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Особенности антиоксидантной активности чумного микроба  
с разным плазмидным спектром

ФКУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока 
Роспотребнадзора, Иркутск, Россия

Изучена антиоксидантная активность Yersinia pestis с разным плазмидным спектром. Показано, что 
супероксиддисмутазная активность исследованных штаммов Y. pestis, выделенных в Горно-Алтайском и 
Тувинском очагах, и их изогенных субкультур не зависит от плазмидного спектра. Все изученные штаммы 
чумного микроба и их изогенные варианты, отличающиеся по плазмидному профилю, обладают перекись-
разрушающей активностью. Степень общей перекись-разрушающей активности может быть связана с 
наличием в геноме плазмиды pYP. 
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Experimental data concerning complex study of antioxidant activity of Y. pestis with different plasmid spectrum 
(wild-type Yersinia pestis subsp. pestis, Yersinia pestis subsp. altaica and their isogenic variants) are represented in 
the article. Superoxide dismutase activity of the tested Y. pestis strains was from 6.0 to 9.0 × 109 microbe cells. Signifi-
cant differences between the Y. pestis strains with different plasmid composition were not detected by this parameter. 
Our results, consistent with the data of other authors, tell that superoxide dismutase activity is a thermo-inducible 
feature and does nоt depend on a plasmid spectrum. High peroxide destroying activity was also detected in all tested 
Y. pestis strains. The differences between the strains regarding their common peroxide destroying activity were found. 
This parameter of the plague microbe strains lacking pYP plasmid was at least 3 times lower than common peroxide 
destroying activity in strains with this plasmid in the genome. In our opinion these revealed differences were caused 
by characteristics of plasmid spectrum. The common peroxide destroying activity’s degree of Y. pestis strains can be 
associated with the presence of pYP plasmid in the genome. The isogenic variants of Y. pestis strains lacking one of the 
plasmids had smaller pathogenic activity. This fact points to the need for further study of these strains.
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Введение

В трансмиссии возбудителя чумы Yersinia pestis 
ключевую роль играют паразитирующие на грызунах 
блохи. В отношении млекопитающих этот патоген яв-
ляется факультативным внутриклеточным паразитом, 
способным персистировать в фагоцитирующих клет-
ках. Проникая внутрь фагоцитов, микроб подвергается 
воздействию факторов противомикробной защиты. 
Одной из первых реакций, индуцируемых при фаго-
цитозе, является так называемый «окислительный 
взрыв». В основе последнего лежит цепь ферментатив-
ных реакций, приводящих к образованию суперокси-
даниона О–

2 и перекиси водорода Н2О2. Эти токсичные 
продукты окислительного метаболизма фагоцитов 
обладают повреждающим действием в отношении 
жизненно важных молекул и структур микроорганиз-
ма. Антиоксидантная система патогенных бактерий 
нейтрализует активные формы кислорода О–

2 и Н2О2, 
образующиеся при кислородзависимом фагоцитозе, а 
также в результате эндогенных окислительно-восста-
новительных реакций. Активные формы кислорода об-
разуются у всех аэробов и факультативных анаэробов, 
растущих в аэробных условиях [2]. 

В антиоксидантную систему микроорганизмов 
входят супероксиддисмутазы, превращающие О–

2 в 
Н2О2, каталазы, расщепляющие её до молекулярного 
кислорода и воды, а также пероксидазы, окисляющие 
органические субстраты при помощи Н2О2. Субстраты 
пероксидаз также входят в антиоксидантную систему 
микроорганизмов [4]. 

Показано, что чумной микроб проявляет супе-
роксиддисмутазную активность, однако пока сложно 
сделать определённые выводы в отношении разно-
образия форм этого фермента у Y. pestis. Например, 
Н.А. Видяева с соавт. (2008) изучала супероксиддис-
мутазу нескольких штаммов возбудителя чумы с раз-
ным плазмидным составом. Все изученные авторами 
штаммы продуцировали только одну форму суперок-
сиддисмутазы с одинаковой электрофоретической 
подвижностью и не различались между собой по 
степени её активности, что позволило сделать вы-
вод о независимости этого признака от плазмидного 
состава [1]. 

У возбудителя чумы обнаружено несколько 
функциональных протеинов, обладающих каталаз-
ной и/или пероксидазной активностью. Показано, 
что некоторые из них непосредственно связаны со 
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способностью патогена выживать внутри иммуно-
компетентных клеток [1, 5, 8]. 

