не об хо ди мость со вер шен ст во ва ния
средств им му ноп ро фи лак ти ки хо ле ры. При ин -
фи ци ро ва нии воз бу ди те лем хо ле ры у за ра жен -
ных фор ми ру ет ся им му ни тет, об ра зо ва ние ко то -
ро го сти му ли ру ют раз лич ные про тек тив ные ан -
ти ге ны, сре ди ко то рых основ ны ми яв ля ют ся со -
ма ти че ский О1-ан ти ген, B-субъ е ди ни ца CT и
TCP, вы зы ва ю щие об ра зо ва ние ан ти бак те ри а ль -
ных, ан ти ток си че ских и ан ти ко ло ни зу ю щих ан -
ти тел, со от вет ст вен но [11, 12].

По яв ле ние и ши ро кое рас про стра не ние
ге но ва ри ан тов воз бу ди те ля хо ле ры Эль Тор
ука зы ва ет на не об хо ди мость кон ст ру и ро ва ния
на их осно ве штам мов-про ду цен тов клю че вых
про тек тив ных ан ти ге нов, при ме ня е мых для из -

го тов ле ния со вре мен ных хо лер ных им му но ди -
аг но сти че ских и про фи лак ти че ских пре па ра -
тов. Бо лее то го, для обес пе че ния био ло ги че -
ской бе зо пас но сти при про из вод ст ве ука зан ных 
пре па ра тов ве сь ма важ на ави ру лен т ность со -
здан ных штам мов с вы со кой про дук цией им му -
но ген ных бел ков.

В на сто я щее вре мя с по мо щью мо ле ку ляр -
но-био ло ги че ских ме то дов уже со здан ряд ави -
ру лен т ных штам мов E.co li и V. cho le rae неО1/ 
неО139 се ро групп, яв ля ю щих ся про ду цен та ми
B-субъ е ди ни цы CT – клю че во го про тек тив но го
ан ти ге на хо лер но го виб ри о на, обес пе чи ва ю ще -
го фор ми ро ва ние ан ти ток си че ско го им му ни те -
та [13–16]. Од на ко до сих пор от сут ст ву ют ави ру -
лен т ные ге но ва ри ан ты се ро груп пы V. cho le raе О1 
био ва ра Эль Тор с вы со ким уров нем био син те за
B-субъ е ди ни цы, ко то рые мог ли бы ис по ль зо ва ть -
ся не то ль ко в ка че ст ве про ду цен та это го бел ка,
но и для со зда ния хо лер ных про фи лак ти че ских
пре па ра тов.

Цель на сто я ще го ис сле до ва ния со сто я ла в 
инак ти ва ции у ави ру лен т но го штам ма ге но ва -
ри ан та V. cho le rae био ва ра Эль Тор од но го из
ге нов hly, опре де ля ю щих био син тез тер мо ла -
би ль но го ге мо ли зи на, пу тем вне дре ния транс по -
зо на TnphoA и кон ст ру и ро ва нии на его осно ве
штам ма, про ду ци ру ю ще го B-субъ е ди ни цу хо лер -
но го ток си на.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бак те ри а ль ные штам мы 
и усло вия ку ль ти ви ро ва ния

В ра бо те ис по ль зо ва ли бак те ри а ль ные
штам мы Es c he ric hia co li SM10 (lam b da-pir(+)/ 
pRT733(oriR6L, Tra(–), Mob(+), AрRKmR)) и E. co -
li KS164 thy po lA/pI EM3(KmRTcR), по лу чен ные из 
Ин сти ту та эпи де ми о ло гии и мик ро би о ло гии
им. Н.Ф. Га ма леи (Мо ск ва), а так же V. cho le rae
неO1/неO139 КМ93 ctxB+TcRHly–, V. cho le rae
P18899CTXTox–Hly+StrR и V. cho le rae O1 клас -
си че ско го био ва ра 569B ctxA+B+Tox+Hly–, хра ня -
щи е ся в кол лек ции «ГКПБ-Мик роб».

Штам мы бак те рий ку ль ти ви ро ва ли на твер -
дой или жид кой пи та те ль ной сре де LB (Sig ma,
США) при 37С с до бав ле ни ем при не об хо ди мо -
сти тет ра цик ли на (2 мкг/мл для штам мов V. cho le -
rae или 12 мкг/мл для штам мов E. co li), ам пи цил -
ли на (100 мкг/мл), ка на ми ци на (50 мкг/мл) или
стреп то ми ци на (100 мкг/мл) (ОАО ”Био син тез”,
Рос сия).
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Пе ре нос транс по зо на TnphoA 
из плаз ми ды pRT733 в хро мо со му V. cho le raе
P18899CTXTox–Hly+StrR

Для вне дре ния транс по зо на TnphoA (KmR)
в хро мо со му V. cho le raе с це лью по лу че ния кло -
нов с на ру шен ным био син те зом тер мо ла би ль но го 
ге мо ли зи на ис по ль зо ва ли су и цид ный век тор pRT733,
со дер жа щий ген устой чи во сти к ам пи цил ли ну (bla)
и не су щий транс по зон TnphoA (KmR), ко то рый
яв ля ет ся про из вод ным транс по зо на Tn5. Век тор -
ная плаз ми да pRT733 спо соб на реп ли ци ро ва ть ся 
в клет ках E. co li то ль ко в при сут ст вии ге на pir,
но из-за от сут ст вия это го ге на в ге но ме хо лер -
ных виб ри о нов ее реп ли ка ция в этих клет ках не -
воз мож на [17, 18]. Для пе ре но са плаз ми ды из
Е.co li SM10(TnphoA)AрRKmR в клет ки V. cho le raе
P18899CTXTox–Hly+StrR  ис по ль зо ва ли ме тод
конъ ю га ции на твер дой сре де [19]. Се лек тив ной
сре дой слу жил агар LB (Sig ma-Al d rich, США) с
до бав ле ни ем ка на ми ци на и стреп то ми ци на. Вы -
рос шие ко ло нии про ве ря ли на на ли чие мар ке ров
ре зи стен т но сти плаз ми ды (AрR) и транс по зо на (KmR),
по ме щая их ме то дом реп лик на твер дые пи та те ль -
ные сре ды с со от вет ст ву ю щи ми ан ти би о ти ка ми.
Утра та кло на ми плаз мид но го мар ке ра при со хра -
не нии устой чи во сти к ка на ми ци ну, опре де ля е мой 
транс по зо ном, сви де те ль ст во ва ла о транс по зи ции 
TnphoA из плаз мид но го ге но ма в хро мо со му.

По ско ль ку Tn-эле мент мо жет с опре де лен -
ной ча с то той вне дря ть ся в сай ты бак те ри а ль но го
ге но ма V. cho le raе, на хо дя щи е ся в ге нах, ко ди -
ру ю щих и кон т ро ли ру ю щих био син тез тер мо ла -
би ль но го ге мо ли зи на, у всех кло нов KmRAрS c
вне дрен ным в хро мо со му транс по зо ном опре де -
ля ли про дук цию это го бел ка.

Опре де ле ние ге мо ли ти че ской ак тив но сти

Для оцен ки ге мо ли ти че ской ак тив но сти
штам мов V. cho le raе ис по ль зо ва ли LB-агар с до -
бав ле ни ем 3% све жих от мы тых ба ра нь их эрит ро -
ци тов (НПО “Био конт”, Рос сия), по ме щая на не го
ис сле ду е мые кло ны ме то дом реп лик.

Пе ре нос конъ ю га тив ной ре ком би нан т ной
плаз ми ды с кло ни ро ван ным ге ном ctxB 
из до нор но го штам ма E. co li 
в клет ки V. cho le raе

Ре ком би нан т ную плаз ми ду pI EM3(КмRTcR), 
не су щую кло ни ро ван ный ген ctxB, пе ре но си ли из
кле ток штам ма E. co li KS164 thy po lA/pI EM3 в

клет ки не ток си ген но го штам ма V. cho le rae
P18899CTXTox–Hly–KmRStrR с по мо щью меж -
ро до вых конъ ю га ци он ных скре щи ва ний на твер -
дой сре де. В ка че ст ве се лек тив ной сре ды ис по ль -
зо ва ли ми ни ма ль ный агар с до бав ле ни ем тет ра -
цик ли на. Ча с то ту пе ре да чи се лек ти ру е мо го мар ке -
ра опре де ля ли как со от но ше ние ко ли че ст ва транс -
конъ ю ган тов к ко ли че ст ву кле ток до но ра в конъ ю -
га ци он ной сме си. Вы рос шие ко ло нии про ве ря ли на
на ли чие у них не се лек ти ру е мых мар ке ров до но ра.

