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Предисловие

Проблема борьбы с туберкулезной инфекцией сохраняет свою 
актуальность в масштабах России и всего мира и в год 300-летия 
Российской академии наук.

Несмотря на достижения отечественной и мировой фтизиатрии 
в первой четверти ХХI века, полная победа над туберкулезом пока 
остается нереализованной мечтой человечества. Туберкулез продол-
жает быть одним из самых распространенных инфекционных забо-
леваний, ежегодно унося около полутора миллионов жизней. Резер-
вуар туберкулезной инфекции в мире сокращается очень медленно. 
Возбудитель туберкулеза противостоит мерам по его искоренению 
и быстро адаптируется ко всем терапевтическим новациям.

Развитие науки и появление новых технологий в ХХI веке открыли 
возможности для изучения древней туберкулезной инфекции 
на новом уровне, что позволит повысить эффективность быстрой 
диагностики туберкулеза и лечения пациентов. Фундаментальным 
методам исследования принадлежит важнейшая роль в поиске путей 
и средств для победы над туберкулезом.

Основой для подготовки настоящего издания явились мате-
риалы II конференции «Роль фундаментальных методов исследова-
ния во фтизиатрии», прошедшей в Центральном научно-исследо-
вательском институте туберкулеза в апреле 2023 г., расширенные 
и доработанные авторами. В книге представлены результаты новей-
ших исследований по иммунологии, иммуногенетике, молекуляр-
ной генетике микробиологии туберкулеза, поиску новых лекарств, 
эффективных в отношении возбудителя туберкулеза.

Директор ФГБНУ «ЦНИИТ»
член-корреспондент РАН А.Э. Эргешов

убрать

убрать
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АГ – антиген
АЛК – 5-аминолевулиновая кислота
АФК – активные формы кислорода
ВИЧ – вирус иммунодефицита человека
ДК – дендритные клетки
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
ЖКТ – желудочно-кишечный тракт
КОЕ – колониеобразующая единица
ЛТИ – латентная туберкулезная инфекция
ЛУ – лекарственная устойчивость
ЛЧ – лекарственная чувствительность
МБТ – микобактерии туберкулеза
МБТК – микобактерии туберкулезного комплекса
МИК – минимальная ингибирующая концентрация
МЛУ – множественная лекарственная устойчивость
НТМБ – нетуберкулезные микобактерии
ПТП – противотуберкулезные препараты
ПЦР – полимеразная цепная реакция
РНК – рибонуклеиновая кислота
СПИД – синдром приобретенного иммунодефицита
ТБ – туберкулез
ФДИ – фотодинамическая инактивация
ФС – фотосенсибилизатор
ФЧ – фагоцитарное число
ХТ – химиотерапия
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ШЛУ – широкая лекарственная устойчивость
АРС – Antigen Presenting Cells (антигенпрезентирующие 

клетки)
BCR – В-cell receptor (В-клеточный рецептор)
BODIPY – бородипирриновые люминофоры
COVID-19 – CoronaVirus Disease (болезнь, вызываемая коронавиру-

сом SARS-CoV-2)
CST – Clostridium spiroforme Toxin (токсин, выделяемый 

Clostridium spiroforme)
DC – Dendritic Cells (дендритные клетки)
HLA – Human Leukocyte Antigen (человеческий лейкоцитарный 

антиген)
IL –Interleukin (интерлейкин)
IFN-γ – Interferon gamma (интерферон-гамма)
JAK – Janus Kinases (тирозиновые киназы семейства Янус)
LDA – Latent Dirichlet Allocation
МАС – Mycobacterium avium сomplex (Mycobacterium avium ком-

плекс)
MAGs – metagenome-assembled genomes (геномы, собранные 

в метагеноме)
МНС – Main Histocompatibility Complex (главный комплекс 

гистосовместимости)
NICD – Notch Intracellular Domain, Notch-ICD (внутриклеточный 

домен Notch-рецептора)
NKT – Natural Killer Т-cells (натуральные киллеры)
NO – оксид азота
P-gp – P-glycoprotein (P-гликопротеин)
SNP – Single Nucleotide Polymorphism (однонуклеотидный 

полиморфизм)
STAT – Signal Transducer and Activator of Transcription (трансдук-

тор сигнала и активатор транскрипции)
TCM – Central Memory T-cells (Т-клетки центральной памяти)



Список сокращений

TCR – T-cell Receptor (Т-клеточный рецептор)
TGF-β – Transforming Grows Factor-beta (трансформирующий фак-

тор роста бета)
TNF-α – Tumor Necrosis Factor alpha (фактор некроза опухоли 

альфа)
TLR – Toll-like Receptors (Toll-подобные рецепторы)
TPGS – α-tocopherilpropilenglycol 1000 succinate (α-токоферил-

пропиленгликоль 1000 сукцинат)
TransEM – Trans Effector Memory T-cells (Т-клетки переходной 

эффекторной памяти)
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1. Фотодинамический эффект 
эндогенных порфиринов 
в отношении Mycobacterium 
tuberculosis
Линге И.А., Вострокнутова Г.Н., Капрельянц А.С., 
Апт А.С., Савицкий А.П., Шлеева М.О.

Введение

Проблема туберкулеза (ТБ) остается нерешенной для человече-
ства. В течение последнего десятилетия наблюдалось постепенное 
снижение числа вновь диагностируемых случаев заболевания и числа 
умерших от ТБ. Пандемия COVID-19 привела к повсеместному сниже-
нию уровня диагностики других инфекций, что, к сожалению, ожи-
даемо привело к росту числа заболевших и смертей от ТБ. По дан-
ным ВОЗ, блокировки и ограничения, введенные во время пандемии 
COVID-19, могут привести к дополнительным 1,4 миллиона смертей 
от ТБ в период с 2020 по 2025 г. [13]. Эффективность лечения ТБ зави-
сит от формы и тяжести заболевания и достигает 85% в случае лекар-
ственно-чувствительного ТБ [13]. Однако в настоящее время проти-
вотуберкулезное лечение в клинике сталкивается со значительными 
проблемами в связи с распространением резистентных к антибиоти-
кам штаммов возбудителя, в том числе с множественной и широкой 
лекарственной устойчивостью (МЛУ и ШЛУ). Приобретение устой-
чивости всего к двум препаратам (изониазиду и рифампицину) сни-
жает эффективность лечения уже до 56% [13]. Можно сказать, что 
развитие лекарственной устойчивости микобактерий туберкулеза 
(МБТ) связано с внешними и внутренними факторами. К внешним 
можно отнести социальные факторы, ведущие к несвоевременной 
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и/или неточной диагностике, некорректно подобранным или несо-
блюдаемым курсам лечения. Вместе с тем происходит накопление 
мутаций в генах, ассоциированных с лекарственной чувствительно-
стью [2]. Не стоит также забывать, что попавшие в организм микобак-
терии под давлением иммунной системы хозяина могут переходить 
в дормантное, покоящееся состояние, сопровождающееся физиоло-
гическими изменениями микобактерий. Покоящиеся клетки МБТ 
характеризуются низкой метаболической активностью и прекраще-
нием синтеза многих макромолекул, в том числе клеточной стенки, 
вследствие чего известные противотуберкулезные препараты (ПТП) 
в отношении подобных бактерий не активны. По оценкам ВОЗ, при-
мерно четверть населения Земли являются носителями латентной 
туберкулезной инфекции (ЛТИ), обусловленной покоящимися МБТ. 
Важно, что в состоянии покоя МБТ могут десятилетиями сохраняться 
в организме хозяина, не приводя к появлению каких-либо симпто-
мов. Вследствие разных причин может наступить реактивация ТБ, 
что может спровоцировать появление новых случаев и заражение 
окружающих. Таким образом, латентные носители являются скры-
тым резервуаром и потенциальным источником заражения. Одним 
из факторов риска реактивации ЛТИ в последние годы стало заболе-
вание COVID-19. В значительном проценте случаев развивающийся 
активный ТБ оказывается лекарственно-устойчивым [25]. Таким 
образом, в человеческой популяции существуют МБТ с разными 
типами приобретенной резистентности к ПТП: штаммы, генетиче-
ски приобретшие устойчивость к ПТП, и физиологически-устойчи-
вые покоящиеся МБТ латентных носителей, которые могут иметь 
и дополнительную генетическую устойчивость. Сложившаяся ситуа-
ция требует поиска и разработки новых подходов к борьбе с лекар-
ственно-резистентной инфекцией [19].

Эффективной альтернативой ПТП может служить фотодинами-
ческая инактивация (ФДИ) МБТ, поскольку ее действие основано 
на образовании активных форм кислорода, действующих незави-
симо от наличия конкретной мишени для ПТП, и она уничтожает 
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как лекарственно-устойчивые, так и покоящиеся формы МБТ. Ком-
бинированная терапия, включающая ФДИ и ПТП, является перспек-
тивной стратегией борьбы с бактериальными инфекциями, вызван-
ными бактериями с МЛУ и ШЛУ [12]. ПТП и ФДИ могут действовать 
синергически, поэтому их комбинация может привести к значитель-
ному улучшению клинического исхода даже при неоптимальных кон-
центрациях отдельных препаратов, а снижение доз может ослабить 
токсическое действие ПТП [12]. Таким образом, включение ФДИ 
в схемы антибактериальной терапии может оказать немалую прак-
тическую пользу.

Принципы фотодинамической инактивации бактерий
Принцип антимикробной ФДИ (аФДИ) основан на фотоинактива-

ции бактерий в присутствии определенных соединений, называемых 
фотосенсибилизаторами (ФС). Принято считать, что в основе ФДИ 
лежат два основных механизма. Механизм I типа основан на обра-
зовании активных форм кислорода (АФК) при воздействии светом 
определенной длины волны. АФК реагируют с необходимыми для 
жизни клеток молекулами, нарушая метаболизм и приводя к гибели 
бактерий. Механизм II типа основан на образовании форм синглет-
ного кислорода (1O2) с высокой реакционной способностью, кото-
рые могут напрямую действовать на жизненно важные молекулы 
бактерий, или же опосредует появление АФК. В последнее время 
идет обсуждение и третьего механизма действия ФДИ, основанного 
на локальном перегреве (гипертермии) различных внутриклеточ-
ных зон бактерий за счет фотопоглощения [41]. Важно, что разви-
тие устойчивости бактерий к ФДИ считается маловероятным из-за 
неспецифического повреждения, вызываемого АФК, 1O2 или локаль-
ным перегревом [7, 21].

ФДИ микобактерий
Эффективное действие ФДИ на микобактерии было продемон-

стрировано уже в конце XIX века, когда Нильс Финсен опубликовал 
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результаты лечения ТБ кожи (lupus vulgaris) с помощью фототера-
пии, за что в 1903 г. был удостоен Нобелевской премии. Однако 
механизм этого явления был установлен лишь сто с небольшим лет 
спустя. Было высказано предположение, что ФДИ микобактерий про-
исходит за счет поглощения света накапливающимися в них порфи-
ринами [22]. Несмотря на давнюю историю обнаружения ФДИ бак-
терий, интерес к этой области возобновился лишь в последние годы 
из-за проблемы массового развития лекарственной резистентности 
множества видов и штаммов бактерий и необходимости новых под-
ходов к терапии.

В большинстве случаев для исследования активности действия 
ФДИ применяются экзогенные ФС различной структуры, среди кото-
рых основными являются фенотиазиниумы, фталоцианины, порфи-
рины и фуллерены [30]. Эффективность аФДИ во многом зависит 
от степени проникновения ФС внутрь клеток бактерий и (или) их 
расположения в клеточной стенке бактерии. Так, аФДИ более дей-
ственна в отношении грамположительных бактерий вследствие 
более простой структуры их клеточной стенки. В качестве экзо-
генных ФС также используют метиленовый синий, действующий 
значительно быстрее по сравнению с порфиринами [29], и бороди-
пирриновые люминофоры (BODIPY), поскольку они обладают интен-
сивными хромофорными и флуоресцентными свойствами и высокой 
устойчивостью к агрессивным факторам окружающей среды [18]. 
Показано, что ФДИ микобактерий M. smegmatis и M.  tuberculosis 
в присутствии метиленового синего зависит от дозы препарата [6, 
28]. Для повышения активности ФС на основе BODIPY применяют 
формы, связанные с трегалозой, что способствует проникновению 
через мембрану и усилению действия ФС [10]. В качестве альтер-
нативы органическим ФС используют наночастицы, которые про-
никают внутрь клеток за счет пассивного эндоцитоза. Это позво-
ляет повысить эффективность доставки ФС в клетки, обеспечивая 
более высокое поглощение света и снижая обесцвечивание во время 
ФДИ [31].
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Стоит отметить, что большинство исследований по аФДИ с исполь-
зованием экзогенных ФС проводят in vitro, и лишь несколько работ 
демонстрируют эффективность аФДИ in vivo. В частности, была пока-
зана активность производных бензопорфирина в модели искусствен-
ной подкожной гранулемы при инфицировании мышей Mycobacterium 
bovis, которые погибали после воздействия света длиной волны 690 
нм [24]. Важно, что в параллельном исследовании активность выбран-
ного ФС была одинакова при ФДИ как в отношении чувствительных, 
так и в отношении устойчивых к лекарственным препаратам клини-
ческих штаммов M. tuberculosis [24].

Использование экзогенных ФС ограничено, если необходимо воз-
действовать на бактерии, доступ к которым затруднен. Кроме того, 
ФС не всегда способны достаточно хорошо взаимодействовать с бак-
териями и проникать через сложную наружную мембрану микро-
организмов. Это относится и к внутриклеточным бактериям, в том 
числе микобактериям, преимущественно локализованным в легких. 
Кроме того, важно, чтобы ФС избирательно связывался и накапли-
вался в бактериях, но не в клетках хозяина. В связи с этим более пер-
спективным представляется использование не требующих доставки 
эндогенных фотосенсибилизаторов. Примером таких ФС могут слу-
жить порфирины. В частности, эндогенные порфирины содержатся 
в таких клинически важных бактериях, как Propionibacterium acnes, 
вызывающих акне, или Helicobacter pylori, способствующих разви-
тию гастрита и язвенной болезни желудка и 12-перстной кишки. 
Одними из наиболее перспективных и эффективных ФС являются 
металлокомплексы порфиринов, среди которых выделяются ком-
плексы цинка [1, 3, 8, 16, 17, 34].

Интересно, что еще до выявления реализующего механизма, 
была показана ФДИ микобактерий, предположительно связанная 
с эндогенными ФС [30]. Накопление порфиринов показано у мико-
бактерий M. smegmatis, M. terra, M. tuberculosis, в том числе в дор-
мантных формах M. tuberculosis. Следует отметить, что первые экс-
перименты, демонстрирующие ФДИ микобактерий, были проведены 
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с использованием света с длинами волн 405 нм, 464 нм [14, 15], 662 
нм [6], 850 нм [15], что не соответствует спектрам поглощения порфи-
ринов (550–600 нм). Более того, освещение суспензий M. tuberculosis 
светом с длиной волны 565 нм не приводило к значимому снижению 
числа жизнеспособных МБТ [30], вероятно вследствие низкого содер-
жания эндогенных порфиринов. При этом освещение M. smegmatis 
вызывало инактивацию дормантных микобактерий, но не микобак-
терий в логарифмической фазе роста [32, 33].

Стимулировать синтез порфиринов можно добавлением в среду 
с растущими микобактериями предшественника синтеза гема – 
5-аминолевулиновую кислоту (АЛК). АЛК, в отличие от экзогенных 
порфиринов, может проникать в бактерии, например в Haemophilus 
parainfluenzae, через гидрофильные поры в мембране [37]. Дей-
ствительно, добавление АЛК в среду приводит к увеличению вну-
триклеточной концентрации уропорфирина и копропорфирина 
у M. smegmatis и M. phlei в стационарной фазе [7, 32]. Освещение таких 
бактерий светом длиной волны 532 нм in vitro приводит к падению 
жизнеспособности (числу КОЕ) на 2,5 порядка [31]. В отношении 
M. tuberculosis ни использование эндогенных ФС, ни их АЛК-опосре-
дованная индукция до недавнего времени не изучались.

Результаты

Накопление порфиринов в M. tuberculosis
Как описано выше, ЛТИ связывают с образованием дормант-

ных форм МБТ. Дормантные микобактерии не делятся, не образуют 
колоний при посеве на плотные среды и находятся в длительном 
состоянии покоя. Морфологически дормантые МБТ характеризуются 
образованием овоидных форм с утолщенной стенкой. Кроме того, 
в таких клетках меняются многие метаболические пути. Получение 
таких форм микобактерий от латентных носителей крайне затруд-
нительно, поскольку их очень мало и непонятна их локализация. 
В связи с этим были разработаны модели получения дормантных МБТ 



Фундаментальные исследования во фтизиатрии II

20

in vitro [4, 39, 42]. Позднее была разработана модель постепенного 
понижения рН среды [31], что имитирует ситуацию микроокруже-
ния микобактерии после поглощения макрофагами. Преимущество 
разработанной модели состоит в том, что, находясь длительное время 
в некультивируемом состоянии (свыше шести лет), микобактерии 
сохраняют способность к реактивации. Полученные таким образом 
микобактерии становятся нечувствительны к действию антибиоти-
ков [31], поэтому представляет особый интерес использовать их для 
разработки новых видов терапии.

Как отмечено выше, дормантные M. smegmatis накапливают эндо-
генные порфирины и становятся чувствительны к ФДИ. M. tuberculosis 
также накапливают порфирины при переходе в дормантную форму. 
Количество порфиринов в спящих M. tuberculosis в 6 раз выше, чем 
в активных (0,25 ± 0,05 нг и 0,033 ± 0,01 нг порфиринов / мг влаж-
ного веса дормантных и активных форм МБТ соответственно), однако 
это количество на несколько порядков ниже, чем в M. smegmatis (300 
± 0,1 нг и 7 ± 0,05 нг порфиринов / мг влажного веса дормантных 
и активных форм соответственно). Как и в случае с невирулент-
ными микобактериями M. smegmatis, добавление АЛК в среду роста 
M. tuberculosis стимулировало образование и накопление порфиринов. 
Стоит отметить, что само по себе добавление АЛК не влияло на спо-
собность микобактерий переходить в дормантную форму. При этом 
добавление в среду 3мМ АЛК приводило к увеличению количества 
порфиринов в бактериях M. tuberculosis в 85 раз в течение 10 дней 
культивации и достигало 17 нг/мг влажной массы.

Накопление порфиринов можно было заметить невооруженным 
глазом, поскольку микобактериальная масса приобретала розоватый 
цвет. Характеристика спектров поглощения хлороформ-метаноль-
ной фракции экстракта микобактерий выявила наличие свободного 
порфирина (максимумы поглощения при 500, 540, 575 и 620 нм). 
Кроме того, наличие порифиринов в микобактериях, культивируе-
мых в присутствии АЛК, было подтверждено и с помощью флуорес-
центной конфокальной микроскопии.
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Влияние металлов (Fe, Zn, Mg) на интенсивность 
накопления порфиринов в покоящихся M. tuberculosis, 
выращенных в присутствии АЛК
Мы также обнаружили, что при повышении концентрации ионов 

некоторых металлов в среде роста наблюдается увеличение внутри-
клеточной концентрации порфиринов в микобактериях. При увели-
чении концентрации железа в форме цитрата аммонийного железа 
(III) в 2,5 и 10 раз по сравнению со стандартным содержанием в среде 
Сотона влияния на интенсивность продукции эндогенных порфири-
нов не наблюдалось. Дальнейшее повышение концентраций цитрата 
аммонийного железа (III) (1,3 и 3,2 г/л) индуцировало гетероген-
ность форм микобактерий с появлением коротких палочек наряду 
с овоидными клетками. При этом уровень эндогенных порфиринов 
в этой культуре снизился до неопределяемых значений.

В другой серии экспериментов мы оценивали влияние магния 
и цинка на продукцию порфиринов при переходе клеток M. tuberculosis 
в состояние покоя в присутствии АЛК. Оказалось, что при увеличе-
нии концентрации Mg в 5 и 10 раз (с 5 мМ до 25 и 50 мМ) и Zn в 10 
раз относительно стандартного содержания в среде Сотона наблюда-
лось заметное увеличение продукции эндогенных порфиринов в клет-
ках микобактерий. Повышение концентрации только Mg (до 25 мМ) 
или только Zn прводило к увеличению продукции внутриклеточных 
порфиринов в 3,5 и 2,5 раза соответсвенно. При этом одновремен-
ное увеличение концентраций Zn и Mg (до 10 мкМ и 25 мМ соответ-
ственно) вызывало синергический эффект и приводило к 8-крат-
ному увеличению продукции порфиринов в клетках M. tuberculosis.

Фотодинамическая инактивация M. tuberculosis
Как отмечено выше, ФДИ дормантных форм M. tuberculosis, полу-

ченных без добавления АЛК, была неэффективна в отличие от полу-
ченных в подобных условиях M. smegmatis, вероятно, вследствие низ-
кого содержания эндогенных порфиринов в клетках МБТ. Поскольку 
добавление в среду АЛК приводит к значительному накоплению 
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порфиринов, мы оценили, проявится ли ФДИ в отношении таких 
микобактерий. Мы использовали свет с длинами волн, характер-
ными для спектра поглощения порфиринов. Оказалось, что воздей-
ствие светом длиной волны 532 и 565 нм привело к снижению числа 
жизнеспособных активных МБТ примерно на 3 порядка, а воздей-
ствие в течение 30 минут на дормантные формы привело к гибели 
99,99% МБТ.

Переход в дормантное состояние микобактерий ассоциирован 
со стрессом, в частности при поглощении макрофагами [5]. В связи 
с этим мы оценили, будут ли микобактерии, фагоцитированные легоч-
ными макрофагими in vitro, накапливать порфирины при добавле-
нии 2мМ АЛК в культуральную среду (RPMI1640, 5% FCS). Оказалось, 
что уже через 10 дней совместного культивирования M. tuberculosis 
и легочных макрофагов мышей C57BL/6 (В6) наблюдалось накоп-
ление порфиринов в микобактериях, что было визуально подтвер-
ждено с помощью флуоресцентной микроскопии (фильтр LP590). 
Интересно, что фоточувствительность таких микобактерий была зна-
чительно выше и ФДИ привела практически к полной стерилизации 
облученных образцов. При этом чувствительность к ФДИ контроль-
ных микобактерий, культивируемых в таких же условиях (RPMI1640, 
5% FCS, 2мМ АЛК), но без макрофагов, была сопоставима с бакте-
риями, выращиваемыми в традиционной среде для микобактерий 
(снижение числа КОЕ на 3 порядка).

Мы предположили, что повышенная чувствительность к освеще-
нию поглощенных макрофагами МБТ может быть связана с накоп-
лением порфиринов самими макрофагами. Для проверки этой гипо-
тезы мы культивировали легочные макрофаги в присутствии АЛК 
(2мМ) в течение 10 дней. Действительно, визуализация макрофа-
гов с помощью флуоресцентной микроскопии выявила накопления 
внутри макрофагов красного компонента со спектром излучения, 
соответствующего порфиринам (фильтр LP590). Затем к культуре 
макрофагов добавляли дормантные микобактерии (MOI = 1) на 
16 ч., после чего облучали полученные культуры (565 нм, 30 мин.). 
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Оказалось, что облучение полученных в присутствии АЛК дормант-
ных МБТ, фагоцитированных макрофагами, предварительно нако-
пившими порфирины, привело к полной стерилизации образцов. 
При этом облучение контрольных образцов, в которых инкубиро-
ванные с АЛК макрофаги поглощали дормантные МБТ, получен-
ные без добавления АЛК, также приводило к гибели микобактерий, 
но в меньшей степени. Эти данные подтверждают синергетический 
эффект действия АЛК и макрофагов.

Механизм действия порфиринов на клетки микобактерий 
пока до конца не известен. Значительное количество накоплен-
ных порфиринов в клетках M.  tuberculosis, выращенных в при-
сутствии АЛК, можно экстрагировать органическими раство-
рителями. В связи с этим вполне вероятно, что эти порфирины 
локализованы в клеточных мембранах, как это было обнаружено 
для M. smegmatis [23]. В этом случае можно предположить, что 
ФДИ может воздействовать на некоторые ферменты, связанные 
с мембраной. Одним из важных процессов, связанных с мембра-
ной, является транспорт электронов по дыхательной цепи. Пока 
не удалось определить, приводит ли облучение дормантных мико-
бактерий к блокировке дыхательной цепи, и этот вопрос требует 
дальнейшего изучения.

Обсуждение

Интерес к применению аФДИ для патогенных бактерий возрос 
в последние годы. В большинстве случаев для этих целей приме-
няют экзогенные ФС, в том числе на основе порфиринов. В частно-
сти, в отношении МБТ с МЛУ было продемонстрировано действие 
аФДИ с применением радахлорина [36]. Эффективность экзоген-
ных порфиринов в качестве ФС была показана также и для других 
микобактерий: M. fortutinum [29], M. bovis BCG [24], M. marinum [40] 
и M. smegmatis [11] in vitro и in vivo. Однако, как описано выше, при-
менение экзогенных ФС не всегда эффективно, в связи с чем может 
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быть использован подход, при котором воздействие может быть ока-
зано на эндогенные ФС, в том числе порфирины.

Накопление свободных порфиринов в виде копро- и уропорфи-
ринов в покоящихся формах M. smegmatis способствует антимикроб-
ному действию ФДИ [23]. В данном исследовании продемонстриро-
вано накопление порфиринов и в покоящихся формах микобактерий 
M. tuberculosis, однако их концентрация недостаточна для успеш-
ной аФДИ. Индукция синтеза порфирина в клетках с помощью АЛК 
является наиболее известным подходом в ФДИ для противоопухо-
левой терапии [9, 27]. Мы применили подобный подход и добавили 
предшественник синтеза гема, АЛК, в культуру M. tuberculosis перед 
переходом в состояние покоя, что значительно увеличивало накоп-
ление порфиринов.

Интересно, что усиленное накопление порфиринов при куль-
тивации в присутствии АЛК и повышенной концентрации цинка 
и магния приводит к значительному повышению чувствительности 
МБТ к ФДИ. Важно, что в нашем исследовании полная элимина-
ция дормантных форм микобактерий наблюдалась при облучении 
светом длиной волны 532 и 565 нм, что соответствует поглоще-
нию порфиринов.

Эффективный подход к использованию АЛК для ФДИ был показан 
в случаях легкой доступности мест облучения. Так, совсем недавно 
этот подход был использован для инактивации патогенных бактерий, 
таких как Streptococcus oralis, на поверхности титановых импланта-
тов [26], вызывающих кожные инфекции нетуберкулезных мико-
бактерий, в том числе M. abscessus [38, 43], вызывающие кожные 
инфекции [35, 44]

Однако стоит отметить, что во всех упомянутых исследованиях 
облучение приводило к снижению числа бактерий (оценка КОЕ) 
не больше чем на порядок, но не к полной стерилизации. В нашем 
исследовании АЛК-опосредованная ФДИ была значительно эффек-
тивнее, особенно в отношении покоящихся форм M. tuberculosis, что 
может отражать особенности метаболизма медленно растущих форм 
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бактерий. Отсутствие биосинтеза полимеров и жизненно необходи-
мых ферментов, необходимых в том числе для защиты от свободных 
радикалов и АФК, способствует более успешной элиминации мико-
бактерий при ФДИ. В дополнение к этому совместный эффект накоп-
ленных эндогенных порфиринов микобактерий и макрофагов при-
вел к полной стерилизации образцов. Полученные данные позволяют 
использовать данный подход для перспективной элиминации мико-
бактерий внутри макрофагов организма.

Какие именно компоненты в бактериальных клетках являются 
мишенью аФДИ, до сих пор является предметом дискуссий. Среди 
возможных мишеней рассматриваются липиды посредством их 
перекисного окисления, перекисного окисления, нуклеиновые кис-
лоты и белки [20]. В проведенном исследовании было обнаружено 
значительное нарушение эндогенного дыхания вегетативных форм 
микобактерий, что может быть вызвано снижением потока суб-
страта или же прямым подавлением дыхательной цепи, что наибо-
лее вероятно вследствие того, что значительная часть порфиринов 
локализована в мембране, однако этот вопрос требует дальнейшего 
исследования.

Заключение

Таким образом, результаты данного исследования открывают 
перспективу эрадикации вегетативных и дормантных форм мико-
бактерий, в том числе с лекарственной устойчивостью. Учитывая 
степень развития современных технологий и методов фотодинами-
ческой терапии онкологических заболеваний, в том числе внутри-
тканевую ФДИ и эндоскопическую технику, применение аФДИ может 
быть перспективным не только для кожных легкодоступных инфек-
ций, но также для лечения ТБ.

Работа поддержана грантом РНФ № 19–15–00324.
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2. Иммунный сигналинг: 
роль в патогенезе 
противотуберкулезной защиты
Уразова О.И., Серебрякова В.А., Санина А.Е.,  
Есимова И.Е., Чурина Е.Г., Колобовникова Ю.В.,  
Кононова Т.Е., Воронкова О.В., Никулина Е.Л.

Введение

Этиологическим фактором ТБ является инфекционный возбуди-
тель – Mycobacterium tuberculosis, обладающий свойством вызывать 
повреждение клеток и тканей, в том числе клеток крови, участвую-
щих в реакциях противоинфекционной защиты. ТБ – мультифакто-
риальное заболевание, в возникновении и развитии которого важная 
роль принадлежит факторам, способствующим (внешним или средо-
вым) и предрасполагающим (внутренним или организменным) [10]. 
К внешним факторам относятся прежде всего низкий социальный 
уровень и контакт с больным ТБ бактериовыделителем, к внутрен-
ним – наряду с общеизвестными (мужской пол, возраст, конститу-
циональные особенности, наличие хронических заболеваний вну-
тренних органов и др.) причисляется ставший особенно актуальным 
в последние годы первичный и вторичный иммунодефицит – спон-
танный, приобретенный (в связи с ВИЧ-инфекцией) и индуцирован-
ный (в связи с действием других инфекционных, а также неинфек-
ционных болезнетворных факторов) [10, 11].

Иммунитет представляет собой феномен биологической защиты 
организма от генетически чужеродных патогенов (антигенов). Это 
форма физиологической специфической реактивности иммунной 
системы в ответ на антигены, обеспечивающая резистентность 



2. Иммунный сигналинг: роль в патогенезе противотуберкулезной защиты

33

организма к их болезнетворному действию. Основными функциями 
иммунной системы являются: защитная (удаление «чужого» и «моди-
фицированного своего»), акцептивная (сохранение «чужого» в своем – 
симбиоз с нормальной микрофлорой, толерантность к пищевым анти-
генам, беременность), регуляторная (регуляция роста и развития 
клеток и тканей). Иммунные функции обеспечиваются молекулярно-
клеточными факторами, в том числе сигнальными молекулами, среди 
которых выделяют: клеточные рецепторы для связывания антигена 
(паттерн-распознающие (PRR) – на антигенпрезентирующих клет-
ках Toll-подобные (Toll-like Receptors – TLR)), для презентации анти-
гена (главный комплекс гистосовместимости (Main Hystocompatibility 
Complex – МHC) или человеческий лейкоцитарный антиген (Human 
Leukocyte Antigen – HLA) класса I – на всех клетках организма, класса 
II – на иммуноцитах) и для распознавания антигена (Т-клеточный 
рецептор (T-cell receptor – TCR) – на Т-лимфоцитах, В-клеточный 
рецептор (В-cell receptor – BCR) – на В-лимфоцитах), а также моле-
кулы костимуляции и рецепторы к гуморальным факторам иммуни-
тета. К последним относятся компоненты комплемента, цитокины, 
антитела. Ко-рецепторы Т-клеток – CD4 и CD8 – повышают сродство 
TCR к комплексу HLA с антигеном, CD3 обеспечивают проведение 
сигнала внутрь клетки. Среди регуляторных цитокинов межклеточ-
ной кооперации решающее значение имеют медиаторы, выделяемые 
регуляторными Т-лимфоцитами-хелперами типа Th1 (интерлейкины, 
Interleukin – IL) IL-2, IL-12, интерферон-γ (Interferon gamma – IFN-γ), 
фактор некроза опухоли α (Tumor Necrosis Factor alpha – TNF-α), Th2 
(IL-4, IL-5, IL-13), Th17 (IL-17, IL-22) и регуляторными Т-лимфоци-
тами (Treg) – IL-10, трансформирующий фактор роста β (Transforming 
Grows Factor beta – TGF-β).

ТБ является примером инфекции с внутриклеточным парази-
тированием возбудителя и характеризуется дисрегуляцией прежде 
всего иммунного ответа клеточного (клеточно-опосредованного) 
типа, основными антигенпрезентирующими клетками (Antigen 
Presenting Cell – АРС) которого являются дендритные клетки (Dendritic 
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Cell – DC), регуляторными и эффекторными клетками – Т-лимфо-
циты и макрофаги [6, 7, 12]. Доказано, что обязательным условием 
активации Т-лимфоцита при взаимодействии с DC являются три сиг-
нала – антигенный, костимуляторный и цитокиновый. Результатом 
их недостаточности являются апоптоз, гиперергия/анергия и нару-
шение пролиферации Т-лимфоцитов с развитием лимфоцитопении 
(Т-клеточного дефицита). Наряду с этим многие инфекционные воз-
будители (в том числе M. tuberculosis) способны оказывать поврежда-
ющее действие на иммунокомпетентные клетки, вызывая супрессию 
иммунного ответа. Остается дискуссионным вопрос о том, какие кон-
кретно патогенетические факторы лежат в ее основе. Какова роль 
клеток врожденного иммунитета (в том числе M1- и M2-макрофа-
гов) в патогенезе нарушений противотуберкулезного иммунитета? 
Актуальность поиска ответов на эти вопросы связана с проблемой 
целесообразности и эффективности применения патогенетической 
(иммунокорригирующей) терапии у больных ТБ.

Цель исследования: проанализировать связи иммунной дис-
регуляции при ТБ легких с дисбалансом рецепторной экспрессии 
и секреции in vitro сигнальных молекул Th1-иммунного ответа DC 
и Т-лимфоцитами, охарактеризовать основные патогенетические 
факторы нарушений меж- и внутриклеточного сигналинга, лежащие 
в основе иммунной дисрегуляции при ТБ легких.

Материалы и методы

Выделенные из цельной крови мононуклеарные лейкоциты были 
получены у 334 пациентов Томской областной туберкулезной боль-
ницы – мужчин и женщин (средний возраст 41,94 ± 10,63 года) 
с впервые выявленным инфильтративным (177 человек) и диссеми-
нированным (157 человек) ТБ легких. Из них у 213 пациентов был 
диагностирован ТБ легких с сохраненной лекарственной чувствитель-
ностью (ЛЧ) МБТ у 121 – с лекарственной устойчивостью (ЛУ) МБТ 
как минимум к изониазиду и рифампицину. Диагноз устанавливали 
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по данным клинической картины, рентгенографии легких, результа-
там микроскопического и бактериологического исследований мок-
роты.

Группу сравнения составили 183 здоровых добровольца с сопо-
ставимыми характеристиками по полу и возрасту.

Кровь у больных ТБ легких однократно до начала приема проти-
вотуберкулезных препаратов (ПТП) и здоровых доноров забирали 
утром натощак из локтевой вены в объеме 10–20 мл и стабилизиро-
вали гепарином (25 Ед/мл).

Исследования выполняли в лаборатории клинической и экс-
периментальной патофизиологии при кафедре патофизиологии 
и на базе Центральной научно-исследовательской лаборатории 
(ЦНИЛ) ФГБОУ ВО «СибГМУ» Минздрава России.

Мононуклеарные лейкоциты и моноциты из цельной крови выде-
ляли методом дифференциального градиентного центрифугирования, 
лимфоциты из взвеси мононуклеарных клеток – методом адгезии к пла-
стику. Мононуклеарные лейкоциты инкубировали в течение 72 часов 
в газовой среде 5%-ного CO2 при 37 °C. Th1-направленную индукцию 
выделенных из клеточной взвеси лимфоцитов крови с моделирова-
нием активации клеток через TCR проводили in vitro с использова-
нием антител к молекулам CD3 (1 мкг/мл) и CD28 (4 мкг/мл) (Sigma, 
США). Для цитокин-зависимой активации клеток применяли реком-
бинантные цитокины IL-12 (20 нг/мл) и IL-27 (10 нг/мл) (eBioscience 
Company, США). Время инкубации лимфоцитов с индукторами зави-
село от анализируемого параметра – от 40 мин до 48 часов. Трансфор-
мацию моноцитов крови в зрелые DC осуществляли in vitro в течение 
7 суток с использованием индукторов – IL-4 и колониестимулирую-
щего фактора гранулоцитов и макрофагов (GM–CSF) (Sigma, США) 
в концентрации 20 нг/мл с заменой питательной среды на 3-й день 
культивирования и ее повторной заменой с добавлением липополиса-
харида (Sigma, США) в концентрации 5 мг/мл на 5-й день инкубации.

Иммунофенотипирование DC (CD80+, CD86+, TLR2+, HLA-DR+) 
и Т-лимфоцитов (CD3+, CD4+, CD25+, CD28+, CD161+, CTLA4+, 
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IL-12Rβ2+, gp130+, IL-2+, IL-17A+, Foxp3, T-bet+, GATA-3+), оценку 
in vitro секреции цитокинов (IL-2, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-22, IL-27, 
IFN-γ, TGF-β) клетками и содержания активных форм транскрип-
ционных факторов внутриклеточной трансдукции сигнала (NF-kB, 
AP-1 и NFAT2) в Т-лимфоцитах при in vitro моделировании их анти-
генной (с BCG в дозе 50 мкг/мл), рецептор- и цитокин-зависимой 
(CD3/CD28- и IL-12/IL-27-индуцированной) активации проводили 
с применением методов проточной цитометрии и иммунофермент-
ного анализа (ИФА). Для типирования клеток методом проточной 
лазерной трехцветной цитофлуориметрии на проточном цитофлуо-
риметре FACS Calibur Flow cytometer BD (Becton Dickinson, США) 
использовали реагенты фирм-производителей BD Biosciences (США), 
R&D Systems Inc (США), Santa Cruz Biotechnology (США), для ИФА – 
eBioscience Company (США) и Cusabio Biotech, (США) с регистрацией 
оптической плотности проб на фотометре Multiscan EX (Thermo, 
Финляндия). Экспрессию мРНК транскрипционных факторов RORC2 
и FoxP3 в лимфоцитах анализировали методом полимеразной цеп-
ной реакции в режиме реального времени. Выделение тотальной 
РНК из мононуклеарных лейкоцитов осуществляли сорбентно-коло-
ночным методом согласно инструкции производителя (RNeasy Plus 
Mini Kit, QIAGEN, Германия).

Для изучения факторов Notch-сигналинга в среду для инкубации 
(RPMI-1640 с L-глутамином (ООО «БиолоТ», Россия)) вносили анти-
гены M. tuberculosis CFP10-ESAT6 (Диаскинтест, Generium, Россия) 
в дозе 10 мкг/мл или ингибитор γ-секретазы (DAPT, Tocris Bioscience, 
Великобритания) в дозе 5 или 10 мкМ/л в комбинации с антигенами 
CFP10-ESAT6. DAPT растворяли в 0,1%-ном растворе диметилсульф-
оксида (ДМСО) (Sigma-Aldrich, США). ДМСО и ингибитор γ-секре-
тазы в указанных концентрациях не вызывали гибели клеток в усло-
виях in vitro.

Статистическую обработку данных проводили в пакете приклад-
ных программ IBM SPSS Statistics 25 (Statistical Package for the Social 
Sciences, США) и Microsoft Office 2013. Для проверки соответствия 
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выборочных данных нормальному распределению использовали 
тест Шапиро – Уилка. Если количественные параметры в группах 
исследования не подчинялись нормальному закону распределения, 
в качестве средневыборочных характеристик вычисляли медиану 
(Me) и 25-й и 75-й процентили (1-й и 3-й квартили: Q1 и Q3). 
Уровень статистической значимости различий количественных 
показателей между исследуемыми выборками оценивали с помо-
щью непараметрического U-критерия Манна – Уитни. Критерий 
Уилкоксона применяли для оценки значимости различий зави-
симых данных внутри групп. С целью обнаружения связи между 
исследуемыми показателями проводили корреляционный анализ 
путем вычисления коэффициента ранговой корреляции Спирмена 
(r). Результаты статистического анализа считали значимыми при 
уровне р < 0,05.

Результаты

Факторы дисфункции ДК у больных ТБ легких
При исследовании рецепторного аппарата CD209-позитивных ДК 

было зарегистрировано снижение количества CD86+ и CD80+CD86+ 
ДК у всех обследованных больных ТБ легких вне зависимости от кли-
нической формы заболевания и ЛЧ возбудителя по сравнению с соот-
ветствующими значениями у здоровых доноров (рис. 2.1).

Кроме того, было обнаружено снижение числа ДК, экспрессирую-
щих TLR2: у больных инфильтративным ТБ легких и диссеминиро-
ванным ТБ легких в 2,7 (до 1,4% (0,65–2,89)) и 1,5 (до 2,5% (1,15–
4,41)) раза соответственно по сравнению со значениями в группе 
сравнения, у больных с ЛЧ и ЛУ ТБ – до 0,95% (0,60–2,15) и 2,70% 
(2,47–4,32). При этом количество HLA-DR-позитивных ДК оказалось 
выше нормы – в среднем в 1,2 раза как у больных инфильтративным 
и диссеминированным ТБ легких (95,70% (92,50–98,00) и 92,00% 
(91,90–96,00)), так и у больных с ЛЧ и ЛУ ТБ легких (95,00% (91,00–
97,80) и 93,35% (87,50–99,00)).



Фундаментальные исследования во фтизиатрии II

38

Количество CD209+CD86+ дендритных клеток

Здор
ов

ые

 дон
ор

ы
Бол

ьн
ые

 ин
фил

ьтр
ат

ив
ны

м ТБ
Бол

ьн
ые 

дис
се

мин
ир

ов
ан

ны
м ТБ

Бол
ьн

ые Л
Ч ТБ

Бол
ьн

ые Л
У ТБ

0
10
20
30
40
50
60
70
80
%

37,1032,85
43,90

31,70

60,35

Количество CD209+CD80+CD86+ дендритных клеток

Здор
ов

ые

 дон
ор

ы
Бол

ьн
ые

 ин
фил

ьтр
ат

ив
ны

м ТБ
Бол

ьн
ые 

дис
се

мин
ир

ов
ан

ны
м ТБ

Бол
ьн

ые Л
Ч ТБ

Бол
ьн

ые Л
У ТБ

0
10
20
30
40
50
60
%

26,14 26,5926,1427,04

46,85

Рисунок 2.1. Экспрессия молекул костимуляции ДК у больных ТБ легких

ТБ – туберкулез легких, ЛЧ ТБ – лекарственно-чувствительный ТБ легких, ЛУ 

ТБ – лекарственно-устойчивый ТБ легких

При анализе in vitro цитокинсекреторной активности зрелых 
ДК было выявлено снижение (в среднем в 1,3 раза) концентрации 
IL-12р70 в суспензионной культуре ДК пациентов с инфильтратив-
ным ТБ легких (до 12,50 (8,67–13,70) пг/мл) и, напротив, повыше-
ние концентрации данного цитокина при диссеминированном ТБ 
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легких (до 34,40 (25,85–44,90) пг/мл), ЛЧ ТБ легких и ЛУ ТБ легких 
(до 20,87 (19,52–39,78) пг/мл и 32,24 (18,12–41,65) пг/мл соответ-
ственно) относительно соответствующих значений у здоровых доно-
ров (16,69 (14,67–20,87) пг/мл). Помимо этого, при ТБ легких in vitro 
отмечалось снижение секреции IL-27 (до 9,52–17,25 пг/мл) относи-
тельно нормальных значений (в среднем 82,00 (42,61–303,21) пг/мл).

Факторы дисфункции Т-лимфоцитов 
у больных ТБ легких
При ТБ легких in vitro установлено уменьшение абсолютного и отно-

сительного числа CD3/CD28-индуцированных CD3+ Т-лимфоцитов, 
а также общего количества лимфоцитов, экспрессирующих молекулу 
костимуляции CD28, по сравнению с группой здоровых доноров (рис. 2.2).

Также отмечалось увеличение относительного числа лимфоци-
тов, экспрессирующих цитотоксический Т-лимфоцитарный антиген 4 
(CD3+CTLA4+ и CD3–CTLA4+) в условиях дефицита CTLA4– Т-клеток. 
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Рисунок 2.2. Содержание CD3/CD28-индуцированных in vitro CD28+ 
лимфоцитов при инфильтративном и диссеминированном ТБ легких

1 – здоровые доноры, 2 – больные ЛЧ инфильтративным ТБ легких, 3 – 

больные ЛУ инфильтративным ТБ легких, 4 – больные ЛЧ диссеминированным 

ТБ легких, 5 – больные ЛУ диссеминированным ТБ легких; * – достоверность 

различий относительно показателей здоровых добровольцев, ** – относительно 

показателей больных инфильтративным ТБ легких, *** – относительно 

показателей больных ЛЧ ТБ легких



Фундаментальные исследования во фтизиатрии II

40

Наиболее выраженными данные отклонения были при ЛУ ТБ легких 
с большей степенью их проявлений при диссеминированной форме 
болезни: до 20,45% (16,41–25,37) для CD3+CTLA4+ и 23,15% (21,22–
27,04) для CD3–CTLA4+ при норме 5,45% (3,77–7,16) и 5,35% (3,24–
9,45) соответственно.

Обнаруживался дисбаланс субпопуляций Т-клеток, содержащих 
белки транскрипции NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer 
of activated B cells), AP-1 (Activator Protein 1), NFAT1 и NFAT2 (Nuclear 
Factor of Activated T Cells 1 and 2) (рис. 2.3). Так, при ЛЧ ТБ легких 
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Рисунок 2.3. Количество Т-лимфоцитов, содержащих белки транскрипции 
NF-κB, AP-1, NFAT1 и NFAT2 (×109/л) после CD3/CD28-индукции клеток 
in vitro при ТБ легких

1 – здоровые доноры, 2 – больные ЛЧ инфильтративным ТБ легких, 3 – больные 

ЛУ инфильтративным ТБ легких, 4 – больные ЛЧ диссеминированным ТБ легких, 

5 – больные ЛУ диссеминированным ТБ легких; * – достоверность различий 

относительно показателей здоровых доноров, ** – относительно показателей 

больных инфильтративным ТБ легких, *** – относительно показателей больных ЛЧ 

ТБ легких
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вне зависимости от клинической формы заболевания отмечалось 
снижение абсолютной численности NF-κB+ и NFAT2+ Т-лимфоцитов. 
При ЛУ инфильтративном ТБ легких увеличение числа CD3+AP-1+ 
и CD3+NFAT1+ лимфоцитов сочеталось со снижением количества 
CD3+NF-κB+ клеток. При диссеминированном ТБ легких с лекар-
ственной резистентностью снижение числа NF-κB+ и NFAT2+ Т-лим-
фоцитов в совокупности с дефицитом CD3+AP-1+ клеток было наи-
более выраженным (рис. 2.3).

Кроме того, in vitro была выявлена гипосекреция IL-2 лимфоци-
тами крови как в интактной культуре, так и при CD3/CD28-индукции 
клеток, наиболее выраженная при ЛУ ТБ легких (табл. 2.1).

Таблица 2.1. Показатели базальной и CD3/CD28-индуцированной секреции 
IL-2 лимфоцитами больных ТБ легких in vitro, Ме (Q1–Q3)

Группы сравнения
Базальная секреция,

пг/мл

CD3/
CD28‑индуцированная

секреция, пг/мл

Здоровые доноры 12,85 (11,30–15,58)
35,94 (32,45–44,21)

****

ИТБ

ЛЧ ТБ
8,73 (6,44–13,42)

*
13,45 (10,63–18,09)

*, ****

ЛУ ТБ
6,26 (4,61–9,17)

*, ***
8,83 (7,83–12,53)

*, ***, ****

ДТБ

ЛЧ ТБ
7,62 (6,99–8,94)

*, **
23,74 (20,62–27,88)

*, **, ****

ЛУ ТБ
3,56 (3,14–4,77)

*, **, ***
12,54 (11,59–16,69)

*, **, ***, ****

* – достоверность различий относительно показателей здоровых доноров, 

** – относительно показателей больных инфильтративным ТБ легких, *** – 

относительно показателей больных ЛЧ ТБ легких, **** – относительно 

показателей базальной секреции в интактной культуре клеток; ИТБ – 

инфильтративный ТБ легких, ДТБ – диссеминированный ТБ легких, ЛЧ ТБ – 

лекарственно-чувствительный ТБ легких, ЛУ ТБ – лекарственно-устойчивый ТБ 

легких
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Указанные изменения определялись в комплексе с дефицитом 
CD3/CD28-индуцированных in vitro CD3+CD28+IL-2+ лимфоцитов: 
при инфильтративном ТБ легких отмечалось снижение до 15,11% 
(11,95–18,11) при ЛЧ ТБ и до 6,55% (4,12–8,98) при ЛУ ТБ лег-
ких, а при диссеминированном ТБ легких – до 10,63% (9,744–
12,53) при ЛЧ ТБ и до 6,89% (5,84–7,98) при ЛУ ТБ по сравнению 
с 18,91% (15,20–23,38) в группе контроля. В дополнение обна-
руживался дефицит IL-12/IL-27-индуцированных in  vitro Т-лим-
фоцитов, секретирующих другой Th1-ассоциированный цито-
кин – IFN-γ, как при инфильтративном ЛЧ (снижение до 30,14% 
(24,35–35,11)) и ЛУ ТБ легких (снижение до 24,21% (30,95–
29,88)), так и при диссеминированном ТБ легких (до  28,96% 
(24,65–33,94) при ЛЧ и до 23,19% (16,76–26,30) при ЛУ ТБ лег-
ких) по сравнению с показателями (34,04% (31,90–39,31)) здо-
ровых добровольцев.

На дисфункцию Т-лимфоцитов указывало также снижение 
(по сравнению с нормой) числа Т-лимфоцитов, экспрессирующих 
цитокиновые рецепторы IL-12Rβ2 к IL-12p70 (при инфильтративном 
ТБ легких до 18,36% (14,73–21,98) и при диссеминированном ТБ 
легких до 19,13% (16,36–21,38) при норме 35,75% (32,68–39,28)) 
и рецепторы gp130 к IFN-γ (до 18,06% (12,60–21,37) при инфиль-
тративном ТБ легких и до 14,43% (9,70–18,86) при диссеминиро-
ванном ТБ легких при норме 25,36% (23,42–31,34)) после in vitro 
специфической IL-12/IL-27-индукции клеток больных ТБ легких. 
Снижение числа Т-лимфоцитов наблюдалось как при инфильтра-
тивном, так и при диссеминированном ТБ и вне зависимости от ЛЧ 
M. tuberculosis.

Факторы Т-клеточной супрессии у больных ТБ легких
В ходе проведенного исследования установлено увеличение числа 

регуляторных T-клеток с иммунофенотипами CD4+CD25+Foxp3+, 
CD3+CD4-СD25+ и CD3+CD4+СD25+hi в крови при инфильтративном 
и диссеминированном ТБ легких (табл. 2.2).
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Таблица 2.2. Субпопуляционный состав регуляторных Т-клеток 
периферической крови (%) и in vitro cекреция цитокинов 
с иммуносупрессорной активностью (IL-10 и TGF-β) при ТБ легких, 
Me (Q1–Q3)

Группы 
сравнения

Регуляторные Т‑клетки периферической крови,%

CD4+CD25+

Foxp3+

CD4+CD25‑ 
Foxp3+

CD4+CD25+

Foxp3‑

CD3+CD4‑ 
CD25+

CD3+CD4+

CD25+hi

Здоровые 
доноры

2,63
(2,00–3,29)

5,12
(4,76–9,75)

25,45
(22,30–
27,60)

0,19
(0,13–0,26)

0,56
(0,33–0,72)

Больные ИТБ

4,48
(3,10–6,00)

*

6,95
(5,50–
11,20)

17,52
(9,40–
22,60)

*

0,37
(0,28–0,45)

*

0,72
(0,62–1,06)

*

Больные ДТБ

5,35
(3,75–7,14)

*

6,30
(5,50–8,00)

13,50
(8,40–
17,20)

*, **

0,45
(0,25–0,67)

*

1,18
(0,94–1,40)

*, **

Группы 
сравнения

IL-10, пг/мл TGF-β, пг/мл

Без 
индукции

(базальная)

При 
индукции 

BCG

Без индукции
(базальная)

При индукции BCG

Здоровые 
доноры

25,29
(13,50–
33,56)

26,21
(22,74–
60,22)

1108,75
(929,80–
1487,20)

1087,80
(500,00–1412,60)

Больные ИТБ

52,29
(27,73–
61,06)

*

59,27
(42,63–
65,18)

*

812,83
(471,52–
1079,10)

*

955,30
(317,46–1147,26)

Больные ДТБ

19,20
(11,43–
32,17)

*, **

26,63
(21,57–
44,23)

**

1227,72
(751,30–
1676,20)

*

712,70
(642,50–789,56)

*, ***

* – достоверность различий относительно показателей здоровых доноров, 

** – относительно показателей больных ИТБ, *** – относительно показателей 

базальной секреции в интактной культуре клеток; ИТБ – инфильтративный ТБ 

легких, ДТБ – диссеминированный ТБ легких, IL-10 – интерлейкин-10, TGF-β – 

фактор роста опухоли бета
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Корреляционный анализ выявил наличие отрицательной 
линейной зависимости между количеством CD4+CD25+Foxp3+/
CD4+CD25-Foxp3+ клеток и пролиферативным ответом лимфоцитов 
in vitro (r = ˗0,68 и r = ˗0,13; p < 0,05). Помимо этого, было заре-
гистрировано повышение in  vitro секреции иммуносупрессорных 
цитокинов – IL-10 (базальной и индуцированной) при инфильтра-
тивном ТБ легких и TGF-β (базальной) – при диссеминированном 
ТБ легких.

Помимо указанных выше изменений у больных инфильтра-
тивным ТБ легких было зафиксировано повышение количества 
CD4+CD161+IL17A+ лимфоцитов (Т-лимфоцитов-хелперов типа 17) до 
3,60% (2,39–5,57) при 1,34% (1,09–2,80) у здоровых доноров. Мак-
симально высоким оно оказалось при ЛУ-варианте инфильтратив-
ного ТБ легких (при диссеминированном ТБ легких сохранялось 
в пределах референсных значений). При этом была выявлена отри-
цательная взаимосвязь между количеством Th17-клеток и пока-
зателем in vitro секреции TGF-β (r = –0,55; р < 0,05) и, напротив, 
положительная (r = 0,56 и r = 0,50; р < 0,05) между содержанием 
Th17-лимфоцитов и секрецией Th17-цитокинов: IL-17A  – 26,72 
(22,79–32,33) пг/мл и IL-22–55,36 (33,87–71,00) пг/мл. Сопостави-
мыми были изменения экспрессии мРНК генов транскрипционных 
факторов, поляризующих дифференцировку Th17-лимфоцитов при 
ЛУ ТБ легких: при инфильтративном ТБ – повышение экспрессии 
мРНК гена фактора транскрипции RORC2 (фактора дифференци-
ровки Th17), при диссеминированном ТБ легких – увеличение экс-
прессии мРНК гена фактора транскрипции Foxр3 (фактора диффе-
ренцировки Treg).
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Факторы Notch‑сигналинга у больных 
ТБ легких

Относительное количество и соотношение Th1- 
и Th2-лимфоцитов в суспензионных культурах 
мононуклеарных клеток (% от общего числа 
лимфоцитов) больных инфильтративным ТБ легких

У больных инфильтративным ЛЧ и ЛУ ТБ легких число Th1- 
и Th2-лимфоцитов в интактных культурах превышало аналогичные 
показатели в группе контроля (табл. 2.3).

Таблица 2.3. Содержание Th1- и Th2-лимфоцитов в суспензионных 
культурах мононуклеарных клеток (% от общего числа лимфоцитов) 
больных инфильтративным ТБ легких и здоровых доноров, Me (Q1–Q3)

Условия 
культивирования

in vitro

Здоровые 
доноры

Больные туберкулезом легких

лекарственно‑
чувствительным

лекарственно‑
устойчивым

Th1-лимфоциты (CD4+T-bet+)

Интактная культура 1,25 (1,12–1,37) 2,38 (2,33–2,41)* 2,36 (2,27–2,43)*

С добавлением АГ 1,30 (1,18–
1,42)**

2,40 (2,38–2,47)* 2,50 (2,49–2,5)
*, **, ****

С добавлением АГ 
и DAPT (5 мкМ/л)

1,37 (1,21–1,44) 2,40 (3,38–2,46)* 2,46 (2,44–2,47)*

С добавлением АГ 
и DAPT (10 мкМ/л)

1,95 (1,7–
2,04)***

2,48 (2,43–2,49)* 2,74 (2,71–2,78)
*, ***, ****

Th2-лимфоциты (CD4+GATA-3+)

Интактная культура 1,04 (0,99–1,01) 2,48 (2,39–2,49)* 2,57 (2,54–2,57)*

С добавлением АГ 1,12 (1,08–
1,14)**

2,49 (2,41–2,51)* 2,63 (2,61–2,64)
*, **, ****

С добавлением АГ 
и DAPT (5 мкМ/л)

0,91 (0,82–0,98) 
***

2,47 (2,38–2,5)* 2,58 (2,54–2,59)
*, ***

С добавлением АГ 
и DAPT (10 мкМ/л)

0,68 (0,63–0,72) 
***

1,94 (1,92–2,01)
*, ***

2,19 (2,17–2,21)
*, ***, ****



Фундаментальные исследования во фтизиатрии II

46

Условия 
культивирования

in vitro

Здоровые 
доноры

Больные туберкулезом легких

лекарственно‑
чувствительным

лекарственно‑
устойчивым

Индекс Th1/Th2

Исходный 1,20 (1,13–1,25) 0,96 (0,96–0,97) 0,92 (0,89–0,95)

С добавлением АГ 1,16 (1,09–1,24) 0,96 (0,98–0,99) 0,95 (0,94–0,95)

С добавлением АГ 
и DAPT (10 мкМ/л)

2,88 (2,68–2,82) 
**, ***

1,28 (1,24–1,27)
*, **, ***

1,25 (1,25–1,26)
*, **, ***

* – достоверность различий относительно показателей здоровых доноров, ** – 

относительно показателей в интактной культуре клеток, *** – относительно 

показателей при стимуляции антигенами (АГ); АГ – CFP10-ESAT6, 

**** – относительно показателей больных ЛЧ ТБ легких; DAPT – N-[N-

(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester – N-[N-(3,5- 

дифторфенацетил)-L-аланил]-S-фенилглицин трет-бутиловый эфир

Стимуляция культур мононуклеарных клеток антигенами 
CFP10-ESAT6 приводила к росту числа Th1- и Th2-лимфоцитов больных 
инфильтративным ТБ легких с устойчивостью возбудителя к противо-
туберкулезным средствам и у здоровых доноров (табл. 2.3). Добавление 
в инкубационную среду ингибитора γ-секретазы (DAPT) в концентра-
ции 5 мкМ/л не сопровождалось статистически значимыми измене-
ниями исследуемых показателей. Повышение концентрации DAPT до 10 
мкМ/л индуцировало увеличение количества CD4+T-bet+ лимфоцитов 
и снижение числа CD4+GATA-3+ клеток при ЛУ инфильтративном ТБ 
легких и у здоровых лиц. При ЛЧ инфильтративном ТБ легких реги-
стрировалось только уменьшение доли Th2-лимфоцитов (табл. 2.3).

Сравнительный анализ полученных результатов между группами 
пациентов с разной чувствительностью возбудителя к противоту-
беркулезным средствам показал, что число Th1- и Th2-лимфоцитов 
при добавлении в среду инкубации антигенов CFP10-ESAT6 или 
антигенов в совокупности с DAPT в концентрации 10 мкМ/л при ЛУ 
инфильтративном ТБ превышало таковое при ЛЧ инфильтративном 
ТБ легких (табл. 2.3).
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Подсчет соотношения Th1/Th2-популяций лимфоцитов продемон-
стрировал статистически значимые различия только в условиях in vitro 
инкубации клеток с антигенами CFP10-ESAT6 и DAPT в концентрации 10 
мкМ/л. Во всех группах сравнения подавление сигнального пути Notch 
приводило к росту соотношения Th1/Th2 относительно аналогичных 
показателей при антигенной стимуляции (табл. 2.3). Между группами 
больных инфильтративным ТБ легких с разной чувствительностью воз-
будителя показатель соотношения Th1/Th2 достоверно не различался 
и был в среднем в 2,3 раза ниже, чем у здоровых доноров (табл. 2.3).

Относительное количество и соотношение Th1- 
и Th2-лимфоцитов в суспензионных культурах 
мононуклеарных клеток (% от общего числа 
лимфоцитов) больных диссеминированным ТБ легких
Острый период ЛЧ и ЛУ диссеминированного ТБ легких сопрово-

ждался повышением числа лимфоцитов, экспрессирующих молекулы 
CD4+T-bet+ (Th1) в 2,0 и 1,8 раза соответственно (табл. 4).

Содержание CD4+GATA-3+ (Th2) клеток в интактных культу-
рах у больных диссеминированным ТБ легких в среднем в 2,5 раза 
превышало аналогичные показатели здоровых лиц и не было взаи-
мосвязанным с лекарственной чувствительностью М. tuberculosis 
(табл. 2.4). Стимуляция культур мононуклеарных клеток антигенами 
CFP10-ESAT6 приводила к увеличению количества Th1- и Th2-лим-
фоцитов как у здоровых доноров, так и у пациентов с диссеминиро-
ванным ТБ легких вне зависимости от ЛЧ возбудителя (табл. 2.4).

При добавлении в инкубационную среду ингибитора γ-секре-
тазы (DAPT) в концентрации 5 мкМ/л в совокупности с антигенами 
CFP10-ESAT6 в группах больных диссеминированным ТБ легких 
не было выявлено статистически значимых различий с показате-
лями, полученными при антигенной стимуляции. У здоровых доно-
ров в указанных условиях культивирования отмечалось снижение 
числа клеток, экспрессирующих CD4+GATA-3+, и увеличение коли-
чества CD4+T-bet+ лимфоцитов (табл. 2.4).
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Таблица 2.4. Содержание Th1- и Th2-лимфоцитов в суспензионных 
культурах мононуклеарных клеток (% от общего числа лимфоцитов) 
больных диссеминированным ТБ легких и здоровых доноров, Me (Q1–Q3)

Условия 
культивирования

in vitro

Здоровые 
доноры

Больные туберкулезом легких

лекарственно‑
чувствительным

лекарственно‑
устойчивым

Th1-лимфоциты (CD4+T-bet+)

Интактная 
культура

1,25 (1,12–1,37) 2,51 (2,48–2,59)* 2,19 (2,17–2,22)
*, ****

С добавлением АГ 1,30 (1,18–
1,42)**

2,54 (2,51–2,66)*, 
**

2,34 (2,31–2,34)
*, **, ****

С добавлением АГ 
и DAPT (5 мкМ/л)

1,37 (1,21–1,44) 
**, ***

2,56 (2,52–2,64) * 2,30 (2,27–2,31)
*, **, ****

С добавлением АГ 
и DAPT (10 мкМ/л)

1,95 (1,70–2,04) 
**, ***

2,68 (2,63–2,73)
*, **, ***

2,34 (2,29–2,37)
*, ****

Th2-лимфоциты (CD4+GATA-3+)

Интактная 
культура

1,04 (0,99–1,01) 2,57 (2,49–2,63)* 2,67 (2,65–2,69) *

С добавлением АГ 1,12 (1,08–
1,14)**

2,73 (2,64–2,73)
*, **

2,70 (2,68–2,71)
*, **

С добавлением АГ 
и DAPT (5 мкМ/л)

0,91 (0,82–0,98) 
***

2,65 (2,61–2,65)* 2,68 (2,62–2,69)*

С добавлением АГ 
и DAPT (10 мкМ/л)

0,68 (0,63–0,72) 
**, ***

2,19 (2,18–2,21)
*, **, ***

2,18 (2,13–2,19)
*, **, ***

Индекс Th1/Th2

Интактная 
культура

1,20 (1,13–1,25) 0,96 (0,94–0,97) 0,93 (0,88–0,95)

С добавлением АГ 1,16 (1,09–1,24) 0,96 (0,95–0,99) 0,95 (0,94–0,95)

С добавлением АГ 
и DAPT (10 мкМ/л)

2,88 (2,68–2,82) 
**, ***

1,27 (1,21–1,28)
*, **, ***

1,25 (1,24–1,25)
*, **, ***

* – достоверность различий относительно показателей здоровых доноров, ** – 

относительно показателей в интактной культуре клеток, *** – относительно 

показателей при стимуляции антигенами (АГ), АГ – CFP10-ESAT6, 

**** – относительно показателей больных ЛЧ ТБ легких; DAPT – N-[N-

(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester – N-[N-(3,5- 

дифторфенацетил)-L-аланил]-S-фенилглицин трет-бутиловый эфир
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Увеличение концентрации ингибитора γ-секретазы (DAPT) до 10 
мкМ/л сопровождалось уменьшением доли Th2-лимфоцитов во всех 
группах. Результаты оценки содержания Th1-клеток были неоднознач-
ными. В группах здоровых доноров и больных диссеминированным 
ТБ легких с сохраненной чувствительностью возбудителя к противо-
туберкулезным препаратам основного ряда отмечалось увеличение 
числа CD4+T-bet+ лимфоцитов (табл. 2.4).

У пациентов с устойчивостью М. tuberculosis уровень Th1-клеток 
был сопоставимым с аналогичными показателями при стимуляции 
антигенами CFP10-ESAT6 без добавления DAPT (табл. 2.4).

Сравнение результатов популяционного состава лимфоцитов 
между группами больных диссеминированным ТБ легких пока-
зало, что у пациентов с устойчивостью М. tuberculosis к противо-
туберкулезным средствам при всех условиях культивирования 
содержание CD4+T-bet+ клеток было ниже, чем у больных, инфи-
цированных лекарственно-чувствительными штаммами возбуди-
теля (табл. 2.4).

Для оценки корректирующего воздействия ингибитора γ-секре-
тазы на баланс основных популяций лимфоцитов было рассчитано 
соотношение Th1/Th2. Статистически значимые изменения показа-
теля были установлены только для данных, полученных в условиях 
инкубации мононуклеарных лейкоцитов с добавлением антигенов 
CFP10-ESAT6 и DAPT (10 мкМ/л) – во всех группах обследуемых 
регистрировалось увеличение соотношения Th1/Th2 относительно 
такового в интактных культурах и при стимуляции антигенами 
CFP10-ESAT6 (табл. 2.4).

Обсуждение

Общеизвестно, что ДК – высокоспециализированные АРС. Основ-
ными их функциями в патогенезе противотуберкулезного иммуни-
тета являются: связывание M. tuberculosis посредством паттерн-рас-
познающих рецепторов (PAMP), разновидностью которых являются 
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Toll-подобные рецепторы типа 2 (TLR2), процессинг M. tuberculosis 
и презентация ее антигенных пептидов в соединении с молекулами 
HLA Т-лимфоциту, активация антигенраспознающего Т-лимфоцита 
посредством молекул костимуляции и секреции цитокинов. Дис-
функция макрофагов и ДК – фактор нарушений индуктивной фазы 
противотуберкулезного иммунного ответа и дальнейших этапов 
его развития [6, 13]. Согласно полученным нами данным, наличие 
дисфункции ДК у больных ТБ легких подтверждалось снижением 
числа клеток, экспрессирующих молекулы TLR2 для связывания 
с антигеном (M. tuberculosis), молекулы костимуляции семейства 
В7 (CD80+CD86+ клеток), и гипосекрецией IL-27, которая, как было 
установлено ранее [47], ассоциировалась с носительством генотипов 
и аллелей полиморфных вариантов гена IL27 rs17855750 (2905T/G) 
и rs181206 (4730T/C). Рецепция IL-27 – пусковой фактор внутрикле-
точных реакций (рис. 2.4), стимулирующих экспрессию на мембране 
Т-лимфоцита β2-субъединицы рецептора для другого секретируе-
мого АРС цитокина – IL-12p70, опосредующего секрецию активиро-
ванными Т-лимфоцитами IFN-γ. IL-12 и IFN-γ – главные цитокины 
Th1-иммунного ответа, в условиях недостаточности синтеза, секре-
ции и рецепции которых нарушаются пролиферация и дифферен-
цировка Т-лимфоцитов, процессы их кооперации с вовлечением 
в реакции противотуберкулезной защиты других эффекторных кле-
ток (макрофагов, натуральных киллеров, NKT (Natural Killer Т-cells) 
и др.) (рис. 2.4).

STAT – Signal Transducer and Activator of Transcription – трансдук-
тор сигнала и активатор транскрипции, JAK – Janus Kinases – тирози-
новые киназы семейства Янус, TYK – Tyrosine Kinase – тирозинкиназа 
семейства Янус, IL–Interleukin  – интерлейкин, IFN  – Interferon  – 
интерферон, EBI3  – Epstein-Barr virus induced gene 3  – субъеди-
ница интерлейкина 27 (отвечает за связь лиганда с рецептором), 
р28  – субъединица интерлейкина 27 (проводит активационный 
импульс внутрь клетки), WSX-1 – Т-клеточный цитокиновый рецеп-
тор к интерлейкину 27 (альфа-субъединица), gp130 – Glycoprotein 
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130  – трансмембранный гликопротеин с молекулярной массой 
130  кДа (конститутивная субъединица рецептора к интерлей-
кину  27), T-bet  – T-box expressed in T cells  – транскрипционный 
фактор семейства T-box в Т-клетках, IL-12Rβ1 и IL-12Rβ2 – субъеди-
ницы рецептора к интерлейкину 12

Наивный 
Т-лимфоцит-хелпер

Антигенпрезентирующая
клетка

IL-27
p28EB13

T-bet

T-bet

Tyk2Jak1

STAT1STAT1

P

P P

P

P P

PP STAT1 STAT1

STAT1 STAT1
STAT1

STAT1

gp130WSX-1

IL-12Rβ1

IL-12Rβ2

IFNγ

+

CD119

P

Рисунок 2.4. IL-27-зависимая активация JAK-STAT-сигналинга 
в лимфоцитах (оригинальная схема)
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На дисфункцию Т-клеточного звена иммунитета у больных ТБ 
легких указывало снижение числа лимфоцитов, экспрессирующих 
CD3 (молекулы, образующие комплекс с Т-клеточным рецептором 
для распознавания антигена), а также Т-клеток, экспрессирующих 
молекулы костимуляции CD28 (CD3+CD28+ лимфоцитов), и Т-клеток 
с внутриклеточным содержанием цитокинов – основного Т-клеточ-
ного фактора роста IL-2 (CD3+IL-2+ лимфоцитов) и IFN-γ (CD3+IFN-γ+ 
лимфоцитов). Снижение числа CD3+IL-2+ и CD3+IFN-γ+ лимфоцитов 
в сочетании с гипосекрецией IL-2 in vitro – признак нарушений рецеп-
тор-зависимой и цитокин-зависимой активации Т-лимфоцитов (Th1) 
при взаимодействии с АРС. О нарушении цитокин-зависимого взаи-
модействия Т-лимфоцитов с АРС также свидетельствует выявленное 
у больных ТБ легких снижение числа IL-12/IL-27-индуцированных 
in vitro Т-клеток, экспрессирующих рецепторы к секретируемым АРС 
цитокинам, – IL-27 (CD3+gp130+) и IL-12 (CD3+IL-12Rβ2+).

Закономерным также является вопрос о связи нарушений Т-кле-
точного звена иммунитета при ТБ легких с механизмами клеточно-
индуцированной иммунной супрессии, важная роль в которых отво-
дится Treg с иммуносупрессорной активностью.

В настоящее время описан целый ряд Т-регуляторных клеток 
с иммуносупрессорной активностью – естественных (тимических) 
и адаптивных (индуцированных на периферии) с различными имму-
нофенотипами и спектром гуморальных продуктов, основными 
из которых являются IL-10 и TGF-β. Главная их функция – контроль 
силы и продолжительности иммунного ответа через регуляцию 
функций субпопуляций ключевых регуляторных клеток – Т-лимфо-
цитов-хелперов (Тh1, Th2) и цитотоксических Т-лимфоцитов. Однако 
наибольшее внимание в патогенезе инфекционных заболеваний уде-
ляется изучению иммуносупрессорных свойств различных субпопуля-
ций индуцированных Treg-лимфоцитов, маркерами которых являются 
высокий уровень экспрессии молекул CD25 (α-цепи рецептора к IL-2) 
и экспрессия внутриклеточного фактора Foxp3 [8, 14]. Важную роль 
в поддержании иммунного баланса между острым воспалительным 
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процессом и иммунной супрессией, а также в контроле размноже-
ния микобактерий выполняют моноциты и макрофаги (М2-клетки) 
с толерогенной и иммунорегуляторной функциями [12, 16].

Прикладное значение имеет анализ связи иммуносупрессии 
с отрицательными результатами внутрикожных тестов in vivo для 
иммунодиагностики туберкулезной инфекции (латентной и актив-
ной), в связи с чем активно обсуждается вопрос о недостаточной 
информативности их применения и замены на тесты in vitro.

В ранее проведенном исследовании из 140 обследованных боль-
ных ТБ легких туберкулиновая анергия обнаруживалась в 32,86% 
случаев (у 46 пациентов). Была выявлена ее связь с множественной 
лекарственной устойчивостью M. tuberculosis, увеличением количе-
ства CD3+CD4+СD25high, CD4+CD25+Foxp3+ и CD4+CD25-Foxp3+ Treg-
лимфоцитов в крови и гиперсекрецией ингибиторных Treg-цито-
кинов IL-10, TGF-β in vitro. Были установлены корреляции между 
количеством Treg и показателями пролиферации (отрицательные) 
и апоптоза (положительные) лимфоцитов и найдены ассоциации 
между гиперсекрецией ингибиторных цитокинов и носительством 
полиморфных вариантов С-592А гена IL10 (аллель А и генотипы СА, 
АА) и C-509T гена TGFB (аллель Т и генотипы СТ, ТТ) [5], что могло 
указывать на генетически детерминированный характер иммуно-
супрессии у больных ТБ легких.

Показано, что Treg реализуют свое иммуносупрессорное действие 
не только посредством цитокинов IL-10 и TGF-β, но и контактным 
способом – через экспрессию ингибиторной молекулы CTLA4 (цито-
токсический Т-лимфоцитарный антиген 4), инактивирующую моле-
кулы костимуляции на Т-клетках и АРС [8]. При этом блокируются 
не только внеклеточный этап активации Т-клетки (посредством кости-
муляции), но и внутриклеточный – проведение сигнала активации 
от поверхности к ядру – к генам синтеза IL-2 и его рецептора – при 
участии транскрипционных факторов NF-kB, AP-1 и NFAT2, на что ука-
зывают результаты моделирования in vitro CD3/CD28-зависимой акти-
вации Т-лимфоцитов у больных ТБ легких – снижение численности 
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NF-kB+, AP-1+ и NFAT2+ и CD28+IL2+ (активированных) Т-клеток при 
повышении количества клеток с фенотипом CD3+CTLA4+.

Наряду с вышеуказанными изменениями обращала на себя вни-
мание связь увеличения количества CD4+CD25+Foxp3+ Treg-лимфо-
цитов в крови с эозинофильным лейкоцитозом до лечения (до (0,97 
± 0,11) × 109/л) [8]. Эозинофилия регистрировалась у 18% больных 
ТБ легких, была более выраженной при диссеминированном, а не при 
инфильтративном ТБ и сочеталась с деструктивными изменениями 
и замедлением темпов рассасывания инфильтратов в легких при 
обеих формах ТБ. Кроме того, именно при диссеминированной форме 
ТБ легких с эозинофилией регистрировалось сочетанное увеличе-
ние in vitro секреции цитокинов, поляризующих дифференцировку 
«наивных» Т-хелперов (Th0) в Treg, – TGF-β мононуклеарными лейко-
цитами и IL-2 эозинофилами крови. Ввиду того что IL-2 – медиатор, 
в комбинации с TGF-β активирующий конверсию и функции Treg, 
гиперсекрецию IL-2 эозинофильными гранулоцитами в сочетании 
с эозинофильной реакцией крови можно расценивать как фактор, 
потенцирующий механизмы Treg-опосредованной иммуносупрес-
сии при диссеминированном ТБ легких.

В последние годы все больше внимания исследователи уделяют 
еще одной субпопуляции регуляторных CD4+ Т-лимфоцитов-хелпе-
ров – Th17-лимфоцитам. Th17-лимфоциты играют роль в патогенезе 
аутоиммунных заболеваний, защите макроорганизма от внеклеточ-
ных бактерий и грибков. Кроме того, обсуждается их роль в развитии 
протективного иммунного ответа против внутриклеточных патоге-
нов, в частности M. tuberculosis [1, 34]. Однако существует мнение 
о том, что при внутриклеточных инфекциях Th17-ответ носит скорее 
патологический, нежели протективный характер, что и послужило 
основанием для поиска ответа на вопрос: «Какова роль Th17-лимфо-
цитов в патогенезе ТБ легких, это фактор протекции или деструк-
ции?» [1, 34].

Известно, что Th17-лимфоциты вырабатывают уникальный спектр 
провоспалительных цитокинов – IL-17 и IL-22 – и дифференцируются, 
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равно как и иммуносупрессорные Treg, из «наивных» Т-лимфоци-
тов-хелперов (Th0). Дифференцировка Th17 зависит от экспрессии 
транскрипционных факторов STAT3, RORC2 и концентрации IL-6, 
TGF-β [34]. При этом у человека TGF-β в низкой концентрации спо-
собствует дифференцировке Th17-лимфоцитов, а в высокой (ввиду 
индукции экспрессии транскрипционного фактора Foxp3) – созре-
ванию Treg.

Почему Th17-лимфоцитам следует уделять внимание при ТБ? 
Основанием к этому являются следующие факторы:

 – Th17 и IL-17 – факторы активации нейтрофилов, воспаления 
и связанной с ним альтерации;

 – IL-17 стимулирует продукцию Th1-цитокинов (в частности, 
IL-12);

 – IL-17 активирует созревание ДК;

 – Th17 обладают свойством пластичности ввиду их способности 
экспрессировать цитокины других клеточных субпопуляций, 
в частности IFN-γ (IL-17А+IFN-γ+ Th17/Th1-клетки);

 – BCG-вакцинация вызывает активацию Th17.

Возможно, при ТБ Th17-лимфоциты компенсируют сопровождаю-
щий его течение Тh1-дефицит, тем более что, согласно полученным 
нами данным, показатели Th1-ответа не коррелируют с гиперпродук-
цией IFN-γ (маркер туберкулезной инфекции в QFT-GIT тесте in vitro).

Мы обнаружили, что течение ТБ легких сопровождается повы-
шением секреции in vitro Th17-цитокинов с наибольшей выраженно-
стью при ЛУ диссеминированном ТБ легких, в то время как количе-
ство Th17-лимфоцитов при данной форме заболевания сохраняется 
в пределах нормы. При других клинико-патогенетических вариан-
тах болезни оно, напротив, было выше, чем у здоровых доноров, 
с максимальным его повышением при инфильтративном ЛУ ТБ лег-
ких. Обращало на себя внимание разнонаправленное изменение 
секреции мононуклеарными лейкоцитами Th17-праймирующего 
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цитокина – TGF-β: понижение при ЛУ инфильтративном ТБ легких 
и повышение – при диссеминированном ЛУ ТБ легких.

На основании вышесказанного можно заключить, что при ТБ лег-
ких увеличение числа и цитокин-секреторной активности Th17-лим-
фоцитов следует рассматривать как фактор компенсации наруше-
ний механизмов Th1-иммунного ответа. При диссеминированном 
ЛУ ТБ легких гиперсекреция IL-17 может обусловливать активацию 
нейтрофилов (важный фактор в период бактериемии) и компенси-
ровать гиперсекрецию цитокинов, осуществляющих негативную 
регуляцию Th1-иммунного ответа (TGF-β) и поддержание Th2-зави-
симых реакций [34].

Полученные результаты создают основу для разработки патоге-
нетически обоснованных подходов к иммунокоррекции с примене-
нием клеточных технологий и лекарственных средств, направленных 
на активацию факторов врожденного и адаптивного иммунитета.

В настоящее время в дисрегуляции реакций врожденного и адап-
тивного иммунитета большое значение уделяется сигнальному пути 
Notch [20, 28, 45]. Он является одним из ключевых в обеспечении 
межклеточной сигнализации и определении судьбы клеток (про-
лиферация, дифференцировка, апоптоз) в процессе эмбриогенеза 
и во взрослом организме [19, 22, 45]. Доказано, что семейство рецеп-
торов Notch и ассоциированный с ними сигнальный путь участвуют 
в активации макрофагов [36], ДК [45], эффекторных функций пери-
ферических Т-лимфоцитов, дифференцировке Th1 (CD4+/CD8+), Th2, 
Th17 и Treg-клеток [18, 22, 35, 37]. Динамичный баланс указанных 
субпопуляций лимфоцитов и координированное взаимодействие 
с АРС обеспечивают эрадикацию вне- и внутриклеточных патогенов, 
предотвращая распространение инфекции в организме.

В современной литературе накапливаются данные о значении 
Notch-сигнального пути в формировании иммунного ответа про-
тив М. tuberculosis. Известно, что микобактериальная инфекция 
сопровождается повышением количества моноцитов/макрофагов 
и ДК, экспрессирующих лиганд Notch-рецептора – Dll 4 (Delta-like 4) 
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[30,  44], а активация перитонеальных макрофагов мышей BCG 
приводит к увеличению экспрессии Notch-рецепторов и лигандов – 
Jagged 1, Dll 1 и Dll 4 [41, 45]. Блокада лиганда Dll 4 сопровожда-
ется уменьшением продукции IL-17 Т-клетками и образованием 
более крупных легочных гранулем в модели, индуцированной анти-
генами М. tuberculosis [30].

Центральную роль в регуляции передачи сигналов Notch играет 
протеолитический белок – γ-секретаза, высвобождающий из кле-
точной мембраны внутриклеточный домен Notch-рецептора (Notch 
Intracellular Domain, Notch-ICD – NICD) для последующей транслока-
ции в ядро с целью модуляции экспрессии определенных генов-ми-
шеней (Hes, Hey, MYC, p21, HRT, рецепторы Notch, лиганды Notch, 
циклин D1 и др.) [19, 20, 24, 46].

Результаты научно-исследовательских работ в области имму-
нопатогенеза ТБ убедительно демонстрируют наличие иммунной 
девиации у больных ТБ легких, характеризующейся поляризацией 
иммунного ответа в направлении Th2-зависимых путей дифференци-
ровки Т-лимфоцитов [15, 31, 48]. Однако молекулярные механизмы 
формирования популяционного превосходства клеток, обусловли-
вающих преобладание клеточно-опосредованных или гуморальных 
иммунных реакций при ТБ, вызванном М. tuberculosis с различной 
чувствительностью к противотуберкулезным средствам основного 
ряда, до конца не установлены. Определяющее значение сигнального 
Notch-пути в процессах созревания и дифференцировки различных 
клеток макроорганизма позволяет рассматривать нарушения его 
функционирования как потенциальный молекулярный механизм 
поляризации иммунного ответа при ТБ легких.

Условием формирования адаптивного иммунного ответа на дей-
ствие антигенов различной этиологии является динамичный баланс 
и кооперация различных пулов иммунокомпетентных клеток, осно-
ванные на юкстакринных и паракринных механизмах взаимодей-
ствия [38]. Ключевое значение популяции антиген-специфиче-
ских CD4+ T-лимфоцитов в развитии протективных реакций при ТБ 



Фундаментальные исследования во фтизиатрии II

58

определяется их регулирующими физиологическими функциями: 
повышением фагоцитарной активности макрофагов [42], стимуля-
цией хемокин-опосредованной миграции и цитолитической актив-
ности CD8+ T-клеток, секреции ими цитокинов (IFN-γ, TNF-α) и гран-
зимов, обеспечивающих апоптоз инфицированных клеток [38]. 
Антитело-зависимые реакции иммунного ответа (активация системы 
комплемента, опсонизация, фагоцитоз, лизосомальная деграда-
ция) также могут быть потенциально эффективными против М. 
tuberculosis [17].

Маркерные транскрипционные факторы T-bet и GATA3, опреде-
ляющие направление дифференцировки Th1- и Th2-лимфоцитов, 
локализованы в генах совместно, и селекция клеток осуществляется 
по принципу перекрестной регуляции. Эндогенный T-bet подавляет 
экспрессию GATA3 во время поляризации Th1-лимфоцитов. Напро-
тив, транскрипционный белок GATA3 угнетает экспрессию STAT4, 
T-bet и продукцию IFN-γ, обеспечивая Th2-поляризацию дифферен-
цировки [21, 27].

Повышение числа Th1- и Th2-лимфоцитов, установленное 
в интактных культурах больных с инфильтративным и диссемини-
рованным ТБ легких, свидетельствует об активации клеточно-эффек-
торных и гуморальных реакций в ответ на инвазию М. tuberculosis. 
Вместе с тем увеличение доли Th2-клеток может рассматриваться 
в качестве одного из факторов, способствующих прогрессии патоло-
гического процесса. Известно, что повышение продукции основного 
Тh2-цитокина – IL-4 ассоциировано с угнетением TNF-α-индуциро-
ванного апоптоза инфицированных клеток, снижением активности 
iNOS, повышением доступности железа для M. tuberculosis, а также 
активацией пролиферации антиген-специфических регуляторных 
Т-лимфоцитов, обусловливающих развитие иммуносупрессии [43].

Ведущее значение в развитии ТБ играют высоковирулентные 
ранние белки M. tuberculosis – ESAT6 и CFP10 [3]. Белок ESAT-6 спо-
собствует проникновению возбудителя в клетки и, дестабилизируя 
фагосомы, позволяет микобактериям избежать лизиса. Антиген 
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CFP-10 образует комплекс с ESAT-6 и обеспечивает его доставку 
к месту действия. Гибридный рекомбинантный специфический белок 
ESAT-6–CFP10 обладает высокой чувствительностью и предназначен 
для диагностики инфицирования M. tuberculosis [4]. Установленное 
у больных инфильтративным ЛУ и диссеминированным ТБ легких 
обеих подгрупп повышение числа Th1- и Th2-лимфоцитов при добав-
лении в культуры мононуклеаров белка ESAT-6–CFP10 является отра-
жением физиологического ответа клеток на антигенную стимуляцию 
в условиях in vitro и может указывать на сохранение антигенпре-
зентирующей функции и эффективности реакций кооперативного 
межклеточного взаимодействия. Отсутствие изменений популяци-
онного состава лимфоцитов при стимуляции культур антигенами, 
установленное у пациентов с инфильтративным ЛЧ ТБ легких, воз-
можно, обусловлено гипоэкспрессией костимулирующих молекул 
(CD28), а также нарушением каскада реакций сигнальной трансдук-
ции [2]. Зарегистрированное более выраженное увеличение числа 
Th1- и Th2-лимфоцитов у больных с инфильтративным ЛУ ТБ легких 
свидетельствует о сенсибилизации клеток к антигенам M. tuberculosis 
и указывает на гиперергическую их реактивность.

Ключевым молекулярным механизмом, регулирующим направ-
ление дифференцировки различных типов клеток, является высоко 
консервативный сигнальный путь Notch, реализуемый через взаи-
модействие трансмембранных лигандов семейств Jagged (Jagged 1 
и 2) и Delta (Delta-like 1, 3 и 4) с рецепторами Notch (Notch1–4). Фер-
мент γ-секретаза катализирует протеолитическое отщепление вну-
триклеточного домена рецептора Notch. Последующее перемеще-
ние NICD в ядро, образование комплекса с фактором транскрипции 
RBPJk/CSL и семейством кофакторов MAML1–3 активируют экспрес-
сию целевых генов-мишеней, регулирующих дифференцировку кле-
ток [9, 20, 40, 50]. Фундаментальный каскад Notch рассматривается 
как механизм усиления транскрипции генов-мишеней, направляю-
щий поляризацию дифференцировки Т-лимфоцитов путем их сенси-
билизации к цитокинам и другим регуляторным сигналам, что дает 
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возможность индукции образования клеток разных линий [20]. Подав-
ление активности γ-секретазы с помощью ингибитора DAPT (– N-[N-
(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) активно 
изучается с позиции установления роли нарушений функционирования 
сигнального пути Notch в патогенезе онкологических, нейродегене-
ративных и инфекционных заболеваний, а также разработки потен-
циальных лекарственных средств для их терапии [24, 29, 33, 39, 40].

В работах по изучению особенностей патогенеза ТБ легких уста-
новлена ассоциация прогрессирующего течения болезни с поляриза-
цией иммунного ответа в направлении Th2-зависимых реакций [15, 23, 
26, 49]. У больных ТБ легких с подтвержденным бактериовыделением 
регистрируется повышение основных Th2-цитокинов – IL-4 и IL-10 [26, 
32]. IL-10, подавляя продукцию провоспалительных цитокинов (IFN-γ, 
IL-2) и антигенпрезентирующую функцию макрофагов, ограничивает 
пролиферацию антигенспецифического клона Th1-лимфоцитов и эра-
дикацию M. tuberculosis [25]. Зарегистрированное во всех исследуе-
мых пробах уменьшение числа Th2-лимфоцитов и увеличение индекса 
соотношения Th1/Th2 в условиях подавления сигнального пути Notch 
с помощью ингибитора γ-секретазы (DAPT, 10 мкМ/л) может способ-
ствовать восстановлению динамического баланса клеточно-опосре-
дованных и гуморальных реакций, а также ограничению интенсивно-
сти IL-4-зависимых деструктивных процессов. Увеличение количества 
Th1-лимфоцитов, установленное в культурах клеток больных с диссеми-
нированным ЛЧ и инфильтративным ЛУ ТБ легких при действии DAPT 
(10 мкМ/л), может рассматриваться в качестве механизма усиления 
протективного контроля над распространением инфекции.

Зафиксированные у больных инфильтративным ЛУ ТБ легких 
при стимуляции мононуклеаров антигенами ESAT-6–CFP10 и сохра-
няющиеся в условиях инкубации клеток с DAPT (10 мкМ/л) более 
высокие (чем при ЛЧ варианте заболевания) показатели содержа-
ния Тh1- и Тh2-лимфоцитов указывают на нарушения механизмов 
реализации эффективного специфического иммунного ответа с раз-
витием гиперергической реакции и риском иммуноопосредованного 
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повреждения тканей. Определяемое при всех условиях культивиро-
вания в культурах клеток больных с ЛУ диссеминированным ТБ лег-
ких более низкое (чем при ЛЧ-варианте заболевания) количество 
Тh1-лимфоцитов свидетельствует в пользу дестабилизации реакций 
кооперативного межклеточного взаимодействия. Установленные осо-
бенности изменений популяционного состава Т-лимфоцитов в зави-
симости от клинико-патогенетического варианта заболевания могут 
быть связаны как с исходной, так и с индуцированной устойчивыми 
штаммами M. tuberculosis функциональной несостоятельностью кле-
ток, обеспечивающих элиминацию возбудителя.

Заключение

При ТБ легких нарушения иммунного ответа формируются уже 
на начальном его этапе – в индуктивную фазу. Следствием является 
дефицит секреции Th1-ассоциированных цитокинов (IL-2, IFN-γ) 
и развитие Т-лимфоцитопении. В основе – дефицит молекул кон-
тактного взаимодействия на DC и Т-лимфоцитах, дефицит секреции 
и рецепции Тh1-активирующих цитокинов, Treg-опосредованная 
супрессия, ассоциированная с туберкулиновой анергией у больных ТБ 
легких. Патогенетическими факторами Treg-опосредованной имму-
носупрессии при ТБ легких является повышение секреции ингиби-
торных цитокинов (IL-10, TGF-β) и экспрессии маркерных молекул 
(Foxр3, CTLA4) с подавлением внеклеточного и внутриклеточного 
этапов рецептор-зависимой активации T-лимфоцитов. При этом, 
что было показано нами ранее [5, 8], факторами, предрасполагаю-
щими к иммуносупрессии при ТБ легких, являются полиморфизм 
генов IL10, TGFB и эозинофилия крови.

Результаты изменений популяционного состава Th1- и Th2-лим-
фоцитов при добавлении к культурам мононуклеарных клеток 
ингибитора γ-секретазы DAPT (в концентрации 10 мкМ/л) сви-
детельствуют о значительной модулирующей роли сигнального 
пути Notch в определении направления дифференцировки клеток, 
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обеспечивающих развитие иммунного ответа при ТБ легких. Умень-
шение доли Th2-лимфоцитов и увеличение коэффициента Th1/Th2, 
регистрируемое в культурах клеток больных ТБ легких вне зависимо-
сти от клинико-патогенетического варианта заболевания, указывают 
на возможность Notch-опосредованной коррекции числа Th2-лимфо-
цитов, сопровождающейся повышением эффективности клеточно-
адаптивных реакций и уменьшением интенсивности деструктивных 
процессов. Полученные в условиях in vitro данные позволяют рассма-
тривать сигнальный путь Notch в качестве возможной потенциаль-
ной таргетной мишени патогенетической терапии ТБ легких.
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3. Влияние фармакологического 
ингибирования белка МЛУ P‑gp 
на провоспалительные свойства 
макрофагов человека
Ерохина М.В., Павлова Е.Н., Лепеха Л.Н., 
Курынина А.В., Щербакова Е.А., Эргешов А.Э.

Введение

Механизмы, снижающие эффективность противотуберкулез-
ных препаратов (ПТП), могут формироваться на двух уровнях орга-
низации: (1) за счет резистентности возбудителя и (2) на уровне 
клеток человека за счет активности белков-транспортеров, полу-
чивших название «белки множественной лекарственной устойчиво-
сти» (МЛУ). А также было признано, что исследование механизмов 
транспорта лекарств является одним из важнейших аспектов в про-
блеме лечения ТБ [8]. При пероральном приеме ПТП, прежде чем они 
достигнут M. tuberculosis, они должны будут пройти через ряд клеточ-
ных мембран, взаимодействуя с разными белками МЛУ клеток чело-
века, активно транспортирующим из цитоплазмы во внеклеточное 
пространство разнообразные субстраты, в том числе и лекарственные 
препараты. Одним из наиболее значимых МЛУ белков при туберку-
лезном воспалении является P-гликопротеин (P-gp): экспрессия гена 
P-gp возрастает при активном туберкулезном процессе у пациентов 
с ТБ легких и экспрессия гена белка P-gp MDR1 в тканях легких боль-
ных ТБ по сравнению с генами других МЛУ белков является значи-
тельно более высокой [1, 14].

Несмотря на то что P-gp активно исследуется уже более 40 лет, 
его способность распознавать и транспортировать широкий спектр 
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соединений до сих пор недостаточно изучена. Считается, что одной 
из причин, которая бы могла объяснить широкую субстратную спе-
цифичность P-gp, – это наличие нескольких сайтов связывания с суб-
стратами. Показано, что множественные сайты на P-gp проявляют 
комплексные аллостерические взаимодействия, через которые связы-
вание лекарственного средства на одном сайте переключает другие 
сайты между конформациями высокой или низкой аффинности [24]. 
В итоге субстраты могут иметь на P-gp более одного сайта связывания, 
через которые они затем транспортируются из клеток во внеклеточ-
ную среду. Таким образом, существование нескольких сайтов и влия-
ние этих сайтов друг на друга генерирует молекулярную гибкость, что 
позволяет объяснить широкую субстