
Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н А Я  С Т А Т Ь Я

9

Бактериология, 2021, том 6, №4, с. 9–15

Bacteriology, 2021, volume 6, No 4, p. 9–15

DOI: 10.20953/2500-1027-2021-4-9-15

Экспрессия малых некодирующих РНК 

Mycobacterium tuberculosis 

при культивировании в стрессовых условиях 

in vitro и моделировании туберкулеза 

у мышей

Н.В.Колупаева, М.В.Фурсов, Н.С.Грищенко, Т.И.Рудницкая, Т.И.Комбарова, 

Е.А.Ганина, В.Д.Потапов, И.А.Дятлов

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Одной из самых опасных социально значимых инфекций населения многих стран является туберкулез. Известно, что 
диагностика и лечение туберкулезной инфекции затрудняется в результате изменчивости возбудителя Mycobacterium 
tuberculosis, в том числе приобретения им множественной лекарственной устойчивости. В данной экспериментальной 
работе исследовали роль малых некодирующих РНК (мнРНК), которые, по современным данным, участвуют в регуля-
ции генов вирулентности и адаптации к стрессам, которым подвергаются микобактерии в макроорганизме. 
Экспериментальные данные проведенного исследования in vitro подтверждают возможное участие некоторых мнРНК 
в адаптации клеток M. tuberculosis к условиям оксидативного и кислотного стрессов. В легких мышей линии BALB/с, 
инфицированных M. tuberculosis H37Rv, выявлено изменение уровней экспрессии нескольких генов мнРНК.
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Tuberculosis is one of the most dangerous socially significant infections worldwide. It is known that the diagnosis and treatment 
of tuberculosis infection are complicated by the variability of the pathogen of Mycobacterium tuberculosis, including the 
acquisition of multidrug resistance. In this study, we investigated the role of small non-coding RNAs (sRNAs), which, according 
to modern data, are involved in the regulation of virulence genes and adaptation to stresses that mycobacteria are exposed to 
in the host cells. Experimental data of the in vitro study confirm the possible participation of some sRNAs in the adaptation of 
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a change in the expression levels of several ncRNAs genes was revealed.
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уберкулез – инфекционное заболевание, которое явля-

ется одной из ведущих причин смертности во всем 

мире. По данным Всемирной организации здравоохранения, 

в 2020 г. в мире было зарегистрировано 9,9 млн новых забо-

леваний туберкулезом. В 2020 г. большинство случаев забо-

леваний были зарегистрированы в Юго-Восточной Азии 

(43%), Африке (25%) и Западной части Тихого океана (18%). 

Небольшой уровень заболеваемости туберкулезом был 

выявлен в Восточном Средиземноморье (8,3%), Северной и 

Южной Америке (3,0%) и Европе (2,3%) [1].

По данным исследований, патогенез возбудителя туберку-

леза Mycobacterium tuberculosis в значительной степени регу-

лируется экспрессией малых некодирующих РНК (мнРНК) 

[2–4], которые, действуя на уровне транскрипции и трансля-

ции, играют особую роль в регуляции экспрессии генов мико-

бактерий [5]. К мнРНК относят транскрипты размером 50–400 

нуклеотидов, которые не транслируются в белки и участвуют 

в регуляторных процессах. У туберкулезного микроба впер-

вые были описаны 9 мнРНК в 2009 г., в настоящее время в 

геномах M. tuberculosis идентифицированы более 100 после-

довательностей, кодирующих мнРНК [6]. У большинства 

мнРНК туберкулезного микроба функции не изучены.

В ходе инфекционного туберкулезного процесса челове-

ка микобактерии туберкулеза фагоцитируются макрофага-

ми (МФ) и подвергаются воздействию бактерицидных фак-

торов в фагосомах. В структуре фагосомальных мембран 

МФ располагаются протонные АТФазы, вызывающие закис-

ление внутренней среды фагосом, а также НАДФH-оксидазы, 

образующие активные формы кислорода, и NO-синтазы, 

генерирующие активные формы азота – радикалы NO*[7]. 

