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Летальный фактор является одним из ключевых факторов патогенности сибиреязвенного микроба (Bacillus anthracis). 
В данной работе проанализированы нуклеотидные последовательности гена lef, кодирующего летальный фактор 
у 39 штаммов возбудителя сибирской язвы, депонированных в Государственной коллекции патогенных микроорганиз-
мов «ГКПМ-Оболенск». В результате было выявлено 3 сиквенс-типа, один из которых идентичен последовательности 
гена lef референсного штамма Ames Ancestor, а два других содержат одну (2126A→G) и две (895G→A, 2126A→G) 
однонуклеотидные замены. Выявленные замены несинонимичны и приводят к аминокислотным заменам во II 
(266A→T) и IV (676 E→G) доменам белка LF соответственно. Они не влияют на функциональную активность леталь-
ного фактора сибиреязвенного микроба.
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One of the key pathogenicity factors of the anthrax microbe (Bacillus anthracis) is the protein called Lethal factor (LF). In this 
work, we analyzed the allelic polymorphism of the lef gene encoding the lethal factor by the example of 39 B. anthracis strains 
deposited in the State Collection of Pathogenic Microorganisms «SCPM-Obolensk». As a result, 3 sequencetypes were 
identified, one of which is identical to the reference strain Ames Ancestor lef gene sequence, and the other two contain one 
(2126A → G) and two (895G → A, 2126A → G) point mutations which lead to amino acid substitutions in the II (266A → T) 
and IV (676 E → G) domains of the LF protein. Due to the high pathogenicity of the strains from the studied set, these 
substitutions do not seem to affect the functional activity of the B. anthracis lethal factor.
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С ибирская язва – карантинная зоонозная инфекция, 
возбудителем которой является Bacillus anthracis, спо-

рообразующая грамположительная бактерия, относящаяся 
ко II группе патогенности [1]. Источником инфекции являют-

ся больные животные (крупный и мелкий рогатый скот, 
лошади, верблюды, свиньи, олени и др.), их трупы [2, 3] и 
почвенные очаги, возникающие на месте гибели и/или захо-
ронения погибших от сибирской язвы животных. Споры 

Для корреспонденции:

Тимофеев Виталий Сергеевич, ведущий научный сотрудник лаборатории 
микробиологии сибирской язвы ФБУН «Государственный научный центр 
прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора

Адрес: 142279, Московская область, Серпуховский р-н, п. Оболенск, 
ФБУН ГНЦ ПМБ 
Телефон: (4967) 36-0003
E-mail: timofeev_vitalii@mail.ru

Статья поступила 25.03.2019 г., принята к печати 27.06.2019 г.

For correspondence:

Vitaliy S. Timofeev, leading researcher of laboratory  
of microbiology of anthrax State Research Center for Applied  
Microbiology and Biotechnology

Address: SRCAMB, 142279 Obolensk, Serpukhov district, Moscow region, 
Russian Federation
Phone: (4967) 36-0003
E-mail: timofeev_vitalii@mail.ru

The article was received 25.03.2019, accepted for publication 27.06.2019



Ю.О.Гончарова и др. / Бактериология, 2019, т. 4, №2, с. 7–12

8

B. anthracis при благоприятных условиях способны сохра-
няться в почве в жизнеспособном виде в течение сотен 
лет [4]. При этом ряд факторов может способствовать акти-
визации таких почвенных очагов, ярким примером чего 
является вспышка сибирской язвы на полуострове Ямал 
летом 2016 г. [5].

Вирулентность B. anthracis обеспечивают две плазмиды – 
pXO1и pXO2, несущие гены синтеза токсина и поли-γ-глу та-
миновой капсулы соответственно [6]. Основное патогенное 
воздействие на организм хозяина осуществляет трехкомпо-
нентный токсин. Его относят к семейству бактериальных би-
нарных токсинов AB-типа. Он состоит из рецептор-свя зы-
вающей B-части (протективный антиген (PA)) и двух эффек-
торных энзиматических A-частей (летальный фактор (LF) и 
отечный фактор (EF)). Непосредственно патогенное воздей-
ствие на молекулярные мишени клетки хозяина токсин оказы-
вает только в виде комплексов протективного анти гена с от-
ечным фактором (PA-EF) и протективного антигена с леталь-
ным фактором (PA-LF) [7]. Гены, кодирующие компоненты 
токсина, локализованы на плазмиде pXO1: cya (EF), lef (LF), 
and pagA (PA). Контроль их экспрессии осуществляется регу-
ляторными элементами AtxA и PagR, гены которых (atxA, 
pagR) также расположены на данной плаз миде [8, 9]. 