В 1993  г. R.J.  Mehigh и R.R.  Brubaker идентифи-
цировали секретируемый белок KatY, обладающий 
каталазной и пероксидазной активностью. Экс-
прессия этого белка происходила при 37  °С или в 
Са2+-дефицитной среде, а его активность в экстрактах 
клеток Y. pestis составляла менее 10 % от общей пере-
кись-разрушающей активности. Авторы установили, 
что протеин KatY является одним из термоиндуци-
бельных антигенов возбудителя чумы, ранее извест-
ным как антиген 5 или Е (этот белок перекрёстно реа-
гировал с антителами, полученными к антигену 5) [9]. 
KątY обнаруживали как в цитоплазматической, так и 
в периплазматической фракциях чумного микроба. 
Позже было показано, что детерминанта KatY лока-
лизована на хромосоме, а его экспрессия может быть 
индуцирована также экзогенной Н2О2 [7]. Несмотря на 
то, что Н2О2 и температурный режим (37 °С) являются 
основными элементами фаголизосомальной микро-
среды, пока не получено весомых доказательств до-
минирующей роли KatY в механизме устойчивости 
Y. pestis к фагоцитарному «окислительному взрыву», 
поскольку делеционный мутант KatY был высоко 
вирулентным для мышей [7, 8, 10].

В отличие от KatY, экспрессия консервативной 
для многих микроорганизмов монофункциональной 
каталазы KatA изменяется по фазам роста культуры 
Y. pestis и имеет ключевое значение для традиционной 
физиологической роли в механизме устойчивости ми-
кробной клетки к экзогенной перекиси водорода [8]. 

С.Р.  Салямов с соавт. (2008) охарактеризовал 
внеклеточную несекретируемую каталазу Y.  pestis, 
которая неспецифически сорбируется на наружной 
мембране бактерий. Максимальная экспрессия этого 
фермента происходила при 28 °С, в связи с чем автор 
предположил, что данная каталаза способствует 
устойчивости возбудителя к летальному действию 
H2O2 фагоцитов непосредственно после заражения 

макроорганизма блохами. По мнению авторов, на бо-
лее поздних сроках инфекционного процесса главную 
роль в защите микроба осуществляют секретируемые 
каталазы, экспрессируемые при 37 °С [5]. 

Следует отметить, что количество опубликован-
ных работ, посвящённых изучению роли каталаз и 
пероксидаз Y. pestis в патогенезе чумы и локализации 
их детерминант, ограничено. Также нет единого мне-
ния о вкладе плазмид чумного микроба в его анти-
оксидантный потенциал. 

Поскольку нейтрализация перекиси водорода 
бактериальными клетками может быть результатом 
работы совокупности антиоксидантных ферментов 
(каталаз и пероксидаз), в настоящей работе будет ис-
пользовано понятие «общая перекись-разрушающая 
активность».

Целью настоящей работы является изучение об-
щей супероксиддисмутазной и перекись-разрушающей 
активности Y. pestis с разным плазмидным составом. 

Материалы и методы
В работе использовали 7  штаммов Y.  pestis из 

коллекции музея ФКУЗ Иркутский научно-исследо-
вательский противочумный институт Роспотребнад-
зора (табл. 1). 

Все манипуляции с культурами Y. pestis, связанные 
с образованием аэрозоля, проводили в боксе микро-
биологической безопасности III класса в соответствии 
с СП 1.3.3118-13 «Безопасность работы с микроорга-
низмами I–II групп патогенности (опасности)».

Культуры выращивали на агаре Хоттингера при 
температуре 28 °С в течение 48 часов. Из полученных 
агаровых культур готовили взвесь 109 микробных 
клеток (м.  к.) в фосфатном буфере, содержащем 
0,05  М этилендиаминтетрауксусной кислоты на-
триевой соли (pH = 7.8 для определения супероксид-
дисмутазной активности, pH = 7.0 для определения 
общей перекись-разрушающей активности). Взвесь 
инкубировали при 37  °С в течение 24  часов. Затем 

Таблица 1
Характеристика тестируемых штаммов чумного микроба

Штамм Место выделения Плазмидный спектр 

Y. pestis subsp. pestis И-2638 Тувинский природный очаг чумы 

pYP (6 мДа) 
pYV (45 мДа) 
pYT (61 мДа) 

pTP33 (22,5 мДа) 

