
248

Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия № 3, Том 4, 2002

УДК 579.842.23.022

Молекулярные аспекты вирулентности
иерсиний

Г.Я. Ценева, Н.Ю. Солодовникова, Е.А. Воскресенская
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Л. Пастера, Санкт�Петербург, Россия

Проанализирована и обобщена информация
отечественных и зарубежных исследователей о
патогенных свойствах иерсиний, особенностях
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pathogenic patterns of yersiniae, peculiar proper�
ties of the molecular and genetic mechanisms that
regulate the expression of the factors of the patho�
genesis are analysed and summarized. Data on the
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Введение

Род Yersinia включает 11 видов бактерий [1]. Из
них 3 вида – Y. pestis, Y. pseudotuberculosis и Y. ente�
rocolitica – являются хорошо документированными
возбудителями инфекционных болезней человека.
Накоплена значительная информация об эпидемио�
логических, микробиологических, биохимических,
молекулярно�генетических основах жизнедеятель�

ности этих бактерий, а также о клинических аспек�
тах вызываемых ими болезней.

В данном обзоре обобщены молекулярные и ге�
нетические данные о патогенных свойствах
Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica и о «вкладе»
отдельных детерминант в развитие инфекционного
процесса. По ряду аспектов проводится сравнение
свойств этих бактерий со свойствами Y. pestis.
По последним данным, эволюционным предшест�
венником Y. pestis является Y. pseudotuberculosis
серотипа О:1b [2]. Соответсвенно у этих видов
наблюдается большая степень родства между от�
дельными детерминантами патогенности.
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Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica широко
распространены в природе. Они выделяются из
овощей, фруктов, мяса, молочных продуктов, воды,
почвы, у некоторых видов животных, птиц и чело�
века. Это факультативно�анаэробные грамотрица�
тельные палочки [1], жизненные циклы которых
зависят от условий окружающей среды.

Бактерии метаболически более активны при
температуре 30°С [1, 3]. В этих условиях они обла�
дают подвижностью. Повышение температуры
окружающей среды от 30 до 37°С, происходящее,
например, при попадании бактерий в организм мле�
копитающего, приводит к утрате перитрихий [1, 3,
4]. Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica в отличие
от Y. pestis являются психрофильными бактериями,
способными к росту и размножению при более низ�
кой температуре.

Патогенность иерсиний зависит от наличия плаз�
мид [5]. Известно, что Y. pseudotuberculosis включает
только патогенные штаммы. Известно 6 серотипов
Y. pseudotuberculosis. Выделяют как патогенные, так и
непатогенные штаммы Y. enterocolitica. Помимо деле�
ния на серогруппы по липополисахаридному комп�
лексу Y. enterocolitica подразделяется на 6 биогрупп
по биохимическим признакам [6]. Отличительной
особенностью авирулентных изолятов от остальных
состоит в их способности утилизировать салицин,
эскулин и продуцировать пиразинамидазу [6]. Ос�
тальные биогруппы (1b, 2, 3, 4, 5, 6) наиболее близки
патогенному фенотипу. У Y. enterocolitica известно
примерно 60 серогрупп, из которых лишь 11 вызыва�
ют заболевания людей [6].

Наиболее распространенный способ инфициро�
вания людей и животных – попадание иерсиний
в желудочно�кишечный тракт с пищей. Следует за�
метить, что заражение может происходить через
продукты, хранящиеся в холодильнике.

Таким образом, входными воротами иерсиний
является, как правило, желудочно�кишечный тракт
(ЖКТ) хозяина.

В генезе болезней, вызываемых иерсиниями, как
и другими патогенными микробами, первостепен�
ную роль играют адгезия бактерий к слизистой обо�
лочке кишечника, ее колонизация и последующая
инвазия. При этом микроб должен пройти адапта�
цию к температуре тела хозяина [6], так как темпера�
тура среды его обитания, как правило, ниже таковой.

Считают, что развитие инфекционного процес�
са, связанное с активным размножением иерсиний
внутри тканей, возможно только при наличии у них
плазмиды pYV (plasmid for Yersinia virulence) разме�
ром 70–75 тыс. пар оснований [7, 8]. Эта плазмида
придает содержащим ее штаммам устойчивость к
действию иммунной системы человека или живот�

ных [9, 10]. В литературе, однако, встречаются све�
дения об обнаружении у пациентов с различными
нарушениями функции ЖКТ так называемых непа�
тогенных серобиотипов Y. enterocolitica.

Инфекции, вызываемые Y. pseudotuberculosis и
Y. enterocolitica, характеризуются как инвазивные си�
стемные болезни. Клинические проявления включа�
ют энтериты, энтероколиты, острый аппендицит,
терминальный илеит, мезентериальный аденит, фо�
кальные абсцессы, пневмонии, менингиты, эндокар�
диты, фарингиты. Y. enterocolitica могут вызывать
бактериемию с последующей септицемией. Наибо�
лее часто за энтеритами следуют иммунопатологиче�
ские постинфекционные синдромы, такие, как арт�
риты и узловатая эритема.

Итак, патогенные свойства иерсиний, полно�
стью проявляющиеся лишь в условиях роста при
температуре 37 °С, определяются набором генов,
многие из которых являются, по�видимому, термо�
регулируемыми и расположены не только на плаз�
миде pYV, но и в хромосомных локусах.

Факторы адгезии, колонизации
и инвазии у иерсиний

Накопленные данные позволяют сделать вывод
о существенных отличиях между Y. pseudotuberculo�
sis и Y. enterocolitica по способности к инвазии эука�
риотических клеток [11]. Принято считать, что
Y. pseudotuberculosis является высокоинвазивным
микробом. Y. enterocolitica представляет собой гете�
рогенную группу, но в целом этот микроб менее ин�
вазивен. Для него более характерны адгезия к эука�
риотическим клеткам и первоначальная колониза�
ция интестинального слоя. Оба вида проявляют
одинаковую способность к адгезии эукариотиче�
ских клеток [11].

У иерсиний известно несколько белков, опосре�
дующих прикрепление патогена к поверхности эу�
кариотических клеток: адгезин (YadA), инвазин,
белок Ail и адгезин, родственный антигену рН6.

YadA кодируется плазмидой [12] и обнаружива�
ется только у Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica.
Более подробно он будет описан в разделе, посвя�
щенном плазмиде pYV.

Инвазин обеспечивает не только прикрепле�
ние к поверхности, но и проникновение внутрь
клеток хозяина. Его кодирует хромосомный ген
inv, который присутствует у всех трех видов рас�
сматриваемых иерсиний [8, 13]. У Y. pestis этот
ген неактивен из�за мутации в области рамки счи�
тывания [14].

Белок Ail кодируется хромосомой и также опо�
средует адгезию и инвазию. Однако его активность
более специфична по сравнению с инвазином.
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Антиген рН6 обнаруживается только у Y. pseudo�
tuberculosis и Y. pestis. Он является хромосомным
продуктом (его структурные и регуляторные едини�
цы кодируются опероном psaEFABC) и экспресси�
руется максимально при температуре 37°С и низком
значении рН.

Этот белок имеет существенное значение для ви�
рулентности Y. pestis. У Y. pseudotuberculosis он опо�
средует гемагглютинацию и адгезию к культивируе�
мым клеткам млекопитающих [15].

Инвазин

Первоначально инвазин был обнаружен и оха�
рактеризован у Y. pseudotuberculosis [16]. Это белок
с молекулярной массой 103 кДа, локализованный в
наружной мембране и состоящий из 987 остатков
аминокислот. Он непосредственно участвует в при�
креплении к клеткам млекопитающих, связываясь с
β1�интегринами – рецепторами межклеточного вза�
имодействия и передачи сигналов у эукариот [17].

Мутантные штаммы Y. pseudotuberculosis, де�
фектные по инвазину, не могут проникать из ки�
шечника в пейеровы бляшки (noduli lymphatici
aggregati) и лишь колонизируют кишечный эпите�
лий. Интересно, что белок Y. pseudotuberculosis ин�
дуцирует образование псевдоподий, хемотаксиче�
скую и гаптотаксическую миграции человеческих
Т�лимфоцитов [18]. Аттрактивное свойство инва�
зина опосредуется через β1�интегрины лимфоид�
ных клеток. Эта способность, возможно, играет
опредленную роль в патогенезе инфекций,
обусловленных иерсиниями, так как вызывает
миграцию лимфоцитов в экстраинтестинальное
пространство.

Продукт гена inv у Y. enterocolitica также охарак�
теризован [19]. Он состоит из 835 аминокислот,
имеет массу 100 кДa, локализован в наружной мем�
бране и также способствует прикреплению к клет�
кам хозяина и инвазии.

Ген inv Y. enterocolitica схож с inv�геном из
Y. pseudotuberculosis (гомология составляет 73%)
[16, 20]. Инвазины обоих видов имеют очень сход�
ные аминокислотные последовательности на С�тер�
минальном участке (общая гомологичность состав�
ляет 77%) [16, 19]. У инвазина из Y. pseudotuberculo�
sis два небольших участка на N�конце и последова�
тельность в середине белка из 99 аминокислот, не
гомологичны инвазину Y. enterocolitica [19].

