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Сравнительная оценка протеолитической 
и супероксиддисмутазной активности 
Yersinia pestis с разным плазмидным составом

 Резюме

В работе представлены данные о супероксиддисмутазной и протеолитической активности штаммов Yersinia pestis с разным 

плазмидным спектром. Установлено, что супероксиддисмутазная активность изученных штаммов Y. pestis не связана с плаз-

мидным составом. В отношении протеолитической активности выявлены некоторые различия. Обнаружена прямая зависимость 

степени протеолитической активности исследованных штаммов чумного микроба от наличия в их геноме плазмиды pYV.  

Ключевые слова: Yersinia pestis, супероксиддисмутаза, протеолитические ферменты

Comparative Evaluation of Proteolytic and Superoxide Dismutase Activities

of Yersinia pestis Strains with Different Plasmid Сomposition
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Abstract

Data of the proteolytic and superoxide dismutase activities of Yersinia pestis strains with different plasmid spectrum are presented. 

It was established that superoxide dismutase activity of the tested Y. pestis strains was not associated with its plasmid composition. 

Some differences were revealed concerning the proteolytic activity. Direct dependence of proteolytic activity level of the studied Y. pestis 

strains on pYV plasmid presence in its genome was found. 

Key words: Yersinia pestis, superoxide dismutase, proteolytic enzymes

Введение
Важным условием патогенности и адаптивной 

пластичности микроорганизмов является их спо­
собность к противодействию иммунной системе 
макроорганизма. В последнее время существен­
но возрос интерес к факторам вирулентности, 
обусловливающим устойчивость патогенов к раз­
личным механизмам иммунитета. Сведения о мо­

лекулах, системах и органеллах патогенных ми­
кроорганизмов, позволяющих им противостоять 
врожденному и адаптивному иммунитету макроор­
ганизма, могут послужить основой для разработки 
методов лечения и профилактики инфекционных 
заболеваний [1]. Ф.Ю. Гариб классифицировал 
основные приспособительные «стратегии» проти­
водействия патогенов самой древней защитной 
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системе макроорганизма – врожденному иммуни­
тету. К ним относятся: «ускользание» бактерий от 
иммунного распознавания, препятствование за­
хвату фагоцитирующими клетками и устойчивость 
к их системам «киллинга» (низкая pH, синтез ток­
сичных радикалов кислорода и азота, продукция 
антимикробных пептидов, дефицит железа и пр.).

Возбудители особо опасных инфекций, безус­
ловно, являются наиболее приоритетным объек­
том для изучения факторов противодействия им­
мунной системе макроорганизма, поскольку они 
обладают наиболее разнообразными и эффектив­
ными приспособительными механизмами, позво­
ляющими им циркулировать в природных очагах 
и выживать в организме млекопитающих. Тради­
ционной моделью для изучения взаимоотношений 
бактериальных патогенов с организмами хозяина 
и переносчика является возбудитель чумы – Y. 
pestis. Для успешной циркуляции возбудителя в 
природных очагах необходимо наличие полного 
спектра генетических детерминант, определяю­
щих его адаптивный потенциал [2 – 4]. В отличие 
от вирусных инфекций при болезнях, вызванных 
патогенными бактериями, организм хозяина под­
вергается воздействию не самих генетических 

структур возбудителя, а кодируемых ими продук­
тов, экспрессия которых зависит от наличия в 
организме хозяина необходимых для нее условий. 
Поэтому для выявления факторов, обусловлива­
ющих патогенные свойства микроба, необходимо 
изучение систем и молекул в условиях экспери­
ментального инфекционного процесса. Большой 
вклад в адаптивный потенциал Y. pestis вносят 
секретируемые им функциональные молекулы, 
например протеолитические и антиоксидантные 
ферменты. Основной мишенью для протеолитиче­
ских ферментов бактерий являются сигнальные и 
эффекторные молекулы иммунной защиты. Напри­
мер, протеазу Pla чумного микроба рассматрива­
ют в качестве основного фактора, опосредован­
но влияющего на генерализацию инфекционного 
процесса (в результате лизиса фибриновых сгуст­
ков, препятствующих распространению патогена) 
[3]. Благодаря супероксиддисмутазам (СОД) и ка­
талазам патогены утилизируют супероксиданион и 
перекись водорода, которые образуются в резуль­
тате респираторного взрыва при фагоцитозе [5].

