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 Проведен анализ экспрессии генов V. cholerae, входящих в состав островка патогенности VcB, с 
помощью приема полногеномного секвенирования транскриптома. Островок обнаружен только 
у tcpA+ холерных вибрионов и расположен на второй хромосоме. В работе использовали два 
штамма V. cholerae О1 ctxA+ tcpA+ и один штамм V. cholerae O1 ctxA– tcpA–. Пул суммарной 
РНК выделяли по методике, основанной на дифференциальном осаждении, в присутствии ионов 
лития. В суммарном пуле секвенированной РНК была идентифицирована транслируемая РНК 
более 3 500 известных генов холерного вибриона. В составе пула суммарной РНК, выделенной из 
двух токсигенных штаммов, обнаружены РНК-транскрипты пяти генов, входящих в островок 
патогенности VcB, исключая ген VCA0282, идентифицированный ранее как ISVch5-транс-
позаза. В составе пула суммарной РНК из штамма V. cholerae O1 ctxA– tcpA– не обнаружены 
транскрипты двух генов – ранее описанного VCA0282-транспозазы и VCA0283. Возможным 
объяснением может быть существование копий этих генов в других участках генома вибрионов 
ctx– tcpA–.  
Ключевые слова: V. сholerae, островок VcB, транскриптом, полногеномное секвенирование. 
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 The aim of the study was to analyze the expression of V. cholerae genes that are part of the VcB island 
by means of full-genomic sequencing of the transcriptome. The VcB island is localized on the second 
chromosome in all toxigenic vibrios studied and is absent in the atoxigenic apiliated strains. Two strains 
of V. cholerae O1 ctxA+ tcpA+ and one strain V. cholerae O1 ctxA– tcpA– were studied. The pool of 
total RNA vibrios was isolated by a technique based on differential precipitation in the presence of 
lithium ions. In the total pool of sequenced RNA, RNA encoded in the order of 3 500 by known cholera 
vibrio genes was identified. In a pool of total RNA from two ctx + tcpA + strains RNA transcripts were 
found for the five genes included in the VcB island, excluding the VCA0282 gene, previously identified 
as the ISVch5-transposase. In the the pool of total RNA from the ctx– tcpA– strain no transcripts of the 
two genes previously described as VCA0282-transposase and VCA0283 were detected. A possible 
explanation may be the existence of copies of these genes in other parts of the genome of the ctxA– tcpA– 
V. cholerae. 
Key words: V. cholerae, VcB ISLAND, transcript, whole genomic sequencing. 

 

 

На основании ежегодного мониторинга кон-
таминации холерными вибрионами О1- и О139-
серогрупп поверхностных водоемов Российской 
Федерации получены данные о возможности 
длительного сохранения нетоксигенных холер-
ных вибрионов в некоторых водных объектах с 
определенными эколого-гигиеническими усло-
виями, что, однако, не исключает вероятность 
их заносов [3, 5]. Анализ VNTR-генотипов вы-
деленных культур позволил сделать вывод о воз-
можном длительном пребывании вибрионов в 
водных объектах [3, 5].  

Одним из генетических признаков аутох-
тонных ctxA– tcpA–-штаммов V. cholerae O1, 
выделенных на территории Российской Феде-
рации, является отсутствие островка патоген-
ности VcB. У токсигенных штаммов эта гене-
тическая структура локализована на второй 
хромосоме [1]. В составе островка VcB локали-
зовано шесть генов, возможная роль которых в 
реализации патогенных свойств вибрионов ос-
тается неизученной, что делает целесообраз-
ным их углубленное изучение с использовани-
ем современных методов молекулярной биоло-
гии. Одним из таких методов является транс-
криптомный анализ экспрессии генов. 

Транскрипто́м – совокупность всех транс-
криптов, синтезируемых клеткой, включая ин-

формационные РНК и некодирующие РНК. 
Анализ транскриптома с помощью приема пол-
ногеномного секвенирования является одним из 
наиболее точных и чувствительных методов 
оценки тонких регуляторных механизмов бак-
териальной клетки. Изучение транскриптома 
позволило охарактеризовать ответ различных 
вибрионов на условия внешней среды и макро-
организма [7, 13].  

Цель исследования – анализ экспрессии 
генов V. cholerae, входящих в состав островка 
VcB, с помощью приема полногеномного сек-
венирования транскриптома.  