При исследовании инвазина из Y. enterocolitica
было обнаружено, что он имеет единственный уча�
сток в середине белковой молекулы, который рас�
полагается на поверхности внешней мембраны [19],
тогда как С�терминальная часть находится либо
внутри молекулы, либо в периплазме. При поиске в

генетической базе данных не выявлено значитель�
ной гомологии инвазинов из этих видов бактерий с
другими известными последовательностями [19].

Количество инвазина у Y. enterocolitica, как и у
Y. pseudotuberculosis, зависит от окружающей темпе�
ратуры. Оно максимально при температуре
28–30°С, но не при 37°С. Это согласуется с тем, что
штаммы Y. enterocolitica, растущие при температуре
30°С, инвазивнее штаммов, выросших при более
высокой температуре. Снижение температуры по�
ложительно влияет и на количество inv�специфиче�
ского посредника у Y. enterocolitica.

Ген инвазина обнаруживается как у патогенных,
так и у непатогенных штаммов иерсиний. В связи с
этим обстоятельством роль инвазина в патогенезе
менее определенная. Считается, что непатогенные
штаммы иерсиний содержат функционально неак�
тивный ген инвазина, поскольку они не способны
проникать внутрь НЕр�2 клеток, а при введении в
эти штаммы интактного inv�гена их способность к
адгезии и инвазии восстанавливается.

Французские исследователи выразили сомне�
ние относительно участия инвазина в инфекцион�
ном процессе у людей, инфицированных Y. pseudo�
tuberculosis [21], так как при их обследовании не бы�
ло обнаружено антител к инвазину. Не обнаружи�
вались они и у мышей, перорально зараженных
вирулентными штаммами. Авторы полагают, что
поскольку инвазин in vitro экспрессируется макси�
мально при температуре 30°С, а не при 37°С, то в
кишечнике этот антиген не представлен иммунной
системе для выработки антител. То есть, по�види�
мому, он не участвует в процессе инвазии in vivo.

Однако существует и другое мнение о роли ин�
вазина в инфекционном процессе, особенно на ран�
них стадиях [4]. При попадании иерсиний внутрь
организма микробные клетки имеют на своей по�
верхности белки, экспрессирующиеся при низкой
температуре окружающей среды. Одной из таких
структур и является инвазин, максимальное коли�
чество которого, как указано выше, синтезируется
при температуре 28–30°С.

Таким образом, инвазин может участвовать в
проникновении патогена внутрь эпителия кишеч�
ника уже на самых ранних стадиях инфекции. Эти
данные согласуются с результатами опытов на
культуре клеток и на животных [22], в которых бы�
ло показано, что успешная инвазия иерсиний зави�
сит от температуры предварительного культивиро�
вания микроба.

Итак, с понижением температуры роста и появ�
лением у бактерий подвижности и адгезивных
свойств эта способность усиливается, а при повы�
шении температуры, вызывающей утрату подвиж�
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ности и адгезивности, ослабляется. Кроме того, бы�
ло показано, что летальный исход у мышей, зара�
женных перорально Y. pseudotubercidosis, наблюдал�
ся чаще, если возбудитель выращивался при темпе�
ратуре 6–8°С, чем при заражении возбудителем,
выращенным при температуре 36–37°С.

Белок Ail

Помимо inv�гена у патогенных штаммов Y. entero�
colitica инвазивность опосредуется еще одним хромо�
сомным геном – ail (attachment invasion locus) [20].
Ген ail кодирует белок с молекулярной массой 17 кДa
[23], который локализуется на поверхности клетки.

Аналогично inv�гену экспрессия ail�гена зависит
от температуры. Одни авторы говорят о влиянии на
эту зависимость фазы роста бактерий, в логарифми�
ческой фазе белка образуется больше при температу�
ре 30°С, а в стационарной – при 37°С [24]. Другие от�
мечают, что в стационарной фазе роста значитель�
ные количества белка Ail обнаруживаются только
при 37°С, а не при более низких температурах [25].
Интересно, что мутанты по инвазину Y. enterocolitica
в условиях роста при температуре 30°С не могут про�
никать внутрь клеток млекопитающих из�за отсутст�
вия у них продуктов генов ail и inv [25].

Помимо участия в адгезии/инвазии белок Ail
патогенных Y. enterocolitica придает им устойчи�
вость к воздействию человеческой сыворотки [24].
Ген ail имеет гомологию с некоторыми другими ге�
нами, кодирующими белки бактерий семейства
Enterobacteriaceae, которые придают клеткам устой�
чивость к воздействию человеческой сыворотки, но
не имеют принципиального значения для адге�
зии/инвазии.

Считается, что ген ail присутствует только у пато�
генных видов и штаммов рода Yersinia [24]. Согласно
другим сообщениям, ген ail характерен только для
вирулентных штаммов Y. enterocolitica [4, 26]. Тем не
менее при исследовании мутантного по гену inv
штамма Y. pseudotuberculosis была обнаружена его
термоиндуцируемая адгезия к культивируемым
клеткам млекопитающих, которая, как оказалось,
опосредуется последовательностями, гомологичны�
ми локусам генов ail Y. enterocolitica и psa Y. pestis [27].

Исследование роли гена ail, как и гена inv, про�
водилось главным образом на линиях культивируе�
мых клеток. Продукты генов ail и inv у Y. enteroco�
litica способны независимо вызывать адгезию и ин�
вазию культуры эпителиальных клеток, что было
установлено в экспериментах с использованием не�
ивазивной E. coli K�12.

В клетки E. coli вводили рекомбинантную ДНК,
содержавшую ail� или inv�гены Y. enterocolitica.
Штаммы, содержавшие ген ail, прикреплялись к

клеткам НЕр�2, но плохо проникали внутрь. В опы�
тах с линией клеток СНО штаммы, содержавшие
ген ail, проникали внутрь клеток с такой же эффек�
тивностью, что и бактерии, содержавшие ген inv.
Авторы пришли к выводу, что энтеропатогенные
бактерии обладают поверхностными белками, про�
являющими тканевую тропность: инвазин способ�
ствует проникновению внутрь клеток одного типа,
белок Ail – другого [20].

Дальнейшие исследования результатов транс�
формации ail�гена из патогенного штамма Y. entero�
colitica в непатогенный показали, что в отличие от
рекомбинантных E. coli рекомбинантные штаммы
Y. enterocolitica не приобретают способность при�
крепляться к клеткам млекопитающих и проникать
в них [24]. Авторы предполагают, что непатогенные
штаммы могут содержать какой�либо ингибитор,
препятствующий взаимодействию белка Ail с по�
верхностью клеток млекопитающих, либо, наобо�
рот, вовсе не содержат некий фактор Аil�взаимо�
действия. Возможно, что на экспозицию белков Ail
на поверхность внешней мембраны и их функцию
влияет липополисахаридный состав мембраны [24].

Сравнительное исследование in vitro и in vivo
свойств мутантного по гену ail штамма Y. enteroco�
litica, показало, что in vitro белок Ail вносит «вклад»
в устойчивость микроба к сыворотке и в инвазий�
ный фенотип Y. enterocolitica. Однако in vivo в моде�
лях на мышах белок Ail не требовался для начала и
генерализации инфекции. Авторы исследовали ме�
тодом иммуноблотинга наличие белка Ail у бакте�
рий и обнаружили его экспрессию только через 48 ч
после заражения мышей.

Необходимо отметить, что эти данные согласу�
ются с уже описанной ранее моделью начального
этапа инфекции [4]. В ней первичным фактором ад�
гезии и инвазии является инвазин, уже экспресси�
рованный на поверхности клеток иерсиний при их
попадании внутрь хозяина. По�видимому, белок Ail
действует как вторичный фактор уже после адапта�
ции клеток бактерий к температуре тела хозяина.

Фибриллярные структуры

У Y. enterocolitica описана структура, аналогич�
ная рН6�антигену Y. pseudotuberculosis и Y. pestis
[28] и образующая фимбрии. Главная единица это�
го антигена – белок 21 кДа – кодируется хромосом�
ным геном myfA (mucoid Yersinia factor). Экспрес�
сия белков Myf регулируется на уровне транскрип�
ции температурой и рН. Ген myfA транскрибирует�
ся при температуре 35°C и низком значении рН и
подобно энтеротоксину только в стационарной
фазе роста [29]. MyfA имеет 44% гомологии с рН6�
антигеном Y. pestis [30].
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Изучение распространенности белка MyfA сре�
ди различных видов иерсиний выявило, что он по�
добно гену yst энтеротоксина встречается у пато�
генных серотипов Y. enterocolitica [30]. Фибрилляр�
ные структуры Y. enterocolitica, по�видимому, могут
участвовать в адгезии и колонизации эпителия ки�
шечника млекопитающих. Наличие энтеротоксина
и фибриллярных структур у бактерий данного вида
также ассоциируется с диареей у источников выде�
ления.

В последнее время появились сообщения о ро�
ли М�клеток иммунной системы хозяина в перено�
се бактерий через эпителий кишечника [31]. Воз�
можно, что они являются важнейшими сайтами
адгезии и «воротами» для проникновения энтеро�
патогенных бактерий. Существуют клинические
экспериментальные данные о том, что на ранних
стадиях инфекции М�клетки эпителиальных фол�
ликул транспортируют энтероинвазивные бакте�
рии таких родов, как Salmonella, Yersinia и Shigella
[31]. Механизмы адгезии и инвазии, выявленные
на линиях эпителиальных клеток, также использу�
ются этими бактериями для проникновения
внутрь М�клеток.