Генетические структуры, определяющие пато­
генный потенциал чумного микроба, так же как 
его биохимическую активность, изучены не в пол­

Таблица 1.
Характеристика тестируемых штаммов чумного микроба

Штамм Место выделения Плазмидный состав

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

Алтайский горный природный 
очаг чумы 

pYP (6 мДа)
pYV (45 мДа)
pYT (61 мДа)

pTP33 (22,5 мДа)

Y. pestis subsp. altaica 
И-2359

Алтайский горный природный 
очаг чумы

pYP (6 мДа)
pYV (45 мДа)
pYT (65 мДа)

Y. pestis subsp.
altaica И-2948 Алтайский горный природный 

очаг чумы
pYV (45 мДа)
pYT (65 мДа)

Y. pestis subsp.
altaica И-2948/3 Алтайский горный природный 

очаг чумы pYT (65 мДа)

 Примечание: *Штаммы селекционированы из штамма Y. pestis subsp. pestis И-2638.
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ной мере. Полагают, что детерминанты метаболи­
тов, которые опосредуют способность возбудителя 
преодолевать иммунные барьеры макроорганиз­
ма, могут быть локализованы как на хромосоме, 
так и на плазмидах [6]. Тем не менее основную  
роль в формировании патогенного потенциала  
Y. pestis играют плазмиды, поскольку значитель­
ная доля факторов патогенности и регуляторных 
систем, координирующих их экспрессию, находит­
ся под контролем генов, локализованных на плаз­
мидах pYV, pYP и pYT. В связи с этим исследования, 
посвященные изучению роли плазмид чумного ми­
кроба в организации его метаболического статуса 
и вирулентности, не утратили актуальности.  

Цель настоящей работы – изучение проте­
олитической и супероксиддисмутазной активности 
штаммов Y. pestis с разным плазмидным спектром. 

Материалы и методы 
В работе использовали семь штаммов Y. pestis 

из коллекции музея Иркутского научно-исследова­
тельского противочумного института (табл. 1). 

Культуры выращивали на агаре Хоттингера при 
28 °С в течение 48 часов. Из полученных агаро­
вых культур готовили взвесь 109 микробных кле­
ток (м.к.) в фосфатном буфере (для определения 
активности: протеолитической – pH 8,0 и суперок­
сиддисмутазной –  pH 7,8).

Все манипуляции с культурами Y. pestis прово­
дили в боксе микробиологической безопасности I 
II класса в соответствии с СП 1.3.3118-13

«Безопасность работы с микроорганизмами I – 
II групп патогенности (опасности)».

Протеолитическую активность (ПА) чумного ми­
кроба определяли в экстрактах, полученных путем 
обработки микробной взвеси лизоцимом (2 мг/
мл), с последующей инкубацией при 37 °С в течение  
60 минут и центрифугированием в течение 10 ми­
нут при 4000 об./мин. Протеолитическую актив­
ность супернатанта устанавливали фотоколориме­
трическим методом, описанным Х. Биссвангером 
[7]. Экстинкцию образцов выявляли на спектрофо­
тометрическом анализаторе ELx 808 Biotex (США) 
при длине волны 340 нм. За единицу протеолити­
ческой активности принимали единицу активности 
трипсина. 