Оцен ка про дук ции В-субъ е ди ни цы 
CT клет ка ми хо лер но го виб ри о на

Опре де ле ние про дук ции В-субъ е ди ни цы
про во ди ли ка че ст вен ным и ко ли че ст вен ным ме -
то да ми. Ка че ст вен ным ме то дом слу жи ла РПИГ
на твер дой сре де [20, 21]. Для ее осу ще ст в ле ния
изо ли ро ван ные ко ло нии изу ча е мых штам мов ме -
то дом реп лик пе ре но си ли на чаш ки с 1% от мы тых 
в син каз ном бу ль о не эрит ро ци тов ба ра на (НПО
“Био конт”). По се вы ин ку би ро ва ли 18 ч при 30C,
за ли ва ли сло ем 0,5%-но го син каз но го ага ра, со -
дер жа ще го азид на трия (Sig ma-Al d rich), ком п ле -
мент мор ской свин ки (“Мик ро ген”, Рос сия) и мо -
но ре цеп тор ную ан ти ток си че скую сы во рот ку
(АТС) (Sig ma-Al d rich) и по ме ща ли в тер мо стат
(37C) на 1–2 ч. По ис те че нии ука зан но го вре ме -
ни во круг мак ро ко ло ний, про ду ци ру ю щих и сек -
ре ти ру ю щих в ку ль ту ра ль ную сре ду B-субъ е ди -
ни цу, фор ми ро ва лась зо на им мун но го ге мо ли за.

Для ко ли че ст вен ной оцен ки про дук ции
В-субъ е ди ни цы СТ ис по ль зо ва ли им му но фер мен -
т ный ме тод GM1-ЕLISA [22]. Изу ча е мые штам мы
ку ль ти ви ро ва ли при 37oC в жид кой сре де AKI
(pH 7,6), со дер жа щей 0,5% NaCl, 0,3% Na HCO3,
0,4% дрож же во го эк ст рак та и 1,5% бак то пеп то на
(Dif co, США) [23]. По лу чен ный с по мо щью цен т -
ри фу ги ро ва ния ку ль ту ра ль ный су пер на тант дву -
крат но тит ро ва ли и до бав ля ли в ко ли че ст ве 100 мкл 
в лун ки мик ро план ше тов (Gre ner, США) пред ва -
ри те ль но сен си би ли зи ро ван ных мо но си ал ган г ли -
о зи дом GM1 (Sig ma, США). По сле это го не спе ци -
фи че скую сор бцию бло ки ро ва ли инер т ным бел -
ком (бы чий сы во ро точ ный аль бу мин (Sig ma-Al d -
rich)) и ин ку би ро ва ли в те че ние 2 ч при 37C.

Ин ку ба цию с АТС про во ди ли в те че ние 60 мин
при 37C. По сле про мы ва ния лу нок 0,05 М фос фат -
ным бу фе ром (pH 7,2) (Am res co) до бав ля ли им му -
но фер мен т ный конъ ю гат (диа гно с ти че ские ан ти те -
ла про тив IgG (H+L) кро ли ка, ме чен ные пе рок си да -
зой (“Мед га мал”, Рос сия)) в ра бо чих раз ве де ни ях.
Ре зу ль та ты ре ак ции ре ги ст ри ро ва ли че рез 30 мин
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по сле до бав ле ния суб ст ра та (0,003%-но го рас тво ра
пе ре ки си во до ро да (“Хим Пэк”, Рос сия) в цит рат -
ном бу фе ре (Sig ma-Al d rich), pH 4,0, с 0,1% ABTS
(2,2–-ази но-бис(3-этил бен з ти а зо лин)-6-су ль фо кис -
ло та) (Sig ma-Al d rich) пу тем из ме ре ния оп ти че ской
плот но сти на фо то мет ре Stat Fax 2100 (Awa re ness
Tec h no lo gy, США) при дли не вол ны 405 нм. В ка че -
ст ве кон т ро ля ис по ль зо ва ли очи щен ный пре па рат
B-субъ е ди ни цы CT (Sig ma-Al d rich) в кон цен т ра ции 
100 нг/мл, а так же фи зио ло ги че ский рас твор (НПП
“Па нЭ ко”, Рос сия). В со от вет ст вии с уста нов лен -
ной чув ст ви те ль но стью ме то да рас счи ты ва ли ко ли -
че ст во B-субъ е ди ни цы CT, про ду ци ру е мой ис сле -
ду е мы ми штам ма ми.

Вы де ле ние ДНК
Вы де ле ние и очи ст ку ге ном ной ДНК про -

во ди ли из бак те ри а ль ной сус пен зии с ис по ль зо ва -
ни ем ком мер че ско го на бо ра Axy Prep Bac te ri al Ge -
no mic DNA Mi nip rep Kit (Axy gen, США) в со от -
вет ст вии с про то ко лом про из во ди те ля. Клет ки
пред ва ри те ль но об ра ба ты ва ли мер ти о ля том на -
трия (Sig ma-Al d rich) до ко неч ной кон цен т ра ции

1:10000 (0,01%) и про гре ва ли при 56C в те че ние
30 мин. Вы де ле ние плаз мид ной ДНК, ре ст рик цию
и элек т ро фо рез про во ди ли, как опи са но в [24].

По ли ме раз ная цеп ная ре ак ция
ПЦР про во ди ли, как опи са но ра нее [25]. Ре -

ак ци он ная смесь со дер жа ла 10-крат ный ПЦР-бу -
фер (pH 8,4), 25 мМ MgCl2, 2мМ dNTP, оли го нук -
ле о тид ные прай ме ры – по 10 пмоль и Taq-ДНК-
 по ли ме ра зу – 0,1 ед. (все ком по нен ты про из вод ст -
ва “Син тол”, Рос сия). Ам п ли ко ны раз де ля ли с по -
мо щью элек т ро фо ре за в ага роз ном геле (1,5–2%)
в од но крат ном бу фе ре трис/бо рат/ЭДТА (про из -
во ди тель ком по нен тов Ter mo sci en ti fic, США). Про -
дук ты окра ши ва ли бро ми дом эти дия (Am res co),
ви зу а ли зо ва ли в УФ-све те и фо то гра фи ро ва ли с
по мо щью гель-до ку мен ти ру ю щей си с те мы Ver sa -
Doc (Bi o Rad, США), ис по ль зуя про грам му Qu an -
ti ty One v. 4.6.9 (Bi o Rad). Мар ке ра ми мо ле ку ляр -
ной мас сы слу жи ли ком по нен ты ком мер че ско го
на бо ра Gen Ru lerTM 100 bp DNA Lad der (MBI Fer -
men tas, Лит ва). Ис по ль зо ван ные прай ме ры при -
ве де ны в таб ли це.
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Прай ме ры и зон ды, ис по ль зо ван ные в ра бо те

Pri mers and pro bes used in this work

Прай мер, зонд Нук ле о тид ная по сле до ва те ль ность 5’3’ Ис точ ник

ctxB-1
ctxB-2

ATGATTAAATTAAAATTTGG
TTAATTTGCCATACTAATTG [26]

Tn5(Kan)-S
Tn5(Kan)-As

ATTCGGCTATGACTGGGCA
ATGTTTCGCTTGGTGGTGG [27]

tcpA-1
tcpA-2

CTTTGTGTGGTTAAATGTGCG
AATAATCCGACACCTTGTTGG Рас чет ав то ров

recA-RT1
recA-RT2
recA-зонд

ACGGGTAACCTCAAGCAATC 
TATCCAAACGAACAGAAGCG
(FAM)CCACTGGCGGTAACGCACTGA-(BHQ1)

То же

ctxB-RT1
ctxB-RT2
ctxB-зонд

GTAGAAGTACCAGGTAGTCAACA
CGACTTTAGCTTCAGTAAGATATGC
(ROX)AGCGATTGAAAGGATGAAGGATACCCTG-(BHQ2)