Известно, что у Y. pseudotuberculosis прикрепляет�
ся к М�клеткам посредством взаимодействия инва�
зина, экспрессированного на наружной мембране па�
тогена, и β1�интегрина на поверхности М�клеток
[32]. После переноса с помощью М�клеток через эпи�
телий кишечника бактерии прикрепляются к фаго�
цитарным клеткам, преимущественно к макрофагам.

Роль плазмиды вирулентности иерсиний
в развитии инфекционного процесса

Как уже отмечалось, для максимального прояв�
ления патогенных свойств необходимы присутст�
вие в клетках иерсиний плазмиды pYV и экспрес�
сия кодируемых ею белков. Размеры плазмиды со�
ставляют около 70 тыс. пар оснований. Плазмида
вирулентности иерсиний не является конъюгатив�
ной. Кроме того, она несовместима с половым фак�
тором F, то есть pYV не способна самостоятельно
проникать в клетки или переноситься в них каким�
либо агентом.

Известно, что штаммы иерсиний, обладающие
плазмидой вирулентности, проявляют следующие
фенотипические признаки, зависящие от темпера�
туры среды:

– клеточную адгезию, аутоагглютинацию и по�
верхностную агглютинацию;

– зависимость роста от концентрации Са2+

в среде культивирования;
– синтез белков наружной мембраны (OMPs),

в том числе V� и W�антигенов;

– высвобождение белков в среду культивиро�
вания;

– повышенную гидрофобность клеточной по�
верхности;

– летальность мышей при заражении Y. pestis,
Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica серовара O:8
(но не другими сероварами Y. enterocolitica).

Организация pYV

Белки, кодируемые плазмидой вирулентности
иерсиний, можно разделить на следующие группы.

1. Белок YadA (адгезин) и липопротеин YlpA
[33, 34].

2. Белки Yops (от Yersinia outer protein) – извест�
но примерно 13 полипептидов [35], около 10 белков
обнаруживаются в культуральной жидкости; в не�
которых работах их классифицируют как Rps

(released proteins), или как секретируемые белки.
Эти белки делят по крайней мере на три группы

[36]:
а) белки�эффекторы – направляются внутрь

клетки�мишени (YopE, YopH, YpkA/YopO,
YopJ/YopP, YopM, YopT);

б) белки, необходимые для переноса эффекто�
ров через клеточную мембрану хозяина – порообра�
зующие YopB и YopD, вспомогательный LcrV;

в) белки, участвующие в регуляции переноса эф�
фекторов внутрь клетки�мишени – YopN/LcrE,
ТуеА, LcrG, (LcrV), YopK/YopQ.

3. Белки, образующие аппарат секреции Yops – ко�
дируются 20 генами ysc (Yersinia sec�retion) [36].

4. Белки, регулирующие экспрессию генов yops.
К настоящему времени плазмида вирулентности

полностью секвенирована у всех трех видов пато�
генных иерсиний. Достаточно подробно изучены
расположение генов и их регуляция.

Гены организованы в несколько моно� и полици�
стронных оперонов. Полицистронные опероны по�
мимо yops также кодируют белки, участвующие в ре�
гуляции Yops, а также шапероны (внутриклеточные
переносчики) для yops, которые не имеют сигналь�
ной последовательности [37, 38]. Дополнительные
полицистронные опероны кодируют другие регуля�
торные белки, а также белки аппарата секреции Yops

[39, 40]. Все изученные уор опероны и некоторые ре�
гуляторные опероны объединены в так называемый
уор регулон (или вирулон), который в конечном
итоге находится под контролем белка YmoA [41].

Адгезин и липопротеин, функции и «вклад»
в вирулентность иерсиний

YadA (Yersinia adhesin А; первоначально Yop1,
YopA) – белок, состоящий из мономеров по 45 кДа,
которые агрегируют на поверхности клеток в фиб�
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риллярные структуры с молекулярной массой
200–240 кДа [14]. Другие авторы считают, что моно�
мер YadA имеет молекулярную массу 53 кДа, а на�
тивный белок – 116 кДа и содержит 2–3 мономера.

В отличие от других плазмидных белков YadA
синтезируется в клетках независимо от наличия
или отсутствия в среде Са2+ [40, 42]. У Y. pestis ген
yadА содержит делецию из одной пары оснований
и, как следствие, имеет сдвиг рамки считывания.
Поэтому этот белок у Y. pestis не синтезируется, хо�
тя ген и содержится в плазмиде вирулентности [28].

Белок YadA вызывает аутоагглютинацию иерси�
ний и маннозоустойчивую агглютинацию эритро�
цитов морской свинки [14]. Он может связывать
широкий ряд эукариотических внеклеточных и по�
верхностных клеточных структур, таких, как колла�
ген, фибронектин, ламинины [43, 44, 45].

Белок YadA эффективно прикрепляется к интес�
тинальным тканям кролика, к мембране линзы хрус�
талика глаза и к интестинальной подслизистой
оболочке человека [44, 46, 47]. Кроме того, он опо�
средует прикрепление иерсиний к культивируемым
клеточным линиям НЕр�2, HeLa и проявление
активности Yops в отсутствие инвазина, например
у мутантного по инвазину штамма [48, 49].

Итак, белок YadA может рассматриваться в ка�
честве ведущего адгезина иерсиний, необходимого
для прикрепления патогена к эукариотическим
клеткам [28]. Полагают, что адгезия за счет адгези�
на не является специфичной, а осуществляется за
счет гидрофобных взаимодействий. Однако адге�
зин может опосредовать и проникновение иерси�
ний внутрь клеток хозяина, возможно, за счет взаи�
модействия с β1�интегринами, как и в случае
инвазина [48, 50].

Установлено, что одна из функций белка YadA
заключается в защите клеток иерсиний от обезвре�
живающего действия человеческой сыворотки. Это
происходит за счет связывания фактора Н, что пре�
пятствует размещению СЗb комплемента на по�
верхности бактерий, вероятно, за счет быстрой
инактивации этих молекул. Естественно, что это
усиливает вирулентность иерсиний.

Белок YadA влияет также на поглощение опсони�
зированных иерсиний гранулоцитами хозяина [51],
ингибирует антиинвазивное действие интерферона.
Возможно, что он участвует в защите патогена от
макрофагов, способствуя прикреплению бактерий к
этим эукариотическим клеткам и процессу внедре�
ния белков�эффекторов внутрь макрофагов [28].

Обнаружено существенное различие во влиянии
мутаций в гене yadA Y. enterocolitica и Y. pseudotuber�
culosis на их вирулентность в опытах на мышах [28].
Так, мутант Y. enterocolitica проявлял значительно

сниженную вирулентность, чем изогенный роди�
тельский штамм [14, 52]. Вероятно, из�за неспособ�
ности таких мутантов колонизировать пейеровы
бляшки бактериальные клетки элиминировались из
организма экспериментального животного и лишь
небольшое количество бактерий обнаруживалось в
мезентериальных лимфоузлах, селезенке и печени.

Кроме того, воспаление и некроз печени были
значительно редуцированы. Аттенуация этих му�
тантов вряд ли является результатом того, что белок
YadA необходим иерсиниям для проникновения в
пейеровы бляшки. По�видимому, он нужен для пер�
систенции бактерий в лимфоузлах и, возможно, для
диссеминации бактерий в другие органы и ткани
[28].

Имеются данные, свидетельствующие о том, что
экспрессия белка YadA in vivo позволяет Y. enteroco�
litica более эффективно колонизировать тонкую
кишку и препятствует проникновению бактерий
вглубь ее слизистой оболочки.

Мутант Y. pseudotuberculosis, наоборот, проявлял
такую же вирулентность, как и родительский штамм,
и эффективно колонизировал пейеровы бляшки
[53]. Интересно, что при исследовании вирулентных
свойств двойных inv yadA мутантов Y. enterocolitica и
Y. pseudotuberculosis в моделях на мышах также ока�
залось, что мутантный штамм Y. enterocolitica теряет
свои вирулентные свойства, тогда как Y. pseudotuber�
culosis остается вирулентным, как и родительский
штамм [53]. Эти данные свидетельствуют в пользу
того, что у Y. pseudotubercilosis ни инвазин, ни адгезин
не играют значительной роли в инфекционном про�
цессе и что этот патоген должен обладать дополни�
тельными факторами адгезии [28].

YlpA – липопротеин иерсиний. Он также входит
в состав Yop регулона и экспрессируется при темпе�
ратуре 37°С и в отсутствие Са2+ [34].

YlpA имеет типичную сигнальную последова�
тельность, не требует аппарата секреции в отличие
от других Yops, локализуется в наружной мембране.
Мутации в белковом домене не влияют на вирулент�
ность в опытах на мышах [34]. На этот белок обраща�
ют внимание из�за почти 88% гомологии по амино�
кислотному составу с плазмидными белками ТгаТ
из Е. coli, которые придают бактериям устойчивость
к воздействию сывороток, ингибирование фагоцито�
за макрофагами и способствуют отсоединению по�
верхностей бактериальных клеток после конъюга�
ции [28]. Однако об участии липопротеина иерсиний
в подобных процессах сведения пока отсутствуют.