Для определения активности супероксиддисму­
тазы (СОД) в микробную взвесь, приготовленную 
в фосфатном буфере с рН7,8, добавляли лизоцим 
(Sigma, США) до концентрации 2 мг/мл. Взвесь 
инкубировали при 37 °С в течение 60 минут, затем 
центрифугировали 10 минут при 4000 об./мин.  
В лунки планшета добавляли по 0,05 мл супер­
натанта. В бланкирующую и контрольные лунки 
вместо ферментных препаратов вносили 0,05 мл 
фосфатного буфера. Затем во все лунки, вклю­
чая бланкирующую, добавляли по 0,065 мл смеси  
0,16 М раствора феназинметосульфата (Sigma, 
США) и 0,61 мМ нитросинего тетразолия (Sigma, 
США) в соотношении 1,5/5 мл. Реакцию начинали 

внесением во все лунки по 0,035 мл 1 мМ раство­
ра НАДН (Sigma, США). Результаты регистрирова­
ли на спектрофотометрическом анализаторе ELx 
808 Biotex (США) при длине волны 540 нм. За еди­
ницу активности фермента принимали такое ко­
личество фермента, которое уменьшало скорость 
неингибированной реакции на 50%. 

Статистическую обработку данных проводили 
при помощи стандартного пакета прикладных про­
грамм Statistica, версия 6.1 (Copyright©StatSoft, Inc 
19842001, ИПЧИ 31415926535897). При анали­
зе данных определяли тип распределения с по­
мощью тестов Колмогорова–Смирнова, Лиллие­
форса и Шапиро–Уилка. Однородность дисперсий 
оценивали по критерию Левена. Для решения 
проблемы множественных сравнений статистиче­
скую обработку средних величин  проводили с ис­
пользованием критерия ANOVA. Для определения 
достоверности различий путем попарного сравне­
ния групп использовали t-критерий Стьюдента для 
независимых выборок с поправкой Бонферрони 
и F-критерий. Данные представлены в виде сред­
него арифметического ± среднего квадратичного 
отклонения. Различия считали достоверными при 
уровне значимости р < 0,01.

Результаты и обсуждение
Активность СОД в препаратах, выделенных из 

агаровых культур исследуемых штаммов Y. pestis, 
составляла примерно 0,35 ед./5 х 106  м.к. В про­
цессе исследования достоверных различий по ак­
тивности СОД между изученными штаммами чум­
ного микроба с разным плазмидным составом не 
выявлено. Эти результаты согласуются с данными 
ряда авторов, которые установили, что суперок­
сиддисмутазная активность является термоинду­
цибельным признаком и не связана с носитель­
ством плазмид [8, 9].

У изученных штаммов обнаружены различия 
по ПА (табл. 2). Например, у вирулентного штамма  
Y. pestis subsp. pestis И-2638, выделенного в Ту­
винском  природном очаге, данный показатель 
превышал в 25 раз ПА его изогенных вариантов 
– Y. pestis subsp. pestis И-3479 и Y. pestis subsp. 
pestis И-3480  (5,0 ед./5 х 106 м.к. и ≤ 0,2 ед./5 
х 106 м.к. соответственно (р < 0,001).  Для этих 
штаммов чумного микроба показана прямая за­
висимость степени ПА от наличия в их геноме  
плазмиды pYV. 

У штаммов Y. pestis subsp. pestis И-3560 и  
Y. pestis subsp. altaica И-2359, имеющих в сво­
ем геноме pYV, также выявлена  высокая ПА  
(10,3 ед. и 8,60 ± 1,30/5 х 106 м.к. соответственно).  
Определено, что значение ПА атипичного штамма  
Y. pestis subsp. altaica И-2948, в ге­
ном которого тоже входит pYV, несколь­
ко ниже (4,60 ± 0,70/5 х 106 м.к.), чем та­
ковое у Y. pestis subsp. pestis И-3560 и  
Y. pestis subsp. altaica И-2359 (р < 0,001). Однако 
этот показатель у   Y. pestis subsp. altaica И-2948 
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значительно выше, чем у изогенного варианта  
Y. pestis subsp. altaica И-2948/3 (pYV–) (р < 0,001). 
Эти данные позволили сделать заключение, что  
у штаммов Y. pestis subsp. pestis И-3560 и  
Y. pestis subsp. altaica И-2948 активность ПА также 
связана с pYV (табл. 2).