»–»

tcpA-RT1
tcpA-RT2
tcpA-зонд

CGCTGAGACCACACCCATA
GAAGAAGTTTGTAAAAGAAGAACACG
(FAM)AGAAAACCGGTCAAGAGGGT-(BHQ1)

[28]

toxT-RT1
toxT-RT2
toxT-зонд

TGATGATCTTGATGCTATGG
GACTGATATGCAATCTGTT
(FAM)GCGTAATTGGCGTTGGGCAGAT-(BHQ1)

Рас чет ав то ров



Сек ве ни ро ва ние ДНК

Сек ве ни ро ва ние ге ном ной ДНК про во ди -
ли на при бо ре 3500xL Ge ne tic Ana ly zers (Ap pli ed
Bi o sys tems, США), как опи са но в [29]. По лу чен -
ные по сле до ва те ль но сти ана ли зи ро ва ли с ис по -
ль зо ва ни ем про грам мы Mega 5.0 и вы рав ни ва ли
с со от вет ст ву ю щим уча ст ком по сле до ва те ль но -
стей- про то ти пов ре фе ренс-штам мов V. cho le rae
N16961 био ва ра Эль Тор и V. cho le rae О395 клас -
си че ско го био ва ра, де по ни ро ван ных в базе дан -
ных Gen Bank.

Опре де ле ние уров ня транс крип ции ге нов, 
ко ди ру ю щих и кон т ро ли ру ю щих био син тез
В-субъ е ди ни цы CT и ТСР, в клет ках 
штам мов хо лер но го виб ри о на

На пер вом эта пе из био мас сы изу ча е мых
штам мов, по лу чен ной при вы ра щи ва нии ку ль тур
в LB-бу ль о не (37°C с аэра цией, 5 ч), вы де ля ли то -
та ль ную РНК с по мо щью на бо ра ре ак ти вов SV to -
tal RNA iso la ti on sys tem (Pro me ga, США). Кон цен -
т ра цию и сте пень очи ст ки по лу чен ных пре па ра -
тов РНК опре де ля ли на спек тро фо то мет ре Bi o wa -
ve DNA (Bi oc h rom Ltd, Ан г лия), со глас но ин ст -
рук ции про из во ди те ля. По лу че ние кДНК на мат -
ри це сум мар ной мРНК про во ди ли с ис по ль зо ва -
ни ем на бо ра ре а ген тов “Ре вер та” (OOO “Ин тер -
лаб сер вис”, Рос сия). Для оцен ки от но си те ль но го
ко ли че ст ва мРНК ге нов ctxA, ctxB, tcpA и toxT в
клет ках ис сле ду е мых штам мов ис по ль зо ва ли ме -
тод об рат ной транс крип ции с по сле ду ю щим про -
ве де ни ем ПЦР-РВ.

Опре де ле ние транс крип ции ге нов про во -
ди ли с ис по ль зо ва ни ем при бо ра Ro tor-Ge ne Q
5plex (Qi a gen Inc, GMBH, Гер ма ния) с прай ме ра -
ми и Taq Man-зон да ми (“Син тол”, Рос сия), пред -
став лен ны ми в таб ли це. В ка че ст ве по ло жи те ль -
но го стан дар та ис по ль зо ва ли раз ве де ния плаз -
мид ной ДНК (от 107 до 103 нг/мл) c кло ни ро ван -
ным уча ст ком ис сле ду е мо го ге на. Нор ми ро ва -
ние по лу чен ных дан ных про во ди ли от но си те ль -
но кон сти ту тив но эк с п рес си ру ю ще го ся ге на re -
cA ме то дом 2–СТ [30]. Для оцен ки уров ня
транс крип ции каж до го ге на ПЦР од но вре мен но
про во ди ли в двух по втор но стях с тре мя не за ви -
си мо по лу чен ны ми об раз ца ми кДНК. Для ста ти -
сти че ской об ра бот ки дан ных при ме ня ли про -
грам му Mic ro soft Ex cel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Вне дре ние транс по зо на TnphoA 
в хро мо со му не ток си ген но го штам ма 
V. cho le rae P18899CTXTox–Hly+StrR 
и от бор кло нов с утра чен ной про дук цией 
ге мо ли зи на

Для кон ст ру и ро ва ния штам ма, син те зи ру ю -
ще го B-субъ е ди ни цу CT, был вы бран не ток си ген -
ный штамм V. cho le rae P18899CTXTox–Hly+StrR

по лу чен ный на ми ра нее из ток си ген но го штам ма
V. cho le rae P18899CTXTox+Hly+StrR био ва ра
Эль Тор в ре зу ль та те спон тан ной утра ты ге но ма
про фа га CTX, ко то рый со дер жал струк тур ные ге -
ны ctxAB, ко ди ру ю щие CT [31]. Ис ход ный штамм
P18899 был вы де лен у бо ль но го хо ле рой в 2006 г.
в Рос сии. Сек ве ни ро ва ние пол но го ге но ма это го
штам ма и ана лиз по лу чен ных дан ных по ка за ли
при над леж ность его к при род ным ге но ва ри ан там, 
у ко то рых в нук ле о тид ной по сле до ва те ль но сти
ге на ctxB (375 пн) в по зи ци ях 115 и 203 ти мин (T)
за ме нен на ци то зин (C), что ха рак тер но для хо лер -
ных виб ри о нов клас си че ско го био ва ра (рис. 1, a).
Бо лее то го, у P18899 бы ла из ме не на нук ле о тид ная
по сле до ва те ль ность ге на tcpA (597 пн), ко ди ру ю -
ще го основ ной бе лок ток син-ко ре гу ли ру е мых пи -
лей, ко то рые от но сят ся к про тек тив ным ан ти ге -
нам, обес пе чи ва ю щим фор ми ро ва ние ан ти ко ло -
ни зу ю ще го им му ни те та при хо ле ре. В 89-м ко до -
не в по зи ции 266 аде нин был за ме нен на гу а нин
(A/G), что при ве ло к из ме не нию ами но кис лот ной 
по сле до ва те ль но сти бел ка TcpA (рис. 1, b). Спон -
тан ная утра та этим штам мом струк тур ных ге нов
ctxAB, ко ди ру ю щих CT, обу сло ви ла воз мож ность
его ис по ль зо ва ния для по сле ду ю ще го по лу че ния
на его осно ве про ду цен та B-субъ е ди ни цы CT.

Вме с те с тем, вы бран ный штамм про ду ци -
ро вал и сек ре ти ро вал в сре ду вы ра щи ва ния тер -
мо ла би ль ный ге мо ли зин, что за труд ня ло изу че -
ние бо ль шо го чис ла кло нов, не су щих кло ни ро -
ван ный ген ctxB, по про дук ции B-субъ е ди ни цы CT
про стым ме то дом РПИГ на твер дой сре де. Бо -
лее то го, в слу чае да ль ней ше го ис по ль зо ва ния
P18899CTXTox–Hly+StrR в ка че ст ве жи во го вак -
цин но го штам ма мог ли воз ник нуть по боч ные ре ак -
ции, обу слов лен ные про дук цией ге мо ли зи на, ко -
то рый ока зы ва ет ци то де ст рук тив ное дей ст вие на
клет ки и вслед ст вие это го от но сит ся к ци то ли зи -
нам [32]. Эти об сто я те ль ст ва опре де ли ли не об хо ди -
мость инак ти ва ции ли бо струк тур ных (hlyA, hlyB),
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ли бо ре гу ля тор ных (hlyU) хро мо сом ных ге нов,
опре де ля ю щих био син тез ге мо ли зи на, в клет ках
штам ма V. cho le rae P18899CTXTox–Hly+StrR.