Эффекторные белки

Действие этих белков направлено главным обра�
зом на подавление фагоцитарной активности кле�
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ток иммунной системы [54]. В этот процесс вовле�
чено 6 белков, 3 из которых – YopE (цитотоксин),
YopH (тирозинфосфатаза), YpkA (протеинкина�
за) – известны давно и подробно изучены.

Далее рассмотрим строение и функции этих и
других белков, прямо участвующих во взаимодей�
ствии бактерий с организмом хозяина.

YopE – секретируемый белок с молекулярной
массой 23 кДa и свойствами цитотоксина. Меха�
низм его воздействия на клетку точно не установ�
лен, но известно, что после попадания YopE в эука�
риотическую клетку происходит расплетание фи�
ламентов веретена деления в клетках�мишенях.

Цитотоксическое воздействие YopE на клетку
хозяина происходит только после прикрепления
патогена к эукариотической клетке [55]. Перенос
YopE внутрь клетки хозяина поляризован и проис�
ходит в месте контакта с патогеном. Данный белок,
полученный из культуральной жидкости, не оказы�
вает цитотоксического воздействия на клетки�ми�
шени ни при добавлении к смеси клеток, ни при не�
посредственном введении внутрь клеток. Кроме то�
го, если патоген попадает внутрь клетки хозяина, то
цитотоксин также не проявляет активности.

YopH является фосфотирозинфосфатазой с мо�
лекулярной массой 51 кДа [56]. Участок на С�кон�
це белка имеет 262 аминокислоты, гомологичные
эукариотическим тирозинфосфатазам, и является
активным центром фермента [56].

YopH катализирует дефосфорилирование спе�
цифических белков макрофагов и клеток эпители�
альной ткани хозяина и влияет на процессы переда�
чи сигналов клетками иммунной системы (макро�
фаги, лейкоциты) путем отмены сигнала, индуци�
руемого β1�интегринами [56, 57, 58]. Это приводит к
неспособности клеток иммунной системы оказы�
вать бактерицидное действие за счет выделения
бактерицидных ферментов, активации окислитель�
ного взрыва у макрофагов, хемотаксических и фа�
гоцитарных рецепторов на поверхности клеток [5].

Получены данные о том, что патогенные иерси�
нии способны подавлять немедленный ответ фаго�
цитов путем ингибирования Са2+�зависимого сиг�
нального пути у нейтрофилов, который иницииру�
ется в момент прикрепления патогена к клеточной
поверхности [5]. И этот процесс является YopH�за�
висимым. YopH может также опосредовать устой�
чивость к поглощению макрофагами опсонирован�
ных иммуноглобулинами бактерий [59], что также
регулируется через Са2+�зависимый сигнальный
путь [5].

YpkA (YopO) – протеинкиназа, секретируемый
продукт плазмидного оперона, содержащего два
структурных гена – ypkA/yopO и yopJ/yopP [60].

У Y. pseudotuberculosis этот белок имеет молекуляр�
ную массу 81,7 кДа. Обнаружено, что у Y. pestis и
Y. enterocolitica фермент имеет сходную молекуляр�
ную массу [60]. Кроме того, наблюдается значи�
тельная его гомология с эукариотическими Ser/Thr
протеинкиназами.

В опытах на мышах YpkA является существен�
ным фактором вирулентности [60]. Показано, что
при введении в мутантные штаммы Y. pseudotuber�
culosis, неэкспрессирующих некоторые Yops (YopH,
М, Е, К и YpkA), высококопийной плазмиды с нор�
мальным геном белка YpkA происходила секреция
большого количества этого белка in vitro. Зараже�
ние культивируемых HeLa клеток такими штамма�
ми приводило к морфологическим изменениям ин�
фицированных клеток�мишеней. Кроме того, было
обнаружено, что после прикрепления патогена к
HeLa клеткам происходил перенос YpkA с помо�
щью YopB�транслоцирующего механизма на внут�
реннюю поверхность плазматической мембраны
хозяина. Это указывает на то, что данный эффектор
вовлечен во взаимодействие с сигнальной системой
и повышает вирулентность микроба.

YopJ/YopP – белок с массой 31–32,5 кДa, со�
держащий 288 аминокислотных остатков [61, 62]
Первоначально он рассматривался как не несущий
вирулентной нагрузки, так как в опытах на мышах
мутантные по этому гену Y. pestis и Y. pseudotubercu�
losis оставались по�прежнему вирулентными. Одна�
ко позднее было установлено, что этот «минорный»
белок, который секретируется в гораздо меньших
количествах, чем, например, YopE [28], индуциро�
вал апоптоз макрофагов [61, 63].

Следует отметить, что иерсинии способны инду�
цировать апоптоз только клеток лимфоидной тка�
ни. Это может иметь значение в процессе инфек�
ции, когда включение механизма апоптоза у макро�
фагов хозяина приводит к их инактивации и тем са�
мым исключению воспалительного ответа, что, в
свою очередь, приводит к внеклеточному размно�
жению патогена в лимфоидной ткани [28].

YopP�белок Y. enterocolitica подавлял образова�
ние инфицированными макрофагами TNF�α [61,
64]. Этот эффект коррелирует с митогенактивиру�
емой протеинкиназой (МАРК) макрофагов. Кроме
того, белок ингибирует активность внеклеточного
сигнала регулируемой киназы�2 макрофагов
(ERK�2). Интересно, что YopJ/YopP имеет высо�
кую степень схожести с белками AvrRxv
Xanthomonas campestris, AvrA – бактерий рода
Salmonella и у 410 – рода Rhizobium, функции кото�
рых практически неизвестны [28].

AvrRxv – это один из многих авирулентных бел�
ков растительных патогенов, которые опосредуют
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реакцию гиперчувствительности у растений, по�ви�
димому, запуская механизм апоптоза [28].

YopM – кислый белок с изоэлектрической точ�
кой 4,06 и массой 41,6 кДа, имеет гидрофобные уча�
стки на С� и N�концах молекулы, содержит 12 бога�
тых лейцином повторяющихся последовательнос�
тей. Интересно, что белок YopM, изолированный из
штамма Y. enterocolitica серовара O:8 от пациента с
тяжелым течением болезни, имел массу 56,9 кДа
[28]. Авторы предположили, что увеличение моле�
кулярной массы этого белка связано с дупликацией
некоторых участков гена из�за повтора последова�
тельностей, присутствующих в этом гене. О виру�
лентных функциях этого белка известно относи�
тельно немного [28].

Y. enterocolitica и Y. pestis, мутантные по уорМ,
имели значительно большую LD50 для мышей, а
также проявляли сниженную способность размно�
жаться в печени и селезенке инфицированных
Y. enterocolitica мышей [65]. Исследования in vitro
показали, что очищенный YopM обладает тромбин�
связывающей активностью и может полностью ин�
гибировать тромбининдуцируемую активность
тромбоцитов [65].

Предполагается, что YopM – это один из внекле�
точных эффекторов. Относительно недавно были
получены данные о том, что он может попадать
внутрь эукариотической клетки, но мишень для
этого белка внутри клетки пока не установлена.

YopM�белок имеет значительную гомологию с
IpaH из бактерий рода Shigella и с y4fR из бактерий
рода Rhizobium. Функции этих белков неизвестны.

YopT – недавно описанный белок с молекуляр�
ной массой 35,5 кДа [66]. Обнаружено, что он инду�
цирует цитотоксическое воздействие на клетки
HeLa и макрофаги. Действие состоит в разрушении
актиновых нитей и изменении цитоскелета.

Таким образом, этот белок наряду с YopE обла�
дает свойствами цитотоксина.

Механизм секреции эффекторных белков

Транспорт и секреция Yops осуществляются ко�
дируемой плазмидой вирулентности системой [67].
Такая система позволяет иерсиниям впрыскивать
белки�эффекторы непосредственно внутрь клеток�
мишеней и таким образом подавлять их специфиче�
ские функции. Важно, что для успешной секреции
белков�эффекторов внутрь клеток�мишеней необ�
ходимо, чтобы патоген прикрепился к поверхности
эукариотической клетки, сохраняя внеклеточную
локализацию.

In vitro при температуре 37°С и дефиците Са2+

иерсинии секретируют белки Yops в среду культи�
вирования. Некоторые из них (YopM, Yopk/YopQ,

YopR, LcrV) растворимы в культуральной жидкос�
ти, другие (YopH, YopE, YopO/YpkA, YopB, YopD,
YopP/YopJ, YopN/LcrE) образуют крупные нерас�
творимые агреганты. Однако выделенные из куль�
туральной среды белки не оказывают какого�либо
токсического воздействия на клетки эукариот [68].

Белки аппарата секреции образуют каналы, про�
ходящие сквозь внутреннюю цитоплазматическую
мембрану, периплазматическое пространство и на�
ружную мембрану бактерий [67]. Эти каналы обес�
печивают одноэтапный перенос белков�эффекто�
ров к месту контакта с клеткой�мишенью.

С системой секреции типа III иерсиний тесно
ассоциированы белки�эффекторы, образующие по�
ры в мембране эукариотической клетки – YopD и
YopB [71], а также LcrV, YopK/YopQ, которые рас�
сматриваются в этом разделе.