На основании полученных данных сложно сде­
лать выводы в отношении взаимосвязи уровня ПА 
культивируемой in vitro Y. pestis и степени ее ви­
рулентности, хотя очевидно, что использованные в 
эксперименте высоковирулентные штаммы чумного 
микроба обладают высокой ПА – по сравнению с 
вариантами, имеющими ее самое низкое значение. 

Следует подчеркнуть, что в настоящей работе 
изучена совокупность систем, обладающих про­
теолитической активностью, поскольку в экспери­
ментах использовали неочищенные ферментные 
препараты (экстракты чумного микроба). В число 

функциональных молекул таких экстрактов микро­
организмов могут входить как конститутивные, так 
и индуцибельные ферменты. Последние зачастую 
определяют устойчивость патогена к защитным ме­
ханизмам хозяина и экспрессируются только в про­
цессе развития инфекции. 

Маловероятно, что исследованные штаммы 
Y. pestis в полной мере проявили свой патогенный 
потенциал (включая экспрессию ПА и СОД), так как 
микроорганизмы в условиях культуры in vitro не 
сталкиваются с защитными факторами иммунной 
системы макроорганизма. Условия искусственно­
го культивирования и стрессовые факторы (лизо­
цим, отсутствие питательной среды и т.д.), которым  
подвергались клетки микроорганизма во время 
эксперимента, несопоставимы по действенности 
и разнообразию с факторами иммунной системы 
макроорганизма. Тем не менее показатель степе­

Таблица 2.
Протеолитическая и супероксиддисмутазная активность штаммов 
чумного микроба с разным плазмидным составом

Штаммы
Y. pestis

Плазмидный
состав LD50 для белых 

мышей, м.к.

ПА, 
ед./5 х 106 м.к.

СОД,
ед./5 х 106 м.к.

Y. pestis subsp. pestis И-2638

pYP (6 мДа)
pYV (45 мДа)
pYT (61 мДа)

pTP33 (22,5 мДа)

10 5,0 ± 0,70 0,34 ± 0,055

Y. pestis subsp. pestis И-3479
pYP (6 мДа)

pYT (61 мДа)
pTP33 (21,5 мДа)

> 106 ≤ 0,20 0,42 ± 0,07

Y. pestis subsp. pestis И-3480
pYT (61 мДа)

pTP33 (21,5 мДа > 106 ≤ 0,20 0,24 ± 0,04

Y. pestis subsp. pestis И-3560

pYP (6 мДа)
pYV (45 мДа)
pYT (61 мДа)

pTP33 (22,5 мДа)
4 10,30 ± 1,50 0,35 ± 0,05

Y. pestis subsp. altaica И-2359
pYP (6 мДа)

pYV (45 мДа)
pYT (65 мДа)

4 Х 105 8,60 ± 1,30 0,45 ± 0,07

Y. pestis subsp. altaica И-2948 pYV (45 мДа)
pYT (65 мДа)

7 х10 4,60 ± 0,70 0,36 ± 0,05

Y. pestis subsp. altaica И-2948/3 pYT (65 мДа) 2,5 х 108 1,00 ± 0,16 0,29 ± 0,04
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ни ПА чумного микроба может быть использован в 
качестве предварительной оценки его патогенного 
потенциала.

В дальнейшей работе, возможно, следует ис­
пользовать экспериментальный подход, предусма­
тривающий изучение экспрессии адаптивных си­
стем патогенных микроорганизмов в динамике ин­
фекционного процесса. Некоторые исследователи 
применяют такой подход для сравнительной оценки 
роли отдельных факторов патогенности возбудите­
лей инфекционных болезней [10, 11]. 

Выводы
1.	 Достоверных различий по активности суперок­

сиддисмутазы между референтными штаммами 
чумного микроба, выделенными в Алтайском 
горном и Тувинском природных очагах, и их 
изогенными субкультурами не выявлено. 

2.	 Штаммы чумного микроба разных подвидов, 
отличающиеся по плазмидному профилю, обла­
дают протеолитической активностью, уровень 
которой может в некоторой степени зависеть 
от наличия в геноме плазмиды pYV. 
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