Для ука зан ной инак ти ва ции был ис по ль зо ван 
му та ге нез с по мо щью транс по зо на TnphoA(KmR),
спо соб но го бес по ря доч но вне дря ть ся в раз лич -
ные уча ст ки бак те ри а ль но го ге но ма [17]. Век то -
ром для вве де ния транс по зо на в клет ки хо лер но го 
виб ри о на слу жи ла су и цид ная плаз ми да pRT733
(AрRKmR), со дер жа щая по ми мо TnphoA(KmR)
ген устой чи во сти к ам пи цил ли ну. Вве де ние плаз -
ми ды в клет ки V. cho le rae осу ще ст в ля ли пу тем
скре щи ва ния до нор но го штам ма E. co li SM10
pRT733 (AрRKmR) с ре ци пи ен том V. cho le rae
P18899CTXTox–Hly+StrR. Се лек тив ной сре дой
слу жи л LB с до бав ле ни ем стреп то ми ци на и ка на -
ми ци на; се лек ти ру е мым клас сом бы ли KmR-кло -
ны. Ча с то та конъ ю га ци он но го пе ре но са плаз ми -
ды pRT733 со став ля ла 4,010–6.. В ре зу ль та те бы -
ло ото бра но 1200 KmRApS-кло нов P18899CTX, 
утра тив ших плаз мид ный реп ли кон c мар ке ром

AрR, но со хра нив ших ре зи стен т ность к ка на ми ци -
ну, обу слов лен ную транс по зо ном, вне дрен ным в
бак те ри а ль ный ге ном.

По ско ль ку TnphoA спо со бен встра и ва ть ся во
мно гие сай ты бак те ри а ль ной хро мо со мы, вклю чая
ге ны, уча ст ву ю щие в про дук ции ге мо ли зи на, у всех 
по лу чен ных транс по зан тов бы ла про ве ре на спо соб -
ность к про дук ции это го бел ка. В ре зу ль та те сре ди
1200 кло нов V. cho le rae P18899CTXchr::Tnpho -
A Tox–KmR, не су щих транс по зон в хро мо со ме, бы -
ло об на ру же но три KmR-му тан та, не про ду ци ру -
ю щих тер мо ла би ль ный ге мо ли зин. Вне дре ние
Tn-эле мен та в хро мо со му V. cho le rae P18899
CTXchr::Tnpho A Tox–KmR бы ло под твер ж де но ПЦР
с при ме не ни ем спе ци фи че ско го прай ме ра для
цен т ра ль ной ча с ти TnphoA, опре де ля ю щей ре зи -
стен т ность к ка на ми ци ну (см. рис. 2, а, до рож ки 3, 
4), Та ким об ра зом, c по мо щью транс по зон но го
му та ге не за бы ли вы де ле ны кло ны V. cho le rae
P18899CTXchr::Tnpho A Tox–KmR, не про ду ци -
ру ю щие тер мо ла би ль ный ге мо ли зин  вслед ст вие
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Рис. 1. Фраг мен ты нук ле о тид ных пос ле до ва тель нос тей ге нов ctxB (а) и tcpA (b) сле ду ю щих штам мов V. сholerae:
Р18899СТХ – кли ни чес кий ток си ген ный штамм би о ва ра Эль Тор; Р18899СТХ – спон тан ный му тант Р18899СТХ, ут ра тив -
ший про фаг СТХ; P18899CTX(pCT27) – про из вод ный Р18899СТХ, не су щий ре ком би нан т ную плаз ми ду pCT27 с кло -
ни ро ван ным ге ном ctxB; N16961 и О395 – ре фе рен с - ш там мы V. cholerae со от вет с т вен но Эль Тор и клас си чес ко го би о ва ров, нук -
ле о тид ные пос ле до ва тель нос ти ге нов ctxB (N16961 и O395) и tcpA (N16961) ко то рых взя ты из GenBank; CIRS101 – ге не ти чес -
кий ва ри ант воз бу ди те ля хо ле ры би о ва ра Эль Тор, нук ле о тид ная пос ле до ва тель ность ге на tcpA ко то ро го пред с тав ле на в
GenBank. Иден тич ные нук ле о ти ды обоз на че ны точ ка ми. От сут с т вие нук ле о ти дов ука за но пун к ти ром. Се рым цве том вы де ле -
ны од но нук ле о тид ные за ме ны в по ло же нии 115 и 203 (ctxB) и 266 (tcpA)

Fig. 1. Fragments of nucleotide sequences of the ctxB (а) and tcpA (b) genes of the following V. cholerae strains: Р18899СТХ,
a clinical toxigenic strain of El Tor biovar; Р18899СТХ, a spontaneous mutant of Р18899СТХ that has lost the СТХ prophage;
P18899CTX(pCT27), a derivative of Р18899СТХ bearing the recombinant plasmid pCT27 with the cloned ctxB gene; N16961
and О395, reference strains of V. cholerae El Tor and classical biovar, respectively, whose nucleotide sequences for ctxB (N16961 and
O395) и tcpA (N16961) were taken from GenBank; and CIRS101, a genetic variant of the cholera cause of El Tor biovar whose gene
tcpA nucleotide sequence is represented in GenBank. Identical nucleotides are indicated by dots. Broken line designates lacking
nucleotides. Mononucleotide substitutes in positions 115 and 203 (ctxB), and 266 (tcpA) are typed gray



вне дре ния TnphoA в хро мо сом ный сайт, свя зан ный
с про дук цией это го бел ка. Фе но тип этих кло нов
был обо зна чен как P18899CTXTox–Hly–KmR.
Один из них был взят для да ль ней ших ис сле до ва ний.

Вве де ние в клет ки не ток си ген но го 
и ге мо ли зин не га тив но го штам ма V. cho le rae
ре ком би нан т ной плаз ми ды c кло ни ро ван ным 
ге ном ctxB, ко ди ру ю щим B-субъ е ди ни цу CT, 
и оцен ка уров ня про дук ции это го бел ка

Для кон ст ру и ро ва ния штам ма, про ду ци ру -
ю ще го B-субъ е ди ни цу CT, на осно ве по лу чен но -
го штам ма P18899CTXTox–Hly–KmR бы ла ис -
по ль зо ва на ре ком би нан т ная ко ин тег ра тив ная
конъ ю га тив ная плаз ми да pI EM3, об ра зо ван ная за
счет объ е ди не ния двух плаз мид – конъ ю га тив ной
pI EM1 и не конъ ю га тив ной pCT27. Конъ ю га тив -
ная pI EM1 мар ки ро ва на ре зи стен т но стью к ка на -
ми ци ну (KmR). Не конъ ю га тив ная pCT27, име ю -
щая ген тет ра цик ли ну стой чи во сти (tetC), яв ля ю -
щий ся ее се лек тив ным мар ке ром (TcR), со дер жит
кло ни ро ван ный PstI-фраг мент про фа га CTX
(5,4 тпн) ток си ген но го штам ма V. cho le rae RV79
био ва ра Эль Тор. Кро ме то го, pCT27 не сет ча с -
тич но де ле ти ро ван ный ген ctxA (раз мер де ле ции
257 пн), опре де ля ю щий про дук цию А-субъ е ди ни -
цы CT, а так же ин так т ный ген ctxB, ко ди ру ю щий
био син тез В-субъ е ди ни цы CT [13].

В клет ки ото бран но го штам ма
P18899CTXTox–Hly–KmR ме то дом конъ ю га -
ции вво ди ли плаз ми ду pI EM3(KmRTcR). До но ром 
слу жил штамм E. co li KS164 thy po lA (pI EM3). В
ка че ст ве се лек тив ной сре ды ис по ль зо ва ли LB-агар 
с до бав ле ни ем тет ра цик ли на и стреп то ми ци на.
Ча с то та конъ ю га ци он но го пе ре но са плаз ми ды pI -
EM3 из кле ток E. co li KS164 thy po lA (pI EM3) в
клет ки V. cho le rae P18899CTXTox–Hly–KmR

со став ля ла 5,010–7. Транс конъ ю ган ты (про ве ре -
но 30 кло нов) бы ли ре зи стен т ны к тет ра цик ли ну и 
ка на ми ци ну, что ука зы ва ет на при сут ст вие в их
клет ках плаз ми ды pI EM3. При ПЦР-ана ли зе ря да
KmRTcR-кло нов бы ло уста нов ле но, что они дей -
ст ви те ль но со дер жа ли в плаз мид ном реп ли ко не
ген ctxB (см. рис. 2, b, до рож ки 1–5). На ли чие нук -
ле о тид ных за мен в этом ге не (ти ми на на ци то зин
в по зи ци ях 115 и 203), ха рак тер ных для хо лер ных
виб ри о нов клас си че ско го био ва ра, бы ло под твер ж -
де но сек ве ни ро ва ни ем (см. рис. 1, а). 