Следует отметить, что для Yops�белков харак�
терно отсутствие классической N�терминальной
сигнальной последовательности, поэтому они не
подвергаются процессингу при транспортировке.
Для их успешной транспортировки и секреции не�
обходимы белки�шапероны Syc (specific Yop chape�
rone). У иерсиний пока обнаружено 6 таких белков
– SycD (для YopB и YopD) [70], SycE (для YopE),
SycH (для YopH), SycT (для YopT) [66], SycN (для
YopN) [28].

Роль шаперонов скорее всего заключается в ста�
билизации конформации белков�эффекторов в ци�
тозоле бактериальной клетки и в предотвращении
их взаимодействия до момента секреции.

Порообразующие белки. Впрыскивание бел�
ков�эффекторов внутрь клетки�мишени, как сказа�
но выше, осуществляется через поры в мембране
эукариотической клетки, образуемые в месте кон�
такта. Определен диаметр этих пор – 1,2–3,5 нм
[71], по другим данным – 1,6–2,3 нм [69]. Получены
многочисленные доказательства того, что в образо�
вании этих пор участвуют главным образом 2 белка
– YopB и YopD; белок LcrV вовлечен в этот процесс
опосредованно [69, 71, 72, 73].

YopB кодируется дистальной частью большого
плазмидного оперона IcrGV sycD yopBD [68]. Он
состоит из 401 аминокислоты у Y. enterocolitica и у
Y. pseudotuberculosis. Молекулярная масса белка
обоих видов равна 41,942 и 41,745 кДа соответст�
венно; изоэлектрическая точка (рI) равна соответ�
ственно 6,73 и 7,29.

Белок обладает двумя гидрофобными участка�
ми, которые разделены последовательностью из
15 аминокислот. Первый участок состоит из 44
аминокислот (позиции 165–208), второй – из 35
(позиции 224–258). Согласно компьютерному ана�
лизу, YopB�белок имеет типичное для трансмемб�
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ранных белков строение в отличие от белков, имею�
щих глобулярные модели, – YopE, YopH и YopQ.

YopB из Y. pseudotuberculosis имеет некоторое
сходство с белком IpaB Shigella flexneri. Он опреде�
ляет инвазивный фенотип этого вида бактерий и
является контактным гемолизином, способным по�
вреждать мембраны [56]. Белок IpaB аналогично
YopB имеет два трансмембранных участка. Кроме
того, YopB имеет значительную гомологию с гидро�
фобными участками белков RTX семейства α�гемо�
лизинов и лейкотоксинов, хотя на участке связыва�
ния с Сa2+ гомология отсутствует [68]. На основа�
нии такого сходства было предположено, что YopB
может обладать гемолитической активностью.

Интересно, что очищенный YopB обладал in vitro
мембранодеструктивной активностью [71]. Сообща�
лось о том, что очищенный YopB из Y. enterocolitica
препятствует высвобождению TNF�α макрофагами
[73]. TNF�α является цитокином и играет централь�
ную роль в регуляции иммунитета и развитии вос�
палительного ответа. При обработке культивируе�
мых макрофагов культуральным супернатантом, со�
державшим белки наружной мембраны иерсиний,
происходила супрессия экспрессии мРНК TNF�α,
но не интерлейкина�1 и интерлейкина�6. Этот эф�
фект нивелировался после обработки культуры ма�
крофагов сывороткой к YopB. Очищенный YopB
также индуцировал супрессию продукции TNF�α.
Кроме того, у инфицированных иерсиниями мышей
не наблюдалось высвобождения TNF�α макрофага�
ми в пейеровых бляшках, первичных участках инва�
зии патогена, тогда как интерлейкин�1 (α и β) нор�
мально экспрессировался.

При обработке anti�YopB макрофагов перораль�
но инфицированных мышей значительно снижа�
лось количество живых бактерий, выделяемых из
пейеровых бляшек животных, а количество высво�
бождающегося TNF�α возросло. Очевидно, что су�
прессия отдельного цитокина недостаточна для
выживания микроба внутри хозяина, но все же
очевидно, что YopB вносит существенный «вклад»
в подавление ответа хозяина на инфекцию.

Белок YopD состоит из 306 аминокислот, имеет
молекулярную массу 33,357 кДа у Y. pseudotuberculo�
sis (pI = 6,99) и 33,234 кДа – у Y. enterocolitica
(pI = 6,56) [68]. У обоих видов белок имеет один
гидрофобный участок в середине молекулы, состоя�
щий из 31 аминокислоты (позиции 122–152) и одно�
го амфипатического домена на С�конце в положении
278–292 [68]. Последовательность аминокислот бел�
ка также определяет его трансмембранные свойства.

Белки YopD и YopB у обоих видов обладают высо�
ким уровнем гомологии, что позволяет сделать заклю�
чение о дупликации и конвергенции кодирующих их

генов в процессе эволюции. Помимо этого каждый из
белков обладает высокой степенью консервативности
по сравнению с другими Yop�белками [68].

Недавно были получены данные о непосредст�
венном взаимодействии in vitro белков YopD и
YopE [72]. При исследовании методом аффинного
блота возможности связывания YopD с другими
Yop белками было обнаружено, что YopD связыва�
ется примущественно с YopE и YopB. Причем YopE
связывается с центральным участком молекулы
YopD. Получены данные о существенном значении
этого гидрофобного участка у YopD для образова�
ния пор [71]. Обнаружено также, что YopD негатив�
но воздействует на Yop вирулон и, следовательно,
может выпонять у иерсиний двойную функцию.

Итак, очевидно, что YopB и YopD являются
структурными компонентами пор, представляю�
щих собой гетерогенный трансмембранный ком�
плекс [69]. Более того, показано, что эти белки
транспортируются к месту сборки в ассоциации
шапероном SycD [70] и полимеризуются в виде ка�
нала после секреции из бактериальной клетки. По�
видимому, YopD – более подвижный элемент этого
комплекса, так как показано, что он может связы�
ваться с некоторыми эффекторами [72] и обнару�
живается в цитоплазме клетки�мишени [70].

Роль LcrV в секреции эффекторных белков.
LcrV, или V�антиген – полипептид с молекулярной
массой 37 кДа [75], кодируемый большим опероном
IcrGVsycDyopBD. Этот белок известен уже около
50 лет благодаря своим протективным свойствам.
Он активно изучается в целях создания противо�
чумной вакцины.

Предполагается, что LcrV супрессирует воспа�
лительный ответ на ранней стадии инфекциии, что
подтвержедено экспериментально. Введение LcrV в
организм мышей подавляло экспрессию TNF�α и
INF�γ, а также пролонгировало выживаемость
LcrV�негативных штаммов Y. pestis в организме жи�
вотных, а также выживаемость бактерий родов
Salmonella и Listeria. Кроме этого, было замечено,
что LcrV задерживает отторжение пересаженной
аллоткани и повышает устойчивость к липополиса�
харидам у мышей. LcrV способен также ингибиро�
вать хемотаксическую активность нейтрофилов
in vitro и in vivo.

Экспериментальные данные [73, 76, 77] позво�
лили предположить, что LcrB наряду с YopB и
YopD является одним из элементов транслокаци�
онной системы иерсиний и способен взаимодейст�
вовать с этими белками, а также с LcrG (см. ниже).
В недавних исследованиях LcrV придана значи�
тельная роль в транслокации эффекторных белков
[36].



257

Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия № 3, Том 4, 2002

LcrV обнаруживаеся на поверхности бактерий
еще до контакта между патогеном и клеткой�мише�
нью и является, таким образом, секретируемым
белком наружной мембраны. Авторы заключили,
что LcrV нужен на самых ранних стадиях переноса
белков�эффекторов. Поскольку этот белок спосо�
бен, по�видимому, взаимодействовать с рецептора�
ми эукариотических клеток, то одна из потенциаль�
ных ролей LcrV могла бы состоять в сенсорном кон�
такте с рецептором клетки�мишени. Возможно, что
роль этого белка как в транслокации, так и в имму�
носупрессии опосредуется через общее рецептор�
ное взаимодействие.

Белки аппарата секреции. Как отмечалось, ап�
парат секреции III типа состоит из более чем
20 белков, кодируемых плазмидными генами ysc
(по некоторым данным – из 28 белков) [28]. Эти ге�
ны содержатся в 4 больших локусах, названных
первоначально у Y. enterocolitica virA, virB, virG, virC
[28, 40]. Не все гены, входящие в локусы ysc, суще�
ственны для секреции белков�эффекторов. Сейчас
используется другая номенклатура для обозначе�
ния входящих в эти локусы генов, однако такое де�
ление на группы сохранилось для всех трех видов
рассматриваемых иерсиний [28].

Локус virC кодирует 13 белков. Наиболее изу�
чен белок YscC [28]. Он относится к группе секре�
тинов – белков наружной мембраны, участвую�
щих в транспорте различных макромолекул через
наружную мембрану. Несколько мономеров этого
белка образуют большой (около 600 кДа) ком�
плекс в виде кольцевой структуры [78]. Еще один
белок, кодируемый геном yscH из этого локуса,
YopR$белок, существеннен для патогенеза, по�
скольку летальная доза для мутанта Y. enterocolit�
ica по этому гену в 10 раз выше, чем у дикого
изогенного штамма. Остальные гены этого локуса
участвуют как в образовании канала для секреции
белков, так и в регуляции синтеза Yop�белков
[28].