Y. pestis subsp. pestis И-3479* Иркутский противочумный институт 
pYP (6 мДа) 
pYT (61 мДа) 

pTP33 (21,5 мДа) 

Y. pestis subsp. pestis И-3480* Иркутский противочумный институт pYT (61 мДа) 
pTP33 (21,5 мДа 

Y. pestis subsp. pestis И-3560 Горно-Алтайский природный очаг чумы 

pYP (6 мДа) 
pYV (45 мДа) 
pYT (61 мДа) 

pTP33 (22,5 мДа) 

Y. pestis subsp. altaica И-2359 Горно-Алтайский природный очаг чумы 
pYP (6 мДа) 

pYV (45 мДа) 
pYT (65 мДа) 

Y. pestis subsp. altaica И-2948 Горно-Алтайский природный очаг чумы pYV (45 мДа) 
pYT (65 мДа) 

Y. pestis subsp. altaica И-2948/3** Иркутский противочумный институт pYT (65 мДа) 
 

Примечание: * – штаммы селекционированы из штамма Y. pestis subsp. pestis И-2638; ** – штамм селекционирован из 
штамма Y. pestis subsp. pestis И-2948.
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определяли супероксиддисмутазную и общую пере-
кись-разрушающую активность.

Для определения активности супероксиддисму-
тазы в 300 мкл микробной взвеси, приготовленной 
в фосфатном буфере рН = 7.8, вносили 390 мл смеси 
0,16 М раствора феназинметосульфата (Sigma, США) 
и 0,61 мМ нитросинего тетразолия (Sigma, США) в со-
отношении 1,5/5 мл. Реакцию начинали добавлением 
в реакционную смесь 210 мкл НАД Н (Sigma, США). 
Через 1  мин инкубации реакцию останавливали 
внесением 300 мкл ледяной уксусной кислоты. Реак-
ционную смесь центрифугировали при 6000 об./мин. 
Результаты регистрировали на фотометрическом 
анализаторе ELx 808 Biotex (США) при длине волны 
540 нм. За единицу активности фермента принимали 
такое его количество, которое уменьшало скорость 
неингибированной реакции на 50 %. 

Для определения общей перекись-разрушающей 
активности в 1 мл взвеси вносили 1 мл 0,1%-го H2O2, 
инкубировали в течение 5 мин, затем в смесь вносили 
1 мл 4%-го молибдата аммония в 10%-й H2SO4, цен-
трифугировали в течение 5  мин при 6000  об./мин. 
Результаты регистрировали на спектрофотометри-
ческом анализаторе ELx 808 Biotex (США) при длине 
волны 410 нм. Общую перекись-разрушающую актив-
ность выражали в эквивалентных каталазе единицах 
на 1 мл взвеси [6]. 

Эксперименты проводили в 8  аналитических и 
3 биологических повторностях.

Статистическую обработку данных проводили 
при помощи стандартного пакета прикладных про-
грамм Statistica v.  6.1 (StatSoft  Inc., США; лицензия 
№ 19842001, ИПЧИ 31415926535897) с использовани-
ем t-критерия Стьюдента для независимых выборок с 
поправкой Бонферрони. Данные представлены в виде 
среднего арифметического (М) ± среднее квадратич-
ное отклонение (s). Различия считали статистически 
значимыми при уровне значимости р < 0,01.

Результаты и обсуждение

Определены различия между штаммами по ак-
тивности супероксиддисмутазы (рис. 1). Несмотря на 
то, что в отдельных случаях указанные различия не 

были статистически значимыми, выявлена некоторая 
закономерность. Так, при сравнении активности супе-
роксиддисмутазы штамма Y. pestis subsp. pestis И-2638 
(pYP+pYV+pYT+pTP33+), выделенного в Тувинском 
природном очаге, и его изогенного варианта Y. pestis 
subsp. pestis И-3479 (pYP+pYV–pYT+pTP33+), лишённого 
плазмиды pYV–, статистически значимых различий 
по активности супероксиддисмутазы не установлено 
(6,8 ± 1,0 и 8,4 ± 1,4 ед./5 × 109 м. к. соответственно; 
р  <  0,01). Однако у последнего штамма активность 
супероксиддисмутазы существенно (в 1,8 раз) выше, 
чем у другого селекционного штамма Y. pestis subsp. 
pestis И-3480 (pYP–pYV–pYT+pTP33+), также полу-
ченного от исходного штамма И-2638. У штаммов, 
выделенных в Горно-Алтайском природном очаге, 
статистически значимые различия по активности 
супероксиддисмутазы обнаружены только между 
Y. pestis subsp. pestis И-3560 (pYP+pYV+pYT+pTP33+), об-
ладающим полным набором плазмид, характерным 
для Тувинского природного очага, и селекционным 
Y.  pestis subsp. altaica И-2948/3 (pYP–pYV–pYT+). У 
первого этот показатель был существенно выше, чем 
у второго (7,0 ± 1,0 и 5,8 ± 0,8 ед./5 × 109 м. к. соответ-
ственно; р < 0,01). В целом на основании полученных 
данных сложно сделать выводы о роли какой-либо из 
плазмид в активности супероксиддисмутазы чумного 
микроба. Это заключение подтверждают данные дру-
гих авторов, которые показали, что супероксиддисму-
тазная активность является термоиндуцибельным 
признаком и не связана с плазмидным составом [1, 3]. 
Тем не менее, однозначные выводы о роли плазмид 
в активности супероксиддисмутазы Y.  pestis можно 
будет сделать после более детального исследования с 
использованием в качестве объектов бесплазмидных 
и одноплазмидных штаммов. 

У всех исследованных штаммов чумного микроба 
выявлена высокая общая перекись-разрушающая ак-
тивность. Способность Y. pestis разрушать H2O2 хорошо 
изучена. Однако такие исследования, как правило, 
ограничиваются качественным определением пере-
кись-разрушающей активности. Опубликованные 
работы, посвящённые количественной оценке этого 
показателя у штаммов Y. pestis с разным плазмидным 
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Рис. 1. Супероксиддисмутазная активность чумного микроба с разным плазмидным составом: СОД – супероксиддисмутаза.
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составом, встречаются редко. Также немногочислен-
ны и противоречивы сведения о корреляционной за-
висимости каталазной активности от вирулентности 
чумного микроба [1, 7, 8, 10]. 

Нами обнаружены различия между изученными 
штаммами в отношении общей перекись-разрушаю-
щей активности (рис. 2). У штаммов Y. pestis, которые 
лишены плазмиды pYP (6 мДа) этот показатель как 
минимум в 3 раза ниже, чем у штаммов, в геноме ко-
торых присутствует эта плазмида. Следует отметить, 
что максимальное значение общей перекись-раз-
рушающей активности у штаммов, обладающих pYP, 
превышало порог чувствительности использованного 
метода, что не позволило судить о реальной величине 
вышеуказанных отличий. Известными генетическими 
элементами плазмиды pYP, ассоциированными с ви-
рулентностью, являются детерминанты продукции 
пестицина, фибринолизина и плазмокоагулазы. Не 
удалось обнаружить каких-либо сведений, свидетель-
ствующих в пользу участия этой плазмиды в общей 
антиоксидантной активности чумного микроба. Воз-
можно, обнаруженная нами закономерность повы-
шения степени перекись-разрушающей активности у 
штаммов чумного микроба разных подвидов косвенно 
связана с плазмидой pYP. Важно отметить, что анти-
оксидантный потенциал микроорганизмов склады-
вается из экспрессии многих ферментных систем. 
Установить вклад каждой из них в общую активность 
возможно только при помощи более сложных и тру-
доёмких методов, которые не позволяют исследовать 
одновременно несколько штаммов. Полученные в ходе 
экспериментов данные являются одним из этапов ком-
плексного изучения свойств чумного микроба и могут 
послужить основой для дальнейших исследований.

Выводы

1. Супероксиддисмутазная активность исследо-
ванных штаммов Y. pestis, выделенных в Горно-Алтай-
ском и Тувинском очагах, и их изогенных субкультур 
не зависит от плазмидного состава. 

2. Все изученные штаммы чумного микроба и их 
изогенные варианты, отличающиеся по плазмидному 

профилю, обладают перекись-разрушающей актив-
ностью. Возможно, степень общей перекись-разру-
шающей активности связана с наличием в геноме 
плазмиды pYP.
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