По ско ль ку pI EM3 со сто ит их двух плаз мид,
су ще ст во ва ла ве ро ят ность то го, что в клет ках хо -
лер но го виб ри о на мог ло про и зой ти разъ е ди не ние
ко ин тег ра та с по сле ду ю щим со хра не ни ем лишь
мно го ко пий ной плаз ми ды pCT27, со дер жа щей ге -
ны tetC и ctxB. Для про вер ки пред по ло же ния о со -
хра не нии в клет ках лишь не конъ ю га тив ной
pCT27-ча с ти плаз ми ды pI EM3 мы про ве ли ре ст -
рик ци он ный ана лиз плаз мид ной ДНК в од ном про -
из во ль но вы бран ном KmRTcR-кло не V. cho le raе с
ис по ль зо ва ни ем эн до нук ле аз ре ст рик ции PstI и XhoI.
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Рис. 2. Элек т ро фо рег рам мы про дук тов ПЦР со спе ци фи чес ки ми прай ме ра ми для вы яв ле ния тран с по зо на TnphoA (a) и ге -
на ctxB (b) в ге но ме изу ча е мых штам мов. М – мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы (Thermo Scientific MassRuler Low Range DNA Ladder,
ready-to-use); а: 1 – до нор ный штамм E. coli SM10 pRT773 (TnphoA); 2 – ре ци пи ен т ный штамм V. cholerae P18899CTX би о ва ра
Эль Тор; 3, 4 – тран с по зан ты V. cholerae P18899ДCTXchr::TnphoA; 5 – во да (от ри ца тель ный кон т роль). b: 1–5 – тран с конъ ю ган ты 
V. cholerae P18899CTXchr::TnphoA (pCT27), не су щие кло ни ро ван ный ген ctxB; 6 – E. coli KS164 (pIEM3) – до нор ный штамм,
не су щий кло ни ро ван ный ген ctxB; 7 – V. cholerae P18899CTXchr::TnphoA – ре ци пи ен т ный штамм

Fig. 2. Electrophoresis of PCR products with specific primers for the detection of TnphoA transposon (a) and gene ctxB (b) in the 
genomes of the studied strains. M, markers of molecular masses (Thermo Scientific MassRuler Low Range DNA Ladder, ready-to-use); (a):
(1), a donor E. coli SM10 pRT773 (TnphoA) strain; (2), a recipient V. cholerae P18899CTX strain of El Tor biovar; (3) and (4), transposants
of V. cholerae P18899CTXchr::TnphoA; (5), water (a negative control). (b), (1)–(5), V. cholerae P18899CTXchr::TnphoA
(pCT27) transconjugants bearing the ctxB  cloned gene; (6), E. coli KS164 (pIEM3), a donor strain bearing the ctxB cloned gene; and
(7), V. cholerae P18899CTXchr::TnphoA, a recipient strain



Пер вая из них име ет три сай та уз на ва ния в плаз ми -
де pI EM3, два из ко то рых на хо дят ся в пре де лах
pCT27-ча с ти ко ин тег ра та. При об ра бот ке плаз -
мид ной ДНК TcRKmR-кло на V. cho le raе эн до нук ле -
а зой PstI бы ло уста нов ле но, что изу ча е мая плаз ми -
да со дер жит лишь два сай та для этой эн до нук ле а зы
и по э то му об ра зу ет два фраг мен та раз ме ром 4,3 и
5,4 тпн (рис. 3, до рож ка 1), Сум мар ная ве ли чи на
ука зан ных фраг мен тов пол но стью сов па да ет с раз -
ме ром плаз ми ды pCT27 (9,7 тпн). Это озна ча ет,
что в клет ках ис сле до ван ных штам мов V. cho le raе
фе но ти па KmRTcR дей ст ви те ль но ско рее все го про -
и зош ло разъ е ди не ние ко ин тег ра та с со хра не ни ем в
них лишь его не конъ га тив ной pCT27-ча с ти.

Един ст вен ный сайт уз на ва ния для эн до нук -
ле а зы XhoI при сут ст ву ет то ль ко в плаз ми де pI -
EM1. Ре зу ль та ты про ве ден но го ре ст рик ци он но го
ана ли за плаз мид ной ДНК KmRTcR-кло на с ис по -
ль зо ва ни ем этой эн до нук ле а зы так же сви де те ль -
ст ву ют об от сут ст вии pI EM1 и со хра не нии лишь
ин так т ной pCT27-ча с ти плаз ми ды pI EM3 (см.
рис. 3, до рож ка 2).

Для оцен ки ста би ль но сти на сле до ва ния этой 
плаз ми ды в клет ках транс конъ ю ган тов два про из -
во ль но взя тых кло на V. cho le rae P18899CTX
pCT27 вы ра щи ва ли в LB-бу ль о не без ан ти би о -
ти ков в те че ние 18 ч и да лее вы се ва ли на LB-агар
для по лу че ния изо ли ро ван ных ко ло ний, ко то рые
про ве ря ли на ре зи стен т ность к ка на ми ци ну и тет -
ра цик ли ну. Ока за лось, что в клет ках V. cho le rae в
от сут ст вие се лек тив но го дав ле ния плаз ми да со -
хра ня ет ся в 95% слу ча ев (про ве ре но 500 кло нов),
При оцен ке био син те за B-субъ е ди ни цы ме то -
дом РПИГ уста нов ле но, что все про ве рен ные

KmRTcR-кло ны про ду ци ро ва ли этот сек ре ти ру е -
мый бе лок (рис. 4, ко ло нии 9–24), При этом уро -
вень его про дук ции был при мер но та кой же, как у
вы со ко ток си ген но го штам ма V.cho le rae 569B,
взя то го в ка че ст ве по ло жи те ль но го кон т ро ля (см.
рис. 4, ко ло нии 1–8).
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Рис. 3. Элек т ро фо ре ти чес кое раз де ле ние фраг мен тов
плаз мид ной ДНК V. cholerae P18899CTXchr::TnphoA(pCT27)
в 1,0%-ном ага роз ном ге ле пос ле об ра бот ки эн до нук ле а за ми
PstI (1) и XhoI (2); М – мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы (Thermo
Scientific MassRuler High Range DNA Ladder, ready-to-use)

Fig. 3. Electrophoresis of V. cholerae P18899CTXchr::
TnphoA(pCT27) plasmid DNA fragments in 1.0% agarose gel
after the treatment with the following nucleases: (1), PstI; and (2), 
XhoI. M, markers of molecular masses (Thermo Scientific
MassRuler High Range DNA Ladder, ready-to-use)

Рис. 4. Про дук ция В-субъ е ди ни цы хо лер но го ток си на
по лу чен ны ми тран с конъ ю ган та ми и кон т роль ны ми штам ма -
ми V. cholerae по дан ным РПИГ: 1–8 – штам мом 569В, клас си -
чес кий би о вар (по ло жи тель ный кон т роль); 9–24 – по лу чен ны -
ми тран с конъ ю ган та ми P18899CTXchr::TnphoA(pCT27)
би о ва ра Эль Тор; 25–34 – ре ци пи ен т ным штам мом
P18899CTXchr::TnphoA

Fig. 4. B-subunit CT production by the obtained
transconjugants and control strains of V. cholerae according to
RPIH: (1)–(8), V. cholerae 569В strain of classical biovar (a positive
control); 9–24, the obtained P18899CTXchr::TnphoA(pCT27)
transconjugants of El Tor biovar; (25)–(34), a recipient
P18899CTXchr::TnphoA strain



Ко ли че ст вен ная оцен ка био син те за B-субъ -
е ди ни цы СТ с по мо щью ELISA по зво ли ла уста но вить,
что TcRKmR-кло ны про ду ци ро ва ли 5–6 мкг/мл
это го сек ре ти ру е мо го бел ка. Для да ль ней шей ра -
бо ты был вы бран один из кло нов с наи бо лее вы со -
кой про дук цией B-субъ е ди ни цы CT, ко то рый мы
обо зна чи ли как V. cho le rae E99.

Та ким об ра зом, на осно ве ави ру лен т но го
ге но ва ри ан та P18899CTXTox–Hly–KmR по лу -
чен штамм V. cho le rae E99 О1-се ро груп пы био ва -
ра Эль Тор, со дер жа щий кло ни ро ван ный ген ctxB
и эф фек тив но про ду ци ру ю щий В-субъ е ди ни цу CT.