Локус virG кодирует один небольшой белок
YscW, имеющий домен для связывания с липидами
и являющийся липопротеином. Этот белок помога�
ет при встраивании секретина в наружную мембра�
ну иерсиний и является существенным для секре�
ции YopD, YopB и LcrV [28, 78].

Оперон virB состоит из 8 генов. Он кодирует бе�
лок YscN, который, возможно, является АТФазой.
Кроме того, он также кодирует несколько белков,
образующих канал во внутренней мембране иерси�
ний [28].

Локус virA кодирует 7 белков [28], в том числе
белки, контролирующие перенос белков�эффекто�
ров – YopN и ТуеА (см. ниже), а также белок

LcrD/YscV, участвующий в образовании канала
для секреции во внутренней мембране иерсиний.

Белки, контролирующие перенос эффекторов.
С помощью мутаций выявлены три гена (yopN, tyeA
и IcrG), вовлеченые в контроль переноса Yops в
эукариотические клетки. Мутации в этих генах
приводили к полной утрате чувствительности сек�
реции Yops к концентрации Са2+ [39, 79, 80].

YopN (LcrE) – белок молекулярной массой
32,6 кДа, лишенный гидрофобных доменов [39], име�
ющий 2 скрученные спиральные структуры [79].
In vitro YopN массово секретируется в среду культи�
вирования при температуре 37°С в отсутствие ионов
кальция, но в отличие от других Yops может обнару�
живаться у бактерий при 37°С и в присутствии ионов
кальция. В этом случае он располагается в наружной
мембране [28], и его можно экстрагировать ксиленом
[39, 79] или выделить в нерастворимой фракции мем�
бран при обработке тритоном Х�100 [79].

ТуеА – белок молекулярной массой 10,8 кДа, со�
стоящий из 92 аминокислотных остатков [39]. ТуеА
обнаруживается у иерсиний как в бактериальной
цитозольной фракции, так и в нерастворимой в три�
тоне Х�100 фракции наружных мембран независи�
мо от концентрации ионов кальция в среде культи�
вирования. Подобно YopN белок можно экстраги�
ровать из бактериальной поверхности ксиленом,
что говорит о близкой его ассоциации с мембраной
[28].

LcrG – белок (масса – 11,0 кДа), состоящий
из 96 аминокислотных остатков, который in vitro
оказывал контролирующее действие на секрецию
Yops [80]. Показано, что IcrG мутант Y. enterocolitica
не способен эффективно переносить внутрь клеток
хозяина белки YopE, YopH, YopM, YpkA/YopO и
YopP. Однако при исследовании процесса порообра�
зования у мутантного по IcrG штамма иерсиний вы�
явлено, что белок LcrG не влияет на формирование
пор, а скорее всего он вовлечен в процесс транспорта
белков�эффекторов [70] и опосредует их эффектив�
ную интернализацию внутрь клеток�мишеней.

Белок LcrG первоначально был обнаружен в ци�
тозоле, но его также можно обнаружить и в мембра�
не и во внеклеточной среде [81]. Локализация бел�
ка LcrG при развитии инфекционного процесса не
исследовалась [28], однако показано, что он может
связываться с белком LcrV [81] и, возможно, играть
роль ингибитора секреции Yops [77, 81].

Помимо этого обнаружено, что у Y. enterocolitica
белок LcrG может непосредственно связываться с
HeLa клетками, а именно с гепаринсодержащими
протеогликанами на их поверхности [76]. Анализ
структуры белка LcrG выявил последовательность,
обладающую сродством к гепарину. Возможно, что
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взаимодействие между белком LcrG и сульфатом
гепарина, расположенном на поверхности HeLa
клеток, является сигналом включения системы
транслокации Yops.

YopK (YopQ) – недавно открытый белок, коди�
руемый плазмидой вирулентности и входящий в
уор регулон. Первоначально он был обнаружен у
Y. pseudotuberculosis. Гомологичные последователь�
ности имеются и у Y. enterocolitica (YopQ), и у
Y. pestis (YopK) [82]. Вначале предполагалось, что
этот белок не участвует в защите Y. pseudotuberculo�
sis от реакций первичного иммунного ответа хозяи�
на. Его влияние происходит на другом уровне (эта�
пе) развития инфекции, так как этот белок влиял на
развитие системных болезней у инфицированных
внутрибрюшинно и перорально мышей.

Дальнейшие исследования роли YopK у
Y. pseudotuberculosis выявили участие этого белка в
регуляции переноса Yop�эффекторов внутрь эука�
риотической клетки путем изменения размера пор,
образуемых YopB [82].

Дополнительные механизмы секреции белков
вирулентности. Предполагается, что аппарат секре�
ции флагеллина, являющегося мономером сложной
фибриллярной структуры бактерий, располагаю�
щейся на поверхности клеток, был эволюционным
предшественником аппарата секреции типа III грам�
отрицательных бактерий. Поэтому многие Ysc�бел�
ки имеют значительную гомологию аминокислот�
ных последовательностей с белками, образующими
фибриллярные структуры иерсиний [67].

Кроме того, некоторые другие бактерии облада�
ют последовательностями, гомологичными YopD,
выполняющими регуляторные и секреторные
функции. Одна группа таких гомологов связана с
функцией синтеза флагеллина у Caulobacter cres�
centus, Escherichia coli, Bacillus subtilis и
Campylobacter jejuni. Другая группа связана с виру�
лентностью Salmonella typhimurium, Shigella flexneri
и некоторых бактерий, патогенных для растений.

Показано, что в секреции вирулентных белков у
Y. enterocolitica также может участвовать система
секреции флагеллина [6]. В частности, так осуще�
ствляется транспорт ассоциированной с вирулент�
ностью фосфолипазы (YplA).

Регуляция экспресии и секреции белков pYV.
Известно, что экспрессия Yops, как и их секреция,
зависит от внеклеточных факторов – температуры
и концентрации Са2+ в культуральной жидкости.
Фенотипически это проявляется в том, что макси�
мальная экспрессия Yops происходит при темпера�
туре 37°С, низком содержании кальция в среде или
полном его отсутствии. У патогенных иерсиний су�
ществует уникальный механизм ответа на сниже�

ние концентрации кальция в среде – low calcium
response (LCR), который ассоциирован с плазми�
дой. Такой регуляции подвержены уор опероны, не�
которые регуляторные опероны и ysc опероны. Ис�
ключение составляет ген yadA, который не регули�
руется концентрацией Са2+ [12].

Установлено, что регуляция осуществляется
двумя независимыми регуляторными петлями в
ДНК плазмиды: одна имеет отрицательное значе�
ние, другая – положительное [37, 83]. Положитель�
ная петля осуществляет температурозависимую ре�
гуляцию всех pYV�генов, другая, отрицательная –
ингибирует экспрессию yops и ylpA при высоких
концентрациях Са2+ [28].

В положительной регуляции участвует актива�
тор транскрипции VirF/LcrF – кодируемый в плаз�
мидный белок 30,9 кДа, который имеет гомологию
аминокислотной последовательности с белком�ре�
гулятором АrаС некоторых грамотрицательных
бактерий [41] и связывается с промоторами оперо�
нов yops sycE, ylpA, yadA, virC [34, 40, 42, 83].
VirF/LcrF не влияет на транскрипцию генов оперо�
нов virA и virB, кодирующих белки аппарата секре�
ции [83]. Но все эти зависимые и независимые от
VirF/LcrF гены являются молчащими при низких
температрах окружающей среды и начинают транс�
крибироваться при 37°С. Эти гены получили назва�
ние «уор�стимулон» [28].

При переключении роста клеток с температуры
26°С на 37°С уровень VirF повышается даже в при�
сутствии 2,5 мМ Са2+ [83]. Это показывает, что
VirF/LcrF является терморегулируемым. Показа�
но, что регулятором экспрессии virF/lcrF является
белок YmoA (Yersinia modulator), кодирущийся со�
ответствующим хромосомным геном. Этот белок
8,1 кДа содержит очень много положительно и от�
рицательно заряженных аминокислотных остатков
и похож на белки�гистоны. В регуляции температу�
розависимой транскрипции генов pYV играет роль
структура хроматина, и YmoA также вовлечен в
этот процесс [28].

Доказано, что высокая концентрация Са2+ отри�
цательно воздействует при температуре 37°С не
только на секрецию Yop, но и на их синтез. В этой
сложной отрицательной регуляции участвуют по
крайней мере 5 локусов. Один из них является опе�
роном V�антигена IcrGV sycD yopBD [84, 38]. Мута�
ции в этом опероне приводят к появлению у бакте�
рий температурочувствительного фенотипа, то есть
мутант проявляет сниженную частоту деления при
температуре 37°С вне зависимости от концент�
рации Са2+.

Кажется маловероятным, чтобы ионы кальция
могли поступать в цитозоль бактерий и непосредст�
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венно воздействовать на уровень транскрипции.
Вероятно, что первоначальным этапом воздействия
ионов кальция является ингибирование секреции
Yops, которое по принципу обратной связи приво�
дит к ингибированию транскрипции соответствую�
щих генов [28].

Как говорилось ранее, in vitro секреция Yops про�
исходит только при температуре 37°С, отсутствии
или низкой концентрации Са2+ в культуральной
среде. В организме теплокровного хозяина концен�
трация Са2+ в межклеточном пространстве достига�
ет 2,5 мМ, но внутри клеток она существенно ниже
[28]. Следовательно, иерсинии могли бы существо�
вать и противостоять воздействию клеток хозяина,
находясь только внутри клеток�мишеней.

Однако существуют доказательства того, что иер�
синии могут нормально распространяться и размно�
жаться и в межклеточном пространстве тканей теп�
локровного хозяина [85]. Возникает таким образом
парадокс [28], когда иерсинии, находясь в непермис�
сивных для продукции Yops условиях, в течение ин�
фекционного процесса тем не менее синтезируют и
секретируют эти белки, о чем говорят результаты об�
наружения антител к ним в сыворотке крови хозяев.

Как описано выше, было обнаружено, что мутан�
ты по yopN/lcrE, lcrG и tyeA были нечувствительны
к концентрации ионов кальция и секретировали
Yops как при отсутствии Са2+ в среде, так и при его
присутствии. Следовательно, эти белки участвуют
в регуляции секреции Yops. Показано, что ключе�
вым моментом в регуляции процесса переноса эф�
фекторных белков является контакт патогена с по�
верхностью клетки�мишени. Кроме того, получены
данные о том, что инициация транскрипции проис�
ходит только после этого события.

Однако до сих пор точный механизм взаимодей�
ствия YopN, TyeA, LcrG и их индивидуальный
«вклад» в регуляцию поляризованной контактзави�
симой секреции Yops и их экспрессию еще неизве�
стны. Следует отметить, что белок LcrV имеет так�
же важное значение для контроля переноса эффек�
торных белков (см. выше). Роль Са2+ в этом процес�
се также не совсем ясна. Очевидно то, что контакт с
клеткой�мишенью приводит к устранению доступа
Са2+ к регуляторным сайтам на поверхности иерси�
нии. Возможно также, что в этом процессе играют
определенную роль другие белки, имеющие рецеп�
торную функцию.

Предполагается, что концентрация Са2+ в среде
культивирования влияет на экспрессию Yops, по�
видимому, через экспрессию репрессора транс�
крипции, который взаимодействует с промоторами
yop [37]. При концентрации Са2+ по крайней мере
2,5 мМ количество репрессора в клетках возрастает,

что ведет к репрессии генов уор. Выращивание бак�
терий на среде, дефицитной по Са2+, приводит к
снижению количества этого репрессора и, следова�
тельно, к дерепрессии генов yор.

Значение «островка высокой патогенности»
и железорепрессируемой системы белков
в вирулентности иерсиний

На современном этапе наших знаний патоген�
ные иерсинии разделяют:

1) на штаммы с низкой патогенностью (вызыва�
ют интестинальные инфекции со средней тяжестью
течения, нелетальны для мышей при их заражении
низкими дозами);

2) с высокой патогенностью (вызывают систем�
ные инфекции с тяжелым течением болезни, ле�
тальны для мышей при заражении низкими доза�
ми) [86].

К первой группе относят pYV+ штаммы
Y. pestis, Y. pseudotuberculosis сероваров O:1 и O:3 и
Y. enterocolitica биовара 1b, ко второй группе – pYV+

штаммы Y. pseudotuberculosis сероваров O:2, O:4, O:5
и Y. enterocolitica биогрупп 2–5. Такие различия
коррелируют с наличием в геноме высокопатоген�
ных иерсиний большого хромосомного фрагмента
(35–45 тыс. пар оснований), содержащего гены
вирулентности и имеющего признаки «островка
патогенности».

Признаками «островков патогенности» помимо
указанных выше являются:

а) содержание нескольких повторяющихся по�
следовательностей (IS�элементов);

б) наличие у одного из концов островка гена
транспортной РНК;

в) большее чем в остальном геноме соотношение
Г+Ц [86].

«Островки патогенности» широко распростра�
нены у грамотрицательных бактерий и были откры�
ты относительно недавно [87]. У разных родов
грамотрицательных бактерий «островки» включа�
ют разнообразные гены, имеющие значение для ви�
рулентности. Поскольку у иерсиний этот участок
генома содержит гены, коррелирующие с высокой
патогенностью, он получил название «островок
высокой патогенности» (HPI – high�pathogenicity
island) [88]. Эти «островки» характеризуются не�
стабильностью и часто подвергаются спонтанным
делециям [87].

У иерсиний HPI содержит гены системы погло�
щения железа [86]. Система включает секретируе�
мый сидерофор, называемый «yersiniabactin», или
«yersiniophore», который хелатирует железо, связан�
ное с белками эукариот, и транспортирует их в бак�
териальную клетку. Структура и свойства сидеро�
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фора иерсиний хорошо изучены [89]. Участвую�
щий в поглощении железа локус включает 11 генов,
организованных в 4 оперона [86].

У Y. pestis и у Y. enterocolitica серотипа O:8 HPI
содержит дополнительный оперон, кодирующий
систему поглощения гемина. Гены этих локусов ко�
дируют белки, необходимые для биосинтеза иерси�
ниабактина, транспорта связанного железа внутрь
бактериальной клетки (рецептор наружной мемб�
раны и транспортеры) и регуляции.

Синтез сидерофора у Y. pestis и Y. pseudotubercu�
losis ассоциирован также с пигментацией колоний
при выращивании на среде с хром�азурол S индика�
торным красителем (конго красный) [90]. Потеря
способности к пигментации, связанная со спонтан�
ными делециями в «островке высокой патогеннос�
ти», не означает полную потерю вирулентных
свойств данным штаммом, но ассоциирована с от�
сутствием летальности у мышей.

В биосинтезе иерсиниабактина участвуют два
белка с большой молекулярной массой (HMWP1 и
HMWP2), образующие синтетазный комплекс [89].
Они кодируются генами irp1 и irp2 из оперона irp. В
их сборке участвуют продукты еще трех генов –
ybtE/irp5, ybtS, ybtT/irp4 [86]. Показано, что инак�
тивация гена irp2 значительно снижает летальность
мышей при заражении их штаммами Y. pseudotuber�
culosis [91].

Psn/FyuA – это рецептор наружной мембраны.
Он обладает двойной функцией: рецепция иерси�
ниабактина и бактериоцина Y. pestis – пестицина
[92]. Кодируется геном psn/fyuA. Транспортную
функцию выполняют два других белка (YbtP и
YbtQ), являющиеся пермеазами и локализующиеся
во внутренней мембране [89]. Танспортеры для
иерсиниабактина связаны с ТоnВ�зависимой систе�
мой транспорта у грамотрицательных бактерий.

Описан активатор транскрипции YbtA, связыва�
ющийся с промоторами генов psn/fyuA, уbtP и irp2,
и репрессор Fur, связывающийся со всеми четырь�
мя промоторными зонами оперонов системы иерси�
ниабактина [89, 93].

Участие иерсиниабактина в патогенезе иерсини�
озов опосредовано через поглощение железа, свя�
занного с молекулами белков�переносчиков в орга�
низме хозяина. Иерсинии чувствительны к концен�
трации железа в окружающей среде и, попадая в
организм млекопитающего, не смогли бы активно
размножаться и вызывать системную инфекцию,
если бы у них не было такого механизма. Поэтому
иерсиниабактин рассматривают как один из факто�
ров вирулентности [86].

Иерсинии с низкой патогенностью не способны
синтезировать свой собственный сидерофор с вы�

сокой степенью сродства к связанному железу.
У них также отсутствует рецептор Psn/FyuA для
иерсиниабактина. Однако они тем не менее облада�
ют способностью к интернализации экзогенных си�
дерофоров, например ферроксамина и феррихрома.
Для поглощения экзогенных сидерофоров иерси�
нии с низкой патогенностыо используют рецепто�
ры FoxA и FcuA [93]. Непатогенные иерсинии,
выделяемые из окружающей среды, продуцируют
растворимый сидерофор и аэробактин, которые не
ассоциированы с вирулентностью.

Факторы токсигенности иерсиний

Продукция токсинов и токсических продуктов у
бактерий является одним из основных факторов
патогенности [94]. Как отмечалось выше, иерсинии
обладают ярко выраженными цитотоксическими
свойствами, которые опосредуются по крайней ме�
ре двумя известными Yops – YopE и YopT. Однако
плазмидные цитотоксины специфически воздейст�
вуют на клетки иммунной системы млекопитаю�
щих.

Имеются данные о цитотоксическом воздейст�
вии Y. pseudotuberculosis на культивируемые клетки
эпителиальной ткани in vitro и в опытах in vivo с ис�
пользованием тестов на морских свинках и изоли�
рованной петли кишечника кролика [95, 96]. При
этом клетки иерсинии проникали внутрь клеток�
мишеней и разрушали их лизосомальный аппарат,
за которым следовало разрушение самих клеток и
возникали различной степени выраженности
некротические поражения тканей. Данных о детер�
минантах, которые могли бы опосредовать этот про�
цесс, в литературе нет. Исследовавшиеся Y. enteroco�
litica заметно отличались от Y. pseudotuberculosis по
цитотоксичности в опытах in vitro и in vivo и не вызы�
вали глубокого поражения тканей [11].