Материалы и методы. В работе использо-
вали клинические токсигенные (ctxA+ tcpA+) 
штаммы V. cholerae О1 № 569В, 5879 и атокси-
генный (ctxA– tcpA–) штамм V. cholerae О1 
№ 20000, выделенный из реки Темерник в 2016 
году. Культуру каждого штамма засевали в 
10 мл жидкой питательной среды (синказная, 
синтетическая, триптоновая, LB, AKI) в кон-
центрации 104. Культивирование проводили  
с принудительной аэрацией на шейкере 
1 200 об./мин при 33 °С в течение 16 часов [2]. 
Далее из каждой пробы отбирали по 1 мл 
культуральной среды, клетки в планктонной 
фазе осаждали центрифугированием при 
14 000 об./мин при 4 °С и использовали для 
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тодике, основанной на дифференциальном осаж-
дении в кислых условиях биополимеров бакте-
рий в присутствии ионов лития. Синтез кДНК 
проводили с помощью набора «Реверта» (ИЛС, 
Москва). Полногеномное секвенирование про-
водили на секвенаторе MiSeq (Illumina) [4].  

Оценку первичных данных секвенирования 
проводили с использованием программы 
FastQC [6]. Для тримминга и коррекции ридов 
использовали алгоритмы Trimmomatic [8] и 
Lighter [10]. Анализ транскриптома проводили 
с помощью программ TopHat [11] и Bowtie [9]. 
Авторское программное обеспечение для обра-
ботки данных разрабатывали на языках про-
граммирования Java и Python. 

Количественный анализ экспрессии генов 
проводили по показателю FPKM (fragments per 
kilobase per million mapped reads), рассчиты-
ваемому по алгоритму Cufflinks [12]. 

Результаты исследования. В суммарном 
пуле секвенированной РНК трех исследован-
ных штаммов в планктонной форме, выращен-
ных в различных условиях, с помощью автор-
ской программной обработки была идентифи-
цирована РНК, кодируемая примерно 3 500 из-
вестными генами холерного вибриона. Следует 
отметить, что спектр экспрессируемых генов у 
различных изученных штаммов несколько 
варьировал. Так, в структуре генома штамма 
5879, использованного в настоящем исследова-
нии, ранее было идентифицировано 3 699 генов 
(GenBank Accession Number PQBQ00000000.1). 
В то же время в геномах некоторых штаммов 
V. сholerae различными группами авторов вы-
явлено от 3 504 (штамм 16961, GenBank 
Accession Numbers AE003852.1, AE003853.1) до 
3 907 (штаммы 2012EL-2176, CP007634.1, 
CP007635.1) генов. На основании этого можно 
сделать вывод, что у вибрионов, изученных в 
условиях эксперимента, экспрессируется абсо-
лютное большинство известных генов. 

Далее нами был изучен профиль транс-
крипции генов, входящих в состав островка 
патогенности VcB. Данный островок локализо-
ван на второй хромосоме у всех изученных ток-
сигенных вибрионов и отсутствует у атокси-
генных апилированных штаммов [1]. В его со-
став входят шесть генов VCA0281—VCA0286 
(табл. 1). В составе пула суммарной РНК из 
двух  штаммов  ctxA+  tcpA+  V. cholerae  O1,  

культивированных на всех питательных средах, 
РНК-транскрипты были обнаружены для всех 
генов, за исключением гена VCA0282, коди-
рующего ISVch5-транспозазу (табл. 2) [1]. Учи-
тывая, что транспозаза – это фермент, катали-
зирующий вырезание, перенос ДНК, связыва-
ющий одноцепочечную ДНК и встраивающий 
последнюю в геномную ДНК, возможно, что в 
изученных условиях культивирования транспо-
заза не экспрессируется клетками вибрионов и 
является «молчащим» геном, который не транс-
лируется в белковую структуру. Это неудиви-
тельно, поскольку экспрессия подобных фер-
ментов реализуется в условиях стрессового от-
вета и включается в ответ на стрессовые усло-
вия, сопровождающиеся появлением в клетках 
одноцепочечной деградированной ДНК. Кроме 
того, учитывая присутствие гена VCA0282 в 
составе суммарной ДНК вибрионов 5879 и 
569В, необнаружение транскриптов свидетель-
ствует об отсутствии примеси ДНК вибрионов 
в препарате суммарной РНК, использованной 
для секвенирования. Отсутствие транскриптов 
гена VCA0282 при наличии этого гена в геноме 
анализируемого штамма может служить своего 
рода «отрицательным контролем» при прове-
дении дальнейших исследований подобного 
рода на холерном вибрионе.  