Изу че ние ге не ти че ско го кон т ро ля 
эк с п рес сии вве ден но го ге на ctxB в клет ках
скон ст ру и ро ван но го ави ру лен т но го штам ма,
про ду ци ру ю ще го B-субъ е ди ни цу СТ

Из ве ст но, что у ти пич ных ток си ген ных штам -
мов хо лер но го виб ри о на ак тив ность ге нов ctxAB,
вхо дя щих в со став фа га CTX, ин тег ри ро ван но го
с хро мо со мой, кон т ро ли ру ет ся рас по ло жен ны ми
в раз ных уча ст ках хро мо со мы ре гу ля тор ны ми ге -
на ми toxR/S, tcpP/H, ap hA/B и toxT че рез ре гу ля -
тор ный ка с кад. При этом цен т ра ль ная роль в ак -
ти ва ции транс крип ции ге нов ctxAB при над ле жит
ге ну toxT, по ско ль ку имен но бе лок ToxT не по -
сред ст вен но ин ду ци ру ет транс крип цию ге нов CT, 
а так же ге нов tcpA-F, ко ди ру ю щих TCP [33].

Од на ко си ту а ция ме ня ет ся, ес ли фаг при -
сут ст ву ет в клет ке в реп ли ка тив ной фор ме (т.е. в
ви де плаз ми ды): в этом слу чае эк с п рес сия ге нов
ctxAB не за ви сит от ак тив но сти ге нов toxR-toxT
[34]. Для под твер ж де ния дан но го фе но ме на мы
оце ни ли уро вень транс крип ции вве ден но го в
клет ки штам ма V. cho le rae плаз мид но го ге на ctxB, 
ко то рый раз ме щен на ре ком би нан т ной плаз ми де
pCT27, и ре зи ден т но го цен т ра ль но го ре гу ля тор -
но го ге на toxT, ло ка ли зо ван но го на хро мо со ме.
С этой це лью был ис по ль зо ван ме тод об рат ной
транс крип ции с по сле ду ю щей ПЦР-РВ. В ка че -
ст ве кон т ро ля слу жил ис ход ный ток си ген ный
штамм V. cho le rae P18899 CTX, у ко то ро го так -
же опре де ля ли уро вень транс крип ции хро мо сом -
ных ге нов ctxB и toxT. В ре зу ль та те бы ло уста -
нов ле но, что уро вень транс крип ции ге на ctxB в
скон ст ру и ро ван ном штам ме Е99 был в 16,7 раз
выше, чем у ис ход но го ток си ген но го штам ма
P18899CTX (рис. 5). Од на ко транс крип ци он ная
ак тив ность ре гу ля тор но го ге на toxT у штам ма E99 
бы ла зна чи те ль но сни же на (в 4,5 раз) в срав не -
нии с та ко вой ис ход но го ток си ген но го штам ма
P18899CTX (см. рис. 5).

От сут ст вие эф фек тив ной транс крип ции
ука зан но го ре гу ля тор но го ге на при на ли чии ве сь -
ма вы со кой ак тив но сти ге на ctxB мож но рас смат -
ри вать как сви де те ль ст во то го, что эк с п рес сия ге -
на ctxB, на хо дя ще го ся в со ста ве ре ком би нан т ной
плаз ми ды, яв ля ет ся toxT-не за ви си мой и у при род -
ных ге но ва ри ан тов. Та ким об ра зом, эти дан ные,
под твер ж дая ра нее по лу чен ные ре зу ль та ты, го во -
рят о том, что при вне хро мо сом ной ло ка ли за ции
ге на ctxB не за ви си мо от плаз ми ды-но си те ля (реп -
ли ка тив ная фор ма соб ст вен но го про фа га CTX
или чу же род ная для хо лер но го виб ри о на ре ком -
би нан т ная плаз ми да с кло ни ро ван ным ге ном
ctxB) его эк с п рес сия про ис хо дит без вме ша те ль -
ст ва из ве ст ных ре гу ля тор ных бел ков и в клет ках
при род ных ге но ва ри ан тов воз бу ди те ля.

Со здан ный штамм Е99, по ми мо из ме нен но -
го ге на ctxB, ха рак тер но го для хо лер ных виб ри о -
нов клас си че ско го био ва ра, не сет в хро мо со ме
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Рис. 5. От но си тель ный уро вень тран с к рип ции ге нов
ctxB, toxT и tcpA у изу чен ных штам мов V. cholerae би о ва ра
Эль Тор: 1 – Р18899CTX, кли ни чес кий ток си ген ный штамм, 
со дер жа щий в про фа ге ге ны ctxAB; 2 – P18899CTXchr::
TnphoA, не ток си ген ный штамм, про из вод ный от
Р18899CTX, спон тан но ут ра тив ший про фаг CTX с ге на ми 
ctxAВ и не су щий тран с по зон TnphoA в хро мо со ме; 3 – Е99,
скон с т ру и ро ван ный штамм – про ду цент В-субъ е ди ни цы хо -
лер но го ток си на, не су щий кло ни ро ван ный ген ctxB в сос та ве
ре ком би нан т ной плаз ми ды pCT27, про из вод ный от штам ма 
P18899CTXchr::TnphoA

Fig. 5. Relative level of ctxB (a), toxT (b) and tcpA (c)
genes transcription in the investigated V. cholerae biovar El Tor
strains: (1), Р18899CTX, a clinical toxigenic strain containing
ctxAB genes in the prophage; (2), P18899CTXchr::TnphoA, a
nontoxigenic strain derived from Р188899CTX with the
spontaneously lost CTXц prophage containing the ctxAВ genes,
and bearing the TnphoA transposon in the chromosome; and (3),
E99, a constructed strain producing B-subunit of the cholera
toxin, bearing the ctxB cloned gene in the pCT27 recombinant
plasmid and derived from the P18899CTXchr::TnphoA strain



мо ди фи ци ро ван ный ген tcpA, при су щий не дав но
вы де лен ным при род ным ге но ва ри ан там воз бу ди -
те ля и уча ст ву ю щий в био син те зе TCP. Оба ука -
зан ных ге на опре де ля ют фор ми ро ва ние ан ти ко -
ло ни зу ю ще го им му ни те та при хо ле ре; в свя зи c
этим для нас пред став ля ло ин те рес изу че ние эк с -
п рес сии ге на tcpA в клет ках штам ма E99.

Ока за лось, что транс крип ци он ная ак тив ность 
ге на tcpA у штам ма Е99 бы ла сни же на в 4 ра за по
срав не нию с ис ход ным ток си ген ным штам мом P18899 
CTX (см. рис. 5, 3), Впол не воз мож но, что та кая си -
ту а ция обу слов ле на низ ким уров нем у штам ма E99
транс крип ции ге на toxT, бел ко вый про дукт ко то ро -
го яв ля ет ся по зи тив ным ре гу ля то ром ак тив но сти
не то ль ко струк тур ных ге нов ctxAB, но и tcpA-F.

В за клю че ние сле ду ет от ме тить, что в ре зу -
ль та те про ве ден ных мо ле ку ляр но-ге не ти че ских
эк с пе ри мен тов на ми на осно ве ави ру лен т но го ге -
но ва ри ан та V. cho le rae P18899CTXTox–Hly+