Для иерсиний характерно наличие разнообраз�
ных энтеротоксинов (Yst), кодируемых хромо�
сомными генами [35, 93]. Среди симптомов иерси�
ниозных инфекций диарейный синдром ярко вы�
ражен, особенно у пациентов, выделяющих Y. ente�
rocolitica различных серобиотипов. Помимо Ysts

развитие диареи могут опосредовать различные
фибриллярные и липополисахаридные структуры
иерсиний.

Y. pseudotuberculosis обладает термостабильным
токсином (ST), на который у пациентов с псевдоту�
беркулезом обнаруживаются антитела. Токсин
летален для мышей (LD50 = 4,5 мкг/мышь). Он вы�
делен из бактерий, растущих при температуре
8–10°С. Это видоспецифический белок с молеку�
лярной массой 45 кДа, устойчивый к высокой тем�
пературе (выдерживает кипячение в течение
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5 мин), устойчив к воздействию анионного детер�
гента (0,1–1,0% раствора додецил сульфата на�
трия). Белок стабилен при рН 6,0–8,0. Определена
его аминокислотная последовательность в N�тер�
минальной части.

У Y. enterocolitica также обнаружен термоста�
бильный энтеротоксин [97]. Молекулярная масса
токсического компонента равна 12,4 кДа [97]. Энте�
ротоксин может кодироваться двумя хромосомны�
ми генами – ystA и ystB. Ген ystB впервые выделен
из Y. enterocolitica серотипа O:5 биовара 1А. Он со�
держит 216 пар оснований и кодирует белок, состо�
ящий из 71 аминокислотного остатка.

Между генами ystА и ystB имеется 73,5% гомоло�
гии по нуклеотидной последовательности. При ис�
следовании методом полимеразной цепной реакции
(ПЦР) ряда серотипов Y. enterocolitica было обнару�
жено, что все положительные с ystB пробами штам�
мы относятся к биотипу 1А и большей частью – к
так называемым непатогенным серотипам O:5, O:6,
O:7,8, O:7,13 и O:10. Положительные с ystA проба�
ми штаммы (78,5%) идентифицированы как пато�
генные серотипы. Из 36 содержащих ген ystB штам�
мов 18 имели клиническое происхождение и были
положительны в тесте на мышах, что говорит о воз�
можном участии YstB в патогенезе. При этом так
называемые непатогенные штаммы могут быть ви�
рулентными для человека.

У Y. enterocolitica регуляция экспрессии энтеро�
токсинов происходит на транскрипционном уровне.
Часто ген токсина находится в «молчащем» состоя�
нии. На экспрессию энтеротоксина очень сильно вли�
яют физико�химические параметры окружающей
среды, а также продукт гена утоА. В обычной среде
культивирования ген транскрибируется только при
температуре ниже 30°С, что противоречит возможно�
сти участия энтеротоксина в развитии диареи при
температуре тела. Однако транскрипция yst может
индуцироваться при температуре 37°С, увеличении
осмолярности и рН до значений, которые обычно
имеют эти показатели в просвете кишечника.

Недавно у Y. pseudotuberculosis открыт суперан�
тигенный токсин YPM (Y. pseudotuberculosis�
derived mitogen). Этот антиген обнаружен в куль�
туральном супернатанте штаммов, выделенных от
пациентов с симптомами болезни Кавасаки в Япо�
нии. Была выделена и охарактеризована субстан�
ция, которая проявляла митогенную активность
на модели мононуклеарных клеток перифериче�
ской крови [98].

Антиген состоял из 131 аминокислоты и имел
массу в 14,5 кДа. YPM кодируется, по�видимому,
хромосомным геном. Описано три разновидности
суперантигена Y. pseudotuberculosis – YPMa, YPMb

и YPMc [99]. Разделение на группы осуществляет�
ся только по нуклеотидной или аминокислотной
последовательности генов и самих суперантигенов.
Групповая принадлежность коррелирует с геогра�
фическим распределением штаммов, обладающих
суперантигеном.

При исследовании сывороток крови у 61% паци�
ентов с псевдотуберкулезом выявлены IgG�антите�
ла к YPM. Причем у пациентов с различными сис�
темными осложнениями титр антител был выше.
Очищенный суперантиген вызывал летальный шок
у мышей, проявляя токсичность in vivo. Помимо
этого было продемонстрировано, что токсин может
мешать нормальной функции эпителиальных кле�
ток, уменьшая транспорт ионов и повышая прони�
цаемость эпителия [95].

Исследования вирулентности мутантного по ге�
ну урmА штамма показало, что такие штаммы при
внутривенном заражении менее вирулентны на мы�
шах, чем их изогенные родительские штаммы [99,
100]. Однако при введении мутантного и родитель�
ского штаммов перорально или интрагастрально
отличий в LD50 не обнаружено.

Дефектный суперантиген также не влиял на
диссеминацию и рост бактерий в органах (пейеро�
вы бляшки, селезенка, мезентериальные лимфоуз�
лы) мышей при пероральном заражении, а также не
обнаружено изменений в этих органах после внут�
ривенного и интрагастрального заражений. Авторы
полагают, что суперантиген опосредует развитие
системной инфекции у мышей.

Предполагается, что биологическая активность
YPM заключается в стимуляции активной проли�
ферации Т�лимфоцитов, обладающих Т�клеточны�
ми рецепторами, и их активации, в результате кото�
рой происходит массовая продукция цитокинов ан�
тигенпрезентирующими клетками и Т�клетками,
что, в свою очередь, приводит к развитию шока и
повреждению тканей [99].

Таким образом, существуют доказательства во�
влечения суперантигена в патогенетический про�
цесс при иерсиниозах, вызванных Y. pseudotubercu�
losis. Воможно, что суперантигены ответственны за
возникновение иммунопатологических состояний,
сопряжены с гиперпродукцией провоспалительных
цитокинов, вызывающих различные метаболиче�
ские и гематологические сдвиги при развитии
инфекционного процесса [94].

Продукция экзоферментов и их «вклад»
в инфекционный процесс

Показано, что некоторые Y. enterocolitica облада�
ют фосфолипазной активностью, которая связана
с лецитинзависимым гемолизом. Был определен
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ген фосфолипазы у Y. enterocolitica [33]. При анали�
зе нуклеотидной последовательности выявлены две
расположенные друг за другом рамки считывания.
Первая, урlА, имеет 74% гомологии и 85% схожести
с геном фосфолипазы А из Serratia liquefaciens. Од�
нако другая, урlВ, менее схожа с геном второго ана�
логичного белка из S. liquefaciens.

Для оценки роли фосфолипазы в патогенезе
был сконструирован мутант по ур1А. В качестве
модели использовали мышей BALB/c. При перо�
ральном заражении несколько мутантных микро�
организмов были выделены из мезентериальных
лимфоузлов и пейеровых бляшек на 3�й или 5�й
день после заражения. Однако ткань кишечника,
в том числе пейеровы бляшки, были менее воспа�
ленными, чем у моделей, зараженных родитель�
ским штаммом.

При заражении экстремально высокими дозами
мутантных и нормальных бактерий в обоих случаях
выделялось одинаковое число живых бактерий из
мезентериальных лимфатических узлов и пейеро�
вых бляшек. Однако число очагов воспаления, их
интенсивность и степень некроза внутри них были
значительно ниже при заражении мутантным
штаммом. На основании этого было сделано заклю�
чение, что Y. enterocolitica продуцирует фосфолипа�
зу А, имеющую значение в патогенезе.

SIgA$протеазы являются ферментами, расщеп�
ляющими секреторные иммуноглобулины класса
А. Их наличие характерно прежде всего для пато�
генных бактерий, вызывающих ряд локальных
инфекций у человека. Эти ферменты были обнару�
жены с помощью ПЦР также у Y. enterocolitica
и Y. pseudotuberculosis [101]. Гены, отвечающие за
синтез ферментов, расположены на хромосоме.
«Вклад» протеаз в развитие инфекционного про�
цесса состоит в подавлении местной противоин�
фекционной защиты открытых полостей макроор�
ганизма, в частности слизистых оболочек.

Кроме того, при расщеплении молекулы SigA
образуются Fab� и Fc�фрагменты. Fab�фрагменты,
связываясь с поверхностью бактерий, предохраня�
ют последние от воздействия активных антител.

Таким образом, SigA�протеазы рассматривают
как фактор, участвующий в проявлении патогенно�
сти бактерий. В фильтрате культуральной жидкос�
ти Y. pseudotuberculosis обнаружена секретируемая
трипсиноподобная протеиназа массой в 110 кДа
[102], которая, как считают авторы, вносит важней�
ший «вклад» в патогеность бактерии.

Заключение

Представленные материалы свидетельствуют о
сложности процессов взаимодействия иерсиний с
организмом хозяина, в который вовлечены многие
специализированные структуры паразита, имею�
щие полидетерминантную природу. Они демонст�
рируют также сложность генетического контроля
факторов патогенности, значение состояния макро�
организма и условий существования бактерий для
экспрессии вирулентности.

Важнейшее значение в регуляции экспрессии
патогенных свойств иерсиний имеют плазмиды
класса pYV. Значительная роль в их проявлении
принадлежит белкам наружной мембраны и другим
структурам.

Однако необходимы дальнейшие исследования
многих процессов интимных взаимоотношений в
системе «паразит–хозяин», в частности особеннос�
тей молекулярно�генетических механизмов экс�
прессии патогенности как способа сохранения ви�
дов и защиты от иммунных реакций организма.
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