Функционально летальный фактор представляет собой 
цинк-металлопротеазу [10, 11], которая отщепляет N-кон це-
вой пролин-богатый участок у митоген-зависимых протеин-
киназ киназ (MAPKK, или Mek), приводя к ингибированию 
сигнальных путей в клетке хозяина [12]. 

В настоящее время активно изучается аллельный поли-
морфизм факторов патогенности у различных патогенных 
микроорганизмов, что позволяет не только оценить роль от-
дельных аминокислотных замен в патогенезе, но и изучить 
эволюцию этих белков. В частности, такие работы проводят-
ся для возбудителей холеры [13] и чумы [14–16]. 

Что касается сибиреязвенного микроба, существует ряд 
работ, изучающих роль различных аминокислот в функцио-
нальной активности белка LF [10–12, 17–20]. Но в них иссле-
дуются лабораторные мутантные штаммы и рекомбинант-
ные белки, распространенность тех или иных аллелей ле-
тального фактора у природных штаммов B. anthracis остает-
ся неизученной. 

В данной работе мы на основе данных полногеномного 
секвенирования изучили аллельный полиморфизм гена ле-
тального фактора на выборке из 38 природных и одного 
вакцинного штамма сибиреязвенного микроба из нашей 
коллекции.

Таблица 1. Перечень используемых штаммов

Штамм B. anthracis Место выделения Дата выделения Источник
44 Н/Д Н/Д Н/Д
1173 Ставропольский край 19.07.1995 Труп коровы
1183 Кабардино-Балкарская республика 21.07.1998 Почва с места забоя КРС после дезинфекции
1199 Дагестан 30.10.1998 Материал от больного человека
1259 Ставропольский край 27.09.2004 Мясо барана
1273 Волгоградская обл. 19.09.2008 Материал от больного человека
1298 Волгоград 09.08.2010 Сод. везик. больного человека
53169 Н/Д Н/Д Н/Д
1(14) Stavropol Украина 13.11.1957 Шкура козы, завезенная из Эфиопии
1030/213 Карачаево-Черкессия Н/Д Н/Д
1055/38 Самарская обл. 15.04.1993 Смыв с одежды в очаге сибирской язвы
1056/51 Ставропольский край 21.07.1993 Труп человека
11(1940) Туркменистан 24.05.1971 Труп яка
15(1345) Таджикистан 24.05.1971 Труп коровы
157(B-1107) Эстония 01.11.1978 Труп коровы
219/6 Узбекистан 29.08.1976 Труп КРС
331/214 Азербайджан 14.09.1979 Почва
34(738) Казахстан Май 21972 Труп коровы
367/17 Тульская обл. 14.07.1979 Труп человека
46/27 Чечено-Ингушетия 01.07.1968 Соскоб со стены
47/28 Чечено-Ингушетия 29.07.1968 Н/Д
48/29 Чечено-Ингушетия 13.08.1968 Н/Д
52/33 Чечено-Ингушетия 23.08.1968 Н/Д
531/17 Калмыкия 28.08.1981 Труп человека
546/714 Воронежская обл. 19.06.1982 Материал от больного человека
555/288 Оренбургская обл. 28.07.1982 Материал от больного человека
592/10 Молдавия 20.10.1982 Сточные воды кожевенного завода до очистки
644/268 Украина Н/Д Почва скотомогильника
68/12 Азербайджан 12.08.1967 Содержимое карбункула больного человека
7(992) Новгородская область 01.06.1967 Труп коровы
8(2099) Татарстан 01.10.1971 Труп коровы
822/7 Чечено-Ингушетия 27.08.1986 Содержимое карбункула больного человека
914/213 Чечено-Ингушетия 05.07.1988 Сушеное мясо
I-271 ЯНАО Н/Д Труп оленя
I-364 Бурятия 10.07.2008 Труп овцы
LP50/3YA Якутия 2016 Глубокие слои почвы
LP51/4YA Якутия 2017 Глубокие слои почвы
LP53/5YA Якутия 2018 Глубокие слои почвы
STI-1 Лабораторный штамм 1940

*Н/Д – нет данных.
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Материалы и методы

Штаммы 
В работе были исследованы 39 штаммов B. anthracis из 

Государственной коллекции патогенных микроорганизмов 
«ГКПМ-Оболенск» (табл. 1).