О1-се ро груп пы био ва ра Эль Тор пу тем не на прав -
лен но го транс по зон но го му та ге не за был по лу чен
мо ди фи ци ро ван ный штамм, утра тив ший спо соб -
ность к био син те зу тер мо ла би ль но го ге мо ли зи на,
ко то рый от но сит ся к до пол ни те ль ным ток си нам.
По сле ду ю щее вве де ние в клет ки со здан но го штам -
ма P18899CTXTox–Hly–KmR ко ин тег ра тив ной
ре ком би нан т ной плаз ми ды pI EM3, не су щей в
pCT27-ча с ти кло ни ро ван ный ген ctxB, по зво ли ло 
по лу чить ави ру лен т ный штамм со ста би ль ной
про дук цией клю че во го про тек тив но го ан ти ге на
воз бу ди те ля хо ле ры – B-субъ е ди ни цы CT, спо соб -
ной сти му ли ро вать ло ка ль ный им мун ный от вет.
Эф фек тив ная эк с п рес сия ге на ctxB в клет ках скон -
ст ру и ро ван но го штам ма E99 по зво ля ет ис по ль зо -
вать его для по лу че ния B-субъ е ди ни цы CT c це лью 
из го тов ле ния хо лер ных им му но би о ло ги че ских
пре па ра тов. Кро ме то го, скон ст ру и ро ван ный про -
ду цент при над ле жит к ге но ва ри ан там воз бу ди те ля
хо ле ры V. cho le rae О1-се ро груп пы био ва ра Эль
Тор, ко то рые в по след ние де ся ти ле тия встре ча ют -
ся по все ме ст но в эн де мич ных по хо ле ре ре ги о нах
и поч ти еже год но за но сят ся на тер ри то рию Рос -
сии. Это яв ля ет ся важ ным пре и му ще ст вом по лу -
чен но го штам ма пе ред ра нее со здан ны ми про ду -
цен та ми B-субъ е ди ни цы на осно ве E. co li и V. cho -
le rae неО1/неO139-се ро групп, так же не су щи ми
ген ctxB в со ста ве ре ком би нан т ной плаз ми ды. Дан -
ное об сто я те ль ст во по зво лит ис по ль зо вать скон ст -
ру и ро ван ный штамм Е99 и для од но вре мен но го
по лу че ния двух про тек тив ных ан ти ге нов – О1-ан -
ти ге на и В-субъ е ди ни цы СТ – при из го тов ле нии
хо лер ных хи ми че ских вак цин но во го по ко ле ния
для обес пе че ния за щи ты про тив со вре мен ных
штам мов воз бу ди те ля с из ме нен ным ге но мом.

ЛИТЕРАТУРА

1. Onis h c hen ko G.G., Lo mov Yu.M., Mos k vi ti na E.A., et al.
Cho le ra at the Be gin ning of the XXI Cen tu ry: Pro gno sis.
Zhur nal Mik ro bi o lo gii, Epi de mi o lo gii i Im mu no bi o lo gii
(J. Mic ro bi ol., Epi de mi ol. Im mu no bi ol.), 2005, (3), 44–48.

2. Smir no va N.I., Zad no va S.P., Shas h ko va A.V., and Ku ty rev
V.V. Va ri a bi li ty of Ge no mes of Vib rio cho le rae bi o var El Tor 
Mo di fi ed Va ri ants Cur ren t ly Iso la ted at the Ter ri to ry of Rus -
sia. Mo le ku li ar naya Ge ne ti ka, Mik ro bi o lo giya i Vi ru so lo giya
(Mol. Ge ne tics, Mic ro bi ol. Vi rol.), 2011, (3), 11–18.

3. Ka per J.B., Mor ris J.G., and Le vin M.M. Cho le ra. Clin. Mic -
ro bi ol. Rev., 1995, 8, 48–89.

4. Cot ter P.A., and Di Ri ta V.J. Bac te ri al vi ru len ce gene re gu la -
ti on: an evo lu ti o na ry per s pec ti ve. An nu. Rev. Mic ro bi ol.,
2000, 54, 519–565.

5. Da vis B.M., and Wal dor M.K. Fi la men to us pha ges lin ked to
vi ru len ce of Vib rio cho le rae. Curr. Opi ni on Mic ro bi ol.,
2003, 6, 35–42.

6. Har t ley D.M., Mor ris J.G., and Smith D.L. Hy pe rin fec ti vi ty:
a cri ti cal ele ment in the abi li ty of V. cho le rae to ca u se epi de -
mics– PLoS Med, 2006, 3(1), e7. 

7. Fa ru que S.M., Tam V.C., Chow d hu ry N., et al. Ge no mic ana -
ly sis of the Mo zam bi que stra in of Vib rio cho le rae O1 re ve als
the ori gin of El Tor stra ins car ry ing clas si cal CTX pro pha ge.
Na ir. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 2007, 104(12),
5151–5156. 

8. Na ir G.B., Qad ri F., Hol m g ren J., et al. Cho le ra due to al te red
El Tor stra ins of Vib rio cho le rae O1 in Ban g la desh. J. Clin.
Mic ro bi ol, 2006, 44(11), 4211–4213. 

9. Smir no va N.I., Go riay ev A.A., and Ku ty rev V.V. Evo lu ti on
of Cho le ra Ca u se Ge no me in the Mo dern Pe ri od. Mo le ku li ar -
naya Ge ne ti ka, Mik ro bi o lo giya i Vi ru so lo giya (Mol. Ge ne -
tics, Mic ro bi ol. Vi rol.), 2010, (4), 11–19.

10. Son M.S., Meg li C.J., Ko va ci ko va G., et al. Cha rac te ri za ti on
of Vib rio cho le rae O1 El Tor bi o ty pe va ri ant cli ni cal iso la tes
from Ban g la desh and Ha i ti, in c lu ding a mo le cu lar ge ne tic
ana ly sis of vi ru len ce ge nes. J. Clin. Mic ro bi ol., 2011, 49(11),
3739–3749.

11. Sven ner holm  A.M., and Hol m g ren J. Sy ner gis tic pro tec ti ve
ef fect in rab bits of im mu ni za ti on with Vib rio cho le rae О1 li -
po po ly sac cha ri de and to xin/to xo id. In fect. Im mun., 1976, 13,
735–740.

12. Sun D., Me ka la nos J.J., and Ta i lor R.K. An ti bo di es di rec ted
aga inst the to xin-co re gu la ted pi lus iso la ted from Vib rio cho -
le rae pro vi de pro tec ti on in the in fant mo u se ex pe ri men tal
cho le ra mo del. J. In fect. Dis., 1990, 161, 1231–1236.

13. Yanis hev s kii N.V., Gin t s burg A.L., Ver ti ev Yu.V., et al.,
Con s t ruc ti on of Re com bi nant Plas mids En co ding the Bi o syn -
t he sis of B-Su bu nit of Cho le ra To xin. Mo le ku li ar naya Ge ne -
ti ka, Mik ro bi o lo giya i Vi ru so lo giya (Mol. Ge ne tics, Mic ro bi -
ol. Vi rol.), 1987, (4), 26–32. 

14. Car lin, N., and Le bens M. Ex p res si on sys tem for the B Su bu -
nit of cho le ra to xin. Pa tent Ap pli ca ti on Pub li ca ti on
US20070212757 A1, 2007. 

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 1 39

КОН СТ РУ И РО ВА НИЕ И ИЗУ ЧЕ НИЕ СВОЙСТВ АВИ РУ ЛЕН Т НО ГО ГЕ НЕ ТИ ЧЕ СКИ ИЗ МЕ НЕН НО ГО ШТАМ МА



15. Smir no va N.I., Kre pos t no va I.M., Li va no va L.F., et al. A Vib -
rio cho le ra avi ru lent stra in, pro du cer of B-su bu nit of cho le ra
to sin: Ob ta i ning and mo le cu lar ge ne tic ana ly sis. Mo le ku li ar -
naya Ge ne ti ka, Mik ro bi o lo giya i Vi ru so lo giya (Mol. Ge ne -
tics, Mic ro bi ol. Vi rol.), 2007, (4), 7–13.

16. Smir no va N.I., Kob ko va I.M., Li va no va L.F., et al., Ex p res si -
on of ho mo lo go us and he te ro lo gi cal ge nes for pro tec ti ve an ti -
gens in Es c he ric hia co li M17. Bi o tek h no lo giya (Bi o tec h no lo -
gy) – 2006, (4), 13–22.

17. Das D.K. and Ne ster E.W.  TnphoA and its use in tran s po son
mu ta ge ne sis. Adv. Mic ro bi ol., 2014, 4, 15–19.

18. Ta y lor R.K., Mil ler V.L., Fur long D.B., and Me ka la nos J.J.
Use of phoA gene fu si ons to iden ti fy a pi lus co lo ni za ti on fac -
tor co or di na te ly re gu la ted with cho le ra to xin. Proc. Natl.
Acad. Sci. U S A, 1987, 84(9), 2833–2837.

19. Brad ley D.E., Ta y lor D.E., and Co hen D.R. Spe ci fi ca ti on of
sur fa ce ma ting sys tems among con ju ga ti ve drug re sis tan ce
plas mids in Es c he ric hia coli K-12. J. Bac te ri ol., 1980,
143(3), 1466–1470.

20. Bra muc ci M.G., and Hol mes R.K. Ra di al pas si ve im mu ne he -
mo ly sis as say for de tec ti on of he at-la bi le en te ro to xin pro du -
ced by in di vi du al co lo ni es of Es c he ric hia co li or Vib rio cho -
le rae. J. Clin. Mic ro bi ol., 1978, 8(2), 252–255.

21. Sha gi ny an I.A., and Ma ra kus ha V.I., Mo di fi ca ti on of Pas si ve
Im mu ne He mo ly sis Met hod on Den se Me di um for De tec ti on
of Ther mo la bi le En te ro to xins Pro duc ti on by Vib rio cho le rae
and E. co li Stra ins. Zhur nal Mik ro bi o lo gii, Epi de mi o lo gii i
Im mu no bi o lo gii (J. Mic ro bi ol., Epi de mi ol. Im mu no bi ol.), –
1983(2), 92–96.

22. Sven ner holm A.M., and Wik lund G. Ra pid GM1-en zy -
me-lin ked im mu no sor bent as say with vi su al re a ding for iden -
ti fi ca ti on of Es c he ric hia co li he at-la bi le en te ro to xin. J. Clin.
Mic ro bi ol., 1983, 17(4), 596–600.

23. Iwa na ga M., and Yama mo to K. New me di um for the pro duc -
ti on of cho le ra to xin by Vib rio cho le rae O1 bi o ty pe El Tor. J.
Clin. Mic ro bi ol., 1985, 22(3), 405–408.

24. Ma ni a tis T. Fritch E., and Sam b ro ok J. Met hods in ge ne tic
en gi ne e ring. Mo le cu lar clo ning. M.: Mir (Tran s la ted into
Rus si an), 1984.

25. Smir no va N.I., Aga fo nov D.A., Shchel ka no va E.Yu., et al.,
Ge no va ri ants of cho le ra ca u se El Tor: Ob ta i ning, mo le cu lar
ge ne tic and pro te o mic ana ly ses. Mo le ku li ar naya Ge ne ti ka,
Mik ro bi o lo giya i Vi ru so lo giya (Mol. Ge ne tics, Mic ro bi ol.
Vi rol.), 2014, (1), 21–31.

26. Sid di que A.K., Za man K., Ak ram K., et al. Emer gen ce of a
new epi de mic stra in of Vib rio cho le rae in Ban g la desh. An epi -
de mi o lo gi cal stu dy. Trop. Geogr. Med., 1994, 46(3), 147–150.

27. Ni ki fo rov K.A., Ani si mo va L.V., Odi no kov G.N., et al., Con -
s t ruc ti on of a pri mer set for the de tec ti on of ge nes for an ti bi o -
tic re sis tan ce in ca u ses of dan ge ro us bac te ri al in fec ti ons using 
stra ins of Yer si nia pes tis, Vib rio сho le rae, Es c he ric hia co li.
Prob le my Oso bo Opas nykh In fek t syi (Prob lems in Es pe ci al ly
Dan ge ro us In fec ti ons), 2014, (3), 57–60.

28. Fyk se  E.M., Sko gan G., Da vi es W., et al., De tec ti on of Vib -
rio cho le rae by re al-ti me nuc le ic acid se qu en ce-ba sed am p li -
fi ca ti on. Appl. En vi ron. Mic ro bi ol., 2007, 73(5), 1457–1466.

29. San ger F., Nic k len S., and Co ul son A.R. DNA se qu en cing
with cha in-ter mi na ting in hi bi tors. Proc. Natl Acad. Sci. USA,
1977, 74(12), 5463–5467.

30. Li vak K.J., and Schmit tgen T.D. Ana ly sis of re la ti ve gene ex -
p res si on data using re al-ti me qu an ti ta ti ve PCR and the 2-CT
Met hod. Met hods, 2001, 25(4), 402–408. 

31. Smir no va N. I., Kul’ shan’ T. A., Ba ra nik hi na E. Yu., et al.
Ge no me Struc tu re and Ori gin of Non to xi ge nic Stra ins of Vib -
rio cho le rae of El Tor Bi o var with Dif fe rent Epi de mi o lo gi cal
Sig ni fi can ce. Ge ne ti ka (Russ. J. Ge net.), 2016, 52(9),
914–925.

32. Iki gai H., Akat su ka A., Tsu jiy a ma H., Na kae T., et. al. Mec -
ha nism of mem b ra ne da ma ge by El Tor he mo ly sin of Vib rio
cho le rae O1. In fect. Im mun., 1996, 64(8), 2968–2973.

33. Mat son J.S., Wit hey J.H., and Di Ri ta V.J. Re gu la to ry ne -
tworks con t rol ling Vib rio cho le rae vi ru len ce gene ex p res si -
on. In fect. Im mun., 2007, 75(12), 5542–5549. 

34. Fa ru que S.M., Rah man M.M., Ha san A.K.M., et al. Di mi nis -
hed di ar rhe al res pon se to Vib rio cho le rae stra ins car ry ing the
rep li ca ti ve form of the CTXF ge no me in s te ad of CTXF ly so -
ge nes in adult rab bits. In fect. Im mun., 2001, 69(10),
6084–6090.

40 Biotechnology, 2017, V. 33, N 1

 СМИР НО ВА и др.

Co n s t  ruc  t i  on a nd In  ves  t i g a  t i  on of  Pro  per  ti  e s of Avi  ru l ent
Ge  ne  ti  ca l ly  Al  te  red Stra in  of  Vib rio  cho le  rae  b i  o va r  El  Tor
with Inac ti  va ted Ge nes  for Heat-Sen si ti  ve He mo ly si ne and
Ef f ec  ti  ve  Ex p r es s i  on  of  C lo ned  Cho l e  ra To  xin B -su bu  nit  Ge  ne

N.I. SMIRNOVA*, E.Yu. SHCHELKANOVA, E.Yu. BARANIKHINA, D.A. AGAFONOV, I.V. TUCHKOV, 
Ya.M. KRASNOV, and V.V. KUTYREV
The Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, 410005 Russia
 *e-mail: rusrapi@microbe.ru
Received June 16, 2016
Accepted July 13, 2016

Ab s t ract – The re sults of en gi ne e ring of avi ru lent V. cho le rae ge no va ri ant stra in of O1 se rog ro up, bi o var El Tor, with the ef fec -
ti ve pro duc ti on of the cho le ra to xin B-su bu nit (CT) which pro vi des the de ve lop ment of the an ti to xic im mu ni ty to cho le ra are re pre sen ted.
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First, on the ba sis of the non-to xi ge nic ge no va ri ant stra in P18899CTXHly+, a mo di fi ed stra in P18899CTXchr::TnphoA(KmRHly–)
was ob ta i ned by the non-di rec ted tran s po son mu ta ge ne sis. The lat ter lost its abi li ty to pro du ce he at-sen si ti ve he mo ly si ne that falls un der
the ca te go ry of ad di ti o nal to xins. To in t ro du ce the clo ned ctxB ge ne en co ding CT B-su bu nit bi o syn t he sis in the cells of the stra in, a co in -
teg ra te re com bi nant plas mid pI EM3(TcR) de ri ved from pBR322 was se lec ted. It was es tab lis hed using the res t ric ti on ana ly sis that the
dis so ci a ti on of the co in teg ra te with the only sub se qu ent re ten ti on of a high-co py pCT27 plas mid oc cur red in the vib rio cells. As a re -
sult, avi ru lent KmRTcR clo nes with high le vels of sec re ted CT B-su bu nit pro duc ti on (5–6 мg/mL) were ob ta i ned, and one of them (E99)
was se lec ted for the fur t her stu di es. Using RT-PCR, it was fo und out that the ex p res si on of the plas mid-lo ca ted ctxB ge ne in the en gi ne e -
red E99 stra in cells is in de pen dent of the chro mo so mal key re gu la to ry toxT ge ne ac ti vi ty. The ef fec ti ve ctxB gene ex p res si on in the cells
of E99 per mits to use it in the CT B-su bu nit pro duc ti on for ma nu fac tu ring an ti-cho le ra im mu no bi o lo gi cal pre pa ra ti ons.

Key words: Vibrio cholerae O1, genovariant, sequencing, hemolysine, recombinant plasmid, cholera toxin B-subunit, transcription.
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