При попадании в фагосому клетки микобактерий подверга-

ются токсичному воздействию факторов макрофагов. Так, 

на мембране фагосом макрофагов организма-хозяина при-

сутствуют НАДФH-оксидаза и NO-синтаза. Эти активные 

интермедиаты запускают процессы, ведущие к разрушению 

микобактериальных оболочек. При этом NO-радикал прояв-

ляет большую бактерицидную активность по сравнению с 

радикалом супероксида [3].

Однако клетки микобактерий способны длительное время 

сохраняться в фагосомах макрофагов [11]. Их адаптацию к 

неблагоприятным условиям окружающей среды, возможно, 

обеспечивает синтез мнРНК, которые способны регулиро-

вать активность стресс-чувствительных генов микобактерий 

на посттранскрипционном уровне [8–10, 12, 13]. Таким об-

разом, с помощью анализа изменения уровней их экспрес-

сии возможно оценить влияние стрессовых и бактерицидных 

факторов на интенсивность синтеза адаптивных белков ту-

беркулезного патогена. 

Целью данного исследования было изучение измене-

ния уровней экспрессии 13 генов мнРНК в клетках 

M. tuberculosis штамма Н37Rv в условиях, моделирующих 

стрессы, которым подвергаются клетки M. tuberculosis вну-

три фагосом млекопитающих, in vitro и in vivo.

Материалы и методы

Штаммы и условия культивирования

В исследовании использовали лабораторный штамм 

M. tuberculosis H37Rv, полученный из Государственной кол-

лекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск» (B-

3374). Культивирование клеток микобактерий проводили в 

жидкой питательной среде Middlebrook 7H9 Broth Base 

(Himedia, Мумбаи, Индия) с добавлением 10% сыворотки 

крупного рогатого скота (КРС) («Биолот», Санкт-Петербург, 

Россия) и 0,05% Tween 80 (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, 

Миссури, США) и на плотной питательной среде Middlebrook 

7H11 Agar Base (Himedia, Мумбаи, Индия) с добавлением 

10% сыворотки КРС. Посевы культивировали при темпера-

туре 37°С в течение 28 дней.

Моделирование оксидативного стресса in vitro

Микобактериальные клетки, выращенные в жидкой пита-

тельной среде 7H9 с 10% сыворотки КРС и 0,05% Tween 80 

до оптической плотности (OD600 = 1), центрифугировали 

при 5000 g при комнатной температуре в течение 20 мин, 

трижды отмывали фосфатным буфером и переносили в 

жидкую питательную среду 7H9 с 10% сыворотки КРС и 

0,05% Tween 80 (pH 7,0) с добавлением H2O2 в конечных 

концентрациях 0,5, 1,0 и 5,0 мМ или с добавлением препа-

рата PAPA NONOate (Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, 

США), являющегося донором NO, в конечных концентраци-

ях по NO 0,04, 0,4 и 4,0 мМ. В этих условия клетки M. 

tuberculosis H37Rv инкубировали при температуре 37°С с 

перемешиванием (200 об./мин) в течение 40 мин. Клетки 

центрифугировали при 5000 g при температуре 4°С в тече-

ние 20 мин. Осадок использовали для выделения тотальной 

РНК. В качестве контроля клетки M. tuberculosis H37Rv куль-

тивировали в жидкой питательной среде 7Н9 без добавле-

ния H2O2 или PAPA NONOate при тех же временных и темпе-

ратурных условиях. Эксперимент проводили в трех повтор-

ностях.

Моделирование кислотного стресса in vitro

Клетки M. tuberculosis выращивали, осаждали, отмывали 

как описано выше. Затем их переносили в жидкую пита-

тельную среду 7H9 с 10% сыворотки КРС и 0,05% Tween 80 

(pH 5,4). В этих условия клетки M. tuberculosis H37Rv инку-

бировали при температуре 37°С с перемешиванием 

(200 об./мин) в течение 2, 15 и 24 ч. Клетки центрифугиро-

вали при 5000 g при температуре 4°С в течение 20 мин. 

Осадок использовали для выделения тотальной РНК. 

Контрольные клетки M. tuberculosis готовили как описано 

выше. Эксперимент проводили в трех повторностях.

Лабораторные животные

Самки мышей линии BALB/c (n = 24) получены из питом-

ника «Андреевка» (ФГБУН НЦБМТ ФМБА, Московская об-

ласть, Россия). В эксперимент брали животных в возрасте 

14–15 нед. весом 22–25 г. Мышей содержали в стандартных 

условиях в соответствии с международными нормами и тре-

бованиями [11]. Животные имели свободный доступ к воде и 

корму («Лабораторкорм», Москва, Россия). Все эксперимен-

ты на животных проводились в полном соответствии с 

Европейской конвенцией о защите позвоночных животных, 

используемых в экспериментальных и других научных целях 

(Директива 2010/63/EU Европейского парламента и Совета 

от 22 сентября 2010 г. о защите животных, используемых в 

научных целях), а также требований Санитарных правил 
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1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами III–

IV групп патогенности и возбудителями паразитарных болез-

ней» и Ветеринарного протокола №ВП-2020/10 по биоэтике 

ФБУН ГНЦ ПМБ.

 Моделирование хронической туберкулезной инфекции 

у мышей линии BALB/c

Мышей линии BALB/c инфицировали внутрибрюшинно 

как описано ранее [12]: заражали суспензией клеток 

M. tuberculosis H37Rv в дозе 1,3 × 105 KOE/животное, в объ-

еме 0,2 мл. Ежедневно осуществляли контроль изменения 

веса и выживаемости животных. Для оценки патологическо-

го процесса на 45-е и 90-е сутки после заражения проводили 

анализ обсемененности и изменения гистологической карти-

ны паренхиматозных органов, как описано ранее [13]. Левое 

легкое инфицированных мышей замораживали в жидком 

азоте, затем переносили в микропробирку объемом 2 мл с 

циркониевыми бусами 0,1 мм (BioSpec, Бартлсвилл, 

Оклахома, США), добавляли 0,5 мл смеси фенол / гуанидин 

тиоцианат («Синтол», Москва, Россия) и гомогенизировали 

на дезинтеграторе Mini-Beatbeater (BioSpec, Бартлсвилл, 

Оклахома, США). Полученную суспензию использовали для 

выделения тотальной РНК.

Гистология паренхиматозных органов мышей

Легкие и селезенку мышей линии BALB/c фиксировали в 

10%-м формалине («Био-ХИМ НН», Нижний Новгород, 

Россия), дегидратацию проводили в градиентных концентра-

циях этанола и бутанола, заключенный в парафин орган 

нарезали (5 мкм), используя Ultracut microtome («Райхерт-

Юнг», Бенсхайм, Германия). Депарафинированные срезы 

окрашивали гематоксилином/эозином, изучали и фотогра-

фировали при помощи микроскопа Nikon Eclipse 80i и Nikon 

DS-U2 (Nikon, Токио, Япония) при увеличениях ×4 и ×20.

Выделение тотальной РНК и синтез кДНК

Выделение тотальной РНК проводили методом фенол-

хлороформной экстракции с помощью набора «РНК-

экстран» («Синтол», Москва, Россия). Для удаления следов 

ДНК пробу обрабатывали набором реагентов TURBO DNA-

free™ Kit (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, 

США). Отсутствие ДНК в пробах подтверждали при помощи 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) с праймерами на ген 

16S рРНК M. tuberculosis и электрофореза в агарозном геле. 

Для получения первой цепи ДНК (кДНК) из тотальной РНК 

использовали набор реагентов MMLV RT kit («Евроген», 

Москва, Россия).

 Анализ относительной экспрессии мнРНК в клетках 

M. tuberculosis в ответ на оксидативный и кислотный 

стрессы in vitro

Уровень представленности транскриптов мнРНК в клет-

ках M. tuberculosis H37Rv в условиях оксидативного и кис-

лотного стрессов оценивали при помощи ПЦР в реальном 

времени на приборе CFX96-touch (BioRad, Геркулес, 

Калифорния, США) с использованием реактивов qPCRmix-

HS SYBR («Евроген», Москва, Россия) со специфичными 

праймерами на гены мнРНК. Программа амплификации: 

95°С, 5 мин; [95°С, 20 с; 61°С, 20 с; 72°С, 30 с] × 40 раз. 

Реакцию проводили в трех повторностях. Полученные ре-

зультаты нормировали относительно уровня транскрипции 

гена 16S рРНК и сравнивали с контрольным уровнем пред-

ставленности транскриптов мнРНК в отсутствии стрессов 

методом 2ΔΔCt [14].

Анализ уровней экспрессии мнРНК в клетках M. tuberculo-

sis в легких мышей линии BALB/c с хроническим туберкуле-

зом

Представленность транскриптов мнРНК в клетках 

M. tuberculosis H37Rv в легких мышей линии BALB/c с хрони-

ческим туберкулезом оценивали при помощи ПЦР в реаль-

ном времени, как описано выше. Полученные результаты 

нормировали относительно уровня транскрипции гена 16S 

рРНК методом Pfaffl [15].

Результаты и обсуждение

 Транскрипционный ответ генов мнРНК M. tuberculosis 

на оксидативный стресс

Для изучения ответа клеток M. tuberculosis H37Rv на окси-

дативный стресс, вызванный присутствием H2O2 и NO, оце-

нивали изменение уровней транскрипции 13 генов мнРНК 

(MTS0997, MTS1338, MTS2823, B11, ASdes, Mpr5, Mcr3, 

Mcr15, ASpks, Mcr5, Mcr7, Mpr11 и Mpr18) по сравнению с 

таковым в контроле.

Показано, что в ответ на H2O2 во всех использованных 

концентрациях происходило увеличение уровней экспрессии 

5 мнРНК (MTS0997, MTS1338, ASpks, Mpr5 и Mpr11). Для 

генов мнРНК B11 и ASdes зафиксировано увеличение экс-

прессии при концентрациях H2O2 0,5 и 1,0 мМ, а также для 

гена Mcr15 – при концентрациях H2O2 1 и 5 мМ. Экспрессия 

одного гена (Mcr7) снижалась в ответ на все использован-

ные концентрации H2O2. Гены MTS2823, Mpr5, Mcr3 и Mpr18 

не изменяли своих уровней экспрессии в данных условиях 

(рис. 1).

В клетках M. tuberculosis H37Rv зафиксировано увеличе-

ние уровней представленности транскриптов мнРНК в ответ 

на присутствие ионов NO во всех использованных концен-

трациях (0,04, 0,4 и 4 мМ) для MTS1338 и снижение – для 

Mcr15, Mcr5, Mpr11 и Mpr18. При этом для Mpr5, ASpks и 

Mcr7 отмечено снижение экспрессии при концентрациях NO 

0,4 и 4 мМ, для ASdes – при концентрации 0,04 мМ, а для 

MTS0997 – при концентрации 4 мМ. Представленность 

транскриптов MTS2823, B11 и Mcr3 не изменялась (рис. 2).
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Таким образом, получены данные, указывающие на уве-

личение уровней экспрессии гена мнРНК MTS1338 при дей-

ствии H2O2 и NO во всех исследуемых концентрациях. В не-

давно опубликованной работе показано, что сверхэкспрес-

сия мнРНК MTS1338 в клетках M. tuberculosis H37Rv приво-

дила к снижению трансляционной активности и замедлению 

деления туберкулезных клеток [5]. Уменьшение уровня экс-

прессии гена Mcr7 в условиях оксидативного стресса, воз-

можно, указывает на участие этого гена в регуляции актив-

ности комплекса Tat, ответственного за трансмембранную 

секрецию ряда белков, что описано ранее [3, 6]. На основа-

нии полученных нами данных можно сделать вывод о под-

тверждении роли мнРНК MTS1338 и Mcr7 в адаптации кле-

ток M. tuberculosis к условиям окислительного стресса.

 Транскрипционный ответ генов мнРНК M. tuberculosis 

на кислотный стресс

Кислотный стресс моделировали с помощью культивирова-

ния клеток микобактерий в жидкой питательной среде со сни-

женными значениями pH (5,4). Эти условия имитируют подкис-

ление среды в фагосоме, генерируемое ферментом протонной 

АТФазой, локализованной в мембранах фагосом МФ.

В ходе эксперимента отмечено увеличение экспрессии 

гена мнРНК Mpr5 в течение 24 ч, а гена Mcr7 – в течение 2 ч 

воздействия кислотного стресса. Уменьшение экспрессии 

мнРНК зафиксировано для ASdes, Mpr11 и Mpr18 в течение 

2 ч и ASpks – в течение 24 ч. Отмечалось отсутствие изме-

нений уровней экспрессии MTS0997, MTS1338, MTS2823, 

B11, Mcr3, Mcr15 и Mcr5 (рис. 3). 

В отличие от полученных нами данных, ранее сообща-

лось, что экспрессия гена ASpks и ASdes увеличивалась в 

клетках M. tuberculosis H37Rv при их поглощении МФ [6]. Это 

может указывать на роль ASpks и ASdes в адаптации клеток 

M. tuberculosis к другим стрессовым факторам, присутствую-

щим в МФ.

 Хроническая туберкулезная инфекция у мышей линии 

BALB/c, вызванная штаммом M. tuberculosis H37Rv

В качестве критериев оценки патологического туберку-

лезного процесса были использованы: изменение массы 

тела зараженных животных; изменение среднего веса лег-

ких и селезенок мышей; обсемененность микобактериями 

легких и селезенок мышей на 45-е и 90-е сутки после зара-

жения; гистологическое исследование тканей легких и селе-

зенок мышей, зараженных клетками M. tuberculosis.

Анализ изменения массы тела мышей линии BALB/c, 

зараженных штаммом M. tuberculosis H37Rv в дозе 

1,3 × 105 KOE/животное, не выявил значительных изменений 

данного показателя на протяжении всего времени экспери-

мента по сравнению с контролем. Вес селезенок и легких 

зараженных мышей статистически значимо не увеличивался 

(рис. 4).

Оценка микобактериальной обсемененности селезенки и 

легких мышей линии BALB/с, зараженных клетками штамма 

M. tuberculosis H37Rv, не выявила изменения данного пока-

зателя на протяжении всего времени эксперимента (рис. 5).
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M. tuberculosis H37Rv в условиях оксидативного стресса (NO) в 

сравнении с контролем.
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M. tuberculosis H37Rv в условиях кислотного in vitro стресса по 
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В красной пульпе образцов селезенки наблюдается за-

метное увеличение лимфоцитов, что указывает на развитие 

ответной реакции иммунной системы при проникновении 

туберкулезного патогена в макроорганизм. Между лимфо-

цитарными скоплениями встречаются плотные очаги, состо-

ящие из широкоплазменных макрофагов. В лимфатических 

фолликулах белой пульпы селезенки не выявлена актив-

ность центров размножения, что свидетельствует об отсут-

ствии выраженной гуморальной реакции на присутствие 

патогена (рис. 6).

Гистологическое исследование тканей легких мышей, за-

раженных клетками M. tuberculosis в респираторном отделе 

и воздухоносных путях легких, не выявило отклонений от 

нормы. В исследуемых образцах просветы альвеол были 

чистые, без клеточной инфильтрации (рис. 7). 

Отсутствие патологических изменений в легких мышей, 

возможно, связано с низким уровнем бактериальной нагруз-

ки в органе после заражения клетками M. tuberculosis H37Rv 

и формирования у мышей хронического туберкулезного про-

цесса, что согласуется с опубликованными ранее данными 

[12].

Полученные данные указывают на формирование хрони-

ческой туберкулезной инфекции у мышей линии BALB/c к 

90-му дню после внутрибрюшинного заражения клетками 

штамма M. tuberculosis H37Rv.

Представленность транскриптов мнРНК M. tuberculosis 

H37Rv в легких мышей c хронической туберкулезной инфек-

цией

Оценка представленности транскриптов мнРНК 

M. tuberculosis в тканях легких мышей с хроническим тубер-

кулезом показала, что в легких животных были детектирова-

ны 6 мнРНК из 13 (MTS0997, B11, ASdes, Mcr3, Mpr5 и 

Mcr15). Средний уровень представленности к 90-м суткам 

после заражения, по сравнению с аналогичным показателем 

на 45-е сутки после заражения, снижался для MTS0997 в 

9,5 раза, B11 – в 5,1 раза, Asdes – в 6,8 раза, Mcr3 – в 

3,1 раза, Mpr5 – в 8,3 раза и Mcr15 – в 7,5 раза (рис. 8).

Таким образом, экспериментально продемонстрировано, 

что в легких мышей с хронической туберкулезной инфекци-

ей клетки M. tuberculosis экспрессируют мнРНК (MTS0997, 

B11, ASdes, Mcr3, Mpr5 и Mcr15), причем уровень экспрессии 

изменяется с течением времени. Это дополняет сведения о 

присутствии транскриптов мнРНК в клетках туберкулезного 

микроба, при хронической туберкулезной инфекции и при 

переходе туберкулезной инфекции в латентную форму [10].

Заключение

По результатам проведенных экспериментов in vitro выяв-

лено увеличение уровней транскрипции гена мнРНК MTS1338 

M. tuberculosis в ответ на оксидативный стресс. В условиях 

воздействия повышенной кислотности in vitro, которая харак-

терна для среды внутри фагосом, наблюдалось увеличение 
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Рис. 8. Представленность транскриптов мнРНК относительно 

уровня экспрессии 16S рРНК в легких мышей линии BALB/с, 

инфицированных клетками M. tuberculosis H37Rv: А – 45-е сутки 

после заражения, Б – 90-е сутки после заражения.

Рис. 6. Патологические изменения в селезенке мышей линии 

BALB/с на 90-е сутки после внутрибрюшинного заражения клет-

ками штамма M. tuberculosis H37Rv.

Рис. 7. Гистологические срезы легких мышей линии BALB/с на 

90-е сутки после внутрибрюшинного заражения штаммом 

M. tuberculosis H37Rv.
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уровня экспрессии мнРНК Mpr5 M. tuberculosis. Снижение 

уровней транскрипции мнРНК ASdes и ASpks в кислой среде 

в течение первых двух часов воздействия кислотного стрес-

са позволяет предположить участие этих мнРНК в адаптации 

микобактерий к этому виду стресса. Показано, что в легких 

мышей с хронической туберкулезной инфекцией клетки M. 

tuberculosis H37Rv экспрессируют мнРНК MTS0997, B11, 

ASdes, Mcr3, Mpr5 и Mcr15, характерные для состояния воз-

будителя туберкулеза при переходе его в покой. 

Представленность транскриптов названных мнРНК снижа-

лась к 90-м суткам по сравнению с данным показателем на 

45-е сутки после заражения мышей линии BALB/c.
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