Среды и условия культивирования
Культуры исследуемых штаммов выращивали на твер-

дой среде Luria Agar (Sigma-Aldrich) в течение 8–12 часов 
при 37°C.

Выделение ДНК и секвенирование
Выделение ДНК осуществляли с помощью набора 

Genomic DNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific, США) 
согласно инструкции производителя. Полногеномное секве-
нирование проводилось на платформе Illumina MiSeq (США).

Сборка геномов и in silico анализ
Сборки последовательностей плазмиды pXO1 осущест-

вляли на матрицу референсного генома B. anthracis Ames 
Ancestor (plasmid pXO1, GenBank: AE017336.2) с помощью 
программного пакета программы DNASTAR Lasergene 
(США), https://www.dnastar.com/software/lasergene/

Множественное выравнивание, трансляция in silico и 
фило генетический анализ проводились с помощью пакета 
программ Vector NTI 10.0.1. (Invitrogen Corporation, США), 
и MEGA 7.0 (http://www.megasoftware.net) [21].

Индексы разнообразия Симпсона рассчитывали по сле-
дующей формуле: 

D = 1–n(n–1)/N(N–1),
где N – число исследуемых штаммов в выборке; n – число 
штаммов, относящихся к J-генотипу (число штаммов в гено-
типе) [22].

Результаты и обсуждение

В исследованной выборке, состоящей из последователь-
ностей геномов 39 штаммов B. anthracis из «ГКПМ-Оболенск» 
и депонированного в GenBank генома референсного штам-
ма Ames Ancestor (GenBank: AE017336.2), было выявлено 
три сиквенс-типа гена летального фактора lef, включая ис-
ходный, аналогичный сиквенс-типу референсного штамма 
(сиквенс-тип №1), и два измененных. В двух «мутантных» 
сиквенс-типах была выявлена общая для них однонуклео-
тидная замена 2126A→G. Отличие сиквенс-типа №2 от 
исход ного ограничивается только ею, а у сиквенс-типа №3 
была обнаружена дополнительная замена 895G→A (табл. 2). 
Учи тывая относительно большую длину гена lef (2430 п.о.) и 
достаточный размер исследованной выборки (n = 40), обна-
ружение всего двух мутаций (одна из которых встречается 
всего у четырех штаммов) говорит об относительно высоком 
консерватизме последовательности гена lef. В численном 
выражении это подтверждается значением индекса биораз-
нообразия Симпсона D = 0,598718.

Факторы патогенности других микроорганизмов прояв-
ляют более выраженный аллельный полиморфизм. Так, 
Анисимов А.П. и соавт. [14] при анализе 19 последо-
вательностей гена V-антигена (LcrV) Yersinia pestis длиной 
981 п.о. смогли идентифицировать пять сиквенс-типов. 
Следует отметить, что при анализе данных полногеномного 
секвенирования B. anthracis мы обнаруживали одну одно-

нуклеотидную замену на 2,8–3,2. т.п.о. (данные не приводят-
ся), что также указывает на консерватизм генома сибиреяз-
венного микроба. Этот консерватизм, скорее всего, являет-
ся отражением короткой эволюционной истории данного 
патогена и особенностями его жизненного цикла. 

Для определения влияния обнаруженных однонуклеотид-
ных замен на аминокислотную последовательность белка LF 
была проведена трансляция in silico трех выявленных сик-
венс-типов гена lef. При этом оказалось, что обе выявлен-
ных нуклеотидных замены 895G→A и 2126A→G не являются 
синонимичными и приводят к заменам в аминокислотной 
последовательности транслированного белка – аланина на 
треонин в 299 положении и глутаминовой кислоты на глицин 
в 709 положении соответственно. Однако проведенная 
in silico трансляция не учитывает того, что белок LF подвер-
гается посттрансляционной модификации – отщеплению 
N-концевой сигнальной последовательности размером 
33 аминокислоты. Эта модификация не является необходи-
мой для каталитической активности летального фактора, 

Таблица 2. Распределение штаммов B. anthracis по сиквенсти-
пам гена lef
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но она обеспечивает возможность секреции этого белка 
из клетки патогена во внешнюю среду, то есть в организм 
хозяина [23]. После этой модификации размер летального 
фактора сокращается с 809 до 776 аминокислот, и коорди-
наты выявленных аминокислотных замен в процессирован-
ном белке оказываются сдвинутыми на 33 позиции (табл. 3).