В составе пула суммарной РНК из планк-
тонной формы атоксигенного (ctxA– tcpA–) 
штамма V. cholerae № 20000 отсутствовали 
транскрипты двух генов (VCA0282 и 
VCA0283). При этом ген VCA0283 содержит 
вариабельный тандемный повтор VcB, отсутст-
вие которого ранее неоднократно было показа-
но у всех ctxA– tcpA–-штаммов холерного виб-
риона [1, 3, 5]. Обнаружение в пуле РНК-транс-
криптов у штамма V. cholerae № 20000 генов 
VCA0281 (кодирующий интегразу), VCA0284 
(гипотетический уропатогенный белок) и 
VCA0285 (гипотетический белок) оказалось не-
ожиданным, поскольку у штамма 20000 отсут-
ствует островок VcB. Возможным объяснением 
этому может быть либо наличие близких ана-
логов указанных генетических структур, либо 
существование делетированного островка VcB 
в других участках генома вибрионов. Деталь-
ные дополнительные исследования на большом 
наборе ctxA– tcpA–-штаммов, выделенных на 
территории Российской Федерации, позволят 
разобраться в этом интересном вопросе.  

Таблица 1. Характеристика генов и их продуктов, находящихся  
внутри островка патогенности VcB V. cholerae  

Table 1. Characteristics of genes and their products inside the island of pathogenicity VcB V. cholerae 
Обозначение генов островка VcB  

в полногеномных сиквенсах штаммов Размер (п.о.) 

V. cholerae 5879 V. cholerae N16061 V. cholerae MJ-1236  
Ген, возможный продукт 

– VCA0281 CDS 23 972 Интеграза* 
C3B50_12975 VCA0282 CDS 24 981 ISVch5-транспозаза* 

C3B50_12970 VCA0283 CDS 25 1 242 Гипотетический белок. Содержит  
вариабельный тандемный повтор VcB

C3B50_12965 VCA0284 CDS 26 531 Уропатогенный белок* 
C3B50_12960 VCA0285 CDS 27 672 Гипотетический белок 
C3B50_12955 VCA0286 CDS 28 351 Гипотетический белок 

* Функция генов определена по данным полногеномного сиквенса штамма V. cholerae MJ-1236. 
* The function of the genes identified according to the genome sequence of a strain of V. cholerae MJ-1236 
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а Таблица 2. Количественный анализ экспрессии генов V. cholerae, входящих в островок VcB,  

рассчитанный по показателю FPKM, определенному по алгоритму Cufflinks [11]  
Table 1. Quantitative analysis of the genes expression of V. cholerae included in the island of VcB  

calculated by the index FPKM defined by the algorithm Cufflinks [11] 
Штамм V. cholerae и среда инкубации 

V. cholerae 20000 V. cholerae 5879 V. cholerae 569В Ген 
1 2 3 4 5 2 3 4 3 4 5 

VCA0281 337 414 481 282 420 222 299 373 315 351 361 
VCA0282 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
VCA0283 0 0 0 0 0 68 210 267 225 111 166 
VCA0284 530 321 128 718 403 372 652 195 245 230 219 
VCA0285 471 305 260 458 333 289 304 241 203 357 217 
VCA0286 333 219 187 0 231 272 0 0 247 225 218 

Примечание. Жидкие питательные среды, использованные для культивирования: 1 – синказная, 2 – синтетическая, 3 – трипто-
новая, 4 – LB, 5 – среда AKI.  
Note. Liquid culture media used for cultivation: 1 – sinkazny, 2 – synthetic, 3 – triptonew, 4 – LB, 5 – the AKI environment 

 
Заключение. Таким образом, на модели 

островка патогенности VcB разработан прием 
анализа суммарного пула РНК холерного виб-
риона с помощью полногеномного секвениро-
вания. В случае расширения спектра анализи-
руемых генов и условий культивирования дан-
ный метод будет полезен при изучении законо-
мерностей ответа холерного вибриона на раз-
личные внешние факторы, включая условия 
макроорганизма. Кроме того, этот подход пер-
спективен для поиска генов, продукты которых 
принимают участие в реализации патогенных 
свойств вибрионов, и для выявления возмож-
ных мишеней для серодиагностики, поскольку 
позволяет на первоначальном этапе биоинфор-
мационного анализа исключить из дальнейшей 
работы «молчащие» гены. Данный способ мо-
жет быть использован и на модели других пато-
генных микроорганизмов. 
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