Истинное положение выявленных замен важно для опре-
деления их локализации в том или ином домене белка LF. 
В структуре летального фактора выделяют 4 домена:

(1) N-концевой домен I 1 – 263 а. к., обеспечивает связы-
вание LF с протективным антигеном; (2) домен II состоит 
из двух участков: 263–297 и 385–550 а. к., он имеет струк-
турное сходство с ADP-рибозилирующим токсином VIP2 
B. cereus, но утерял последовательность, необходимую для 
связывания NAD и катализа, и кроме того, приобрел замену 
глутаминовой кислоты в 518 положении, необходимой для 
активности ADP-рибозилирующих токсинов на лизин. Этот 
домен может играть роль в распознавании C-концевой части 
субстрата; (3) домен III расположен на участке 303–382 а. к., 
внутри домена II, между его второй и третьей α-спиралями, 
включает 282–382 а.к., представлен пятикратным тандем-
ным повтором. Домен III необходим для распознавания суб-
страта; (4) С-концевой домен IV расположен на участке 
552–776 а.к., внутри него находится цинк-связывающий сайт 
каталитический центр (686–690 а.к.) с классическим моти-
вом His686–Glu687–X– X–His690 [12, 24]. 

Картируя выявленные нами мутации на координаты рас-
положения доменов в летальном факторе, мы можем заклю-
чить, что:

1) уникальная для сиквенс-типа №3 замена 266A→T за-
трагивает третью аминокислоту II домена с N-конца; 

2) общая для сиквенс-типов №№1 и 2 замена 676 E→G 
расположена в IV домене за пределами каталитического 
центра (686–690 а.к.). 

Учитывая, что все сиквенс-типы представлены вирулент-
ными штаммами, за исключением вакцинного штамма 
СТИ-1 (STI-1), можно утверждать, что выявленные мутации 
не снижают функциональной роли белка LF. Если они и 
влияют на каталитическую активность летального фактора, 
эти изменения слишком незначительны и не приводят 
к утере вирулентности штаммов. 

Замена 676 E→G достаточно широко распространена, 
встречаясь более чем у половины исследованной выборки, 
что позволяет предположить ее широкое распространение 
в глобальной популяции сибиреязвенного микроба. 

Вторая выявленная нами мутация 266A→T, напротив, об-
наружена только у сиквенс-типа №3, представленного всего 
лишь четырьмя штаммами. Интересно, что несмотря на ма-
лочисленность данной группы, ранее было показано, что все 
штаммы этого сиквенс-типа являются филогенетически 
близкими между собой как по MLVA-, так и по SNP-профилю, 
входя в отдельный «сибирский» кластер в рамках эволюци-
онной линии «B» вместе со штаммами, выделенными на 
Ямале в ходе вспышки сибирской язвы в 2016 г. (не вошли 
в данное исследование) [4]. Следовательно, можно пред-
положить, что она является характерной для штаммов 
B. anthracis, эндемичных для Сибири, и является значимой 
с точки зрения эволюции и филогеографии сибиреязвенного 
микроба (рисунок).

Таблица 3. Аминокислотные замены в летальном факторе, 
обнаруженные при трансляции in silico исследуемой выборки 
штаммов

Нуклео-
тидная 
замена

Амино-
кислотная 

замена

Координаты замещенной 
аминокислоты

Домен 
белка LF

Число 
штаммов

в непроцес-
сированном 

белке

в процес-
сированном 

белке
895G→A A→T 299 266 II 4
2126A→G E→G 709 676 IV 21

Рисунок. Филогенетическое дерево, построенное по алгоритму 
UPGMA, для последовательностей гена lef штаммов исследуе-
мой выборки и референсного штамма Ames Ancestor.
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Таким образом, аллельный полиморфизм гена lef в изу-
ченной выборке штаммов B. anthracis не влияет на функцию 
белка и достаточно ограниченно отражает филогенети-
ческую структуру глобальной популяции сибиреязвенного 
микроба. Хотя, тем не менее, нуклеотидная замена 895G→A 
позволила нам дифференцировать сибирский кластер 
штаммов в пределах эволюционной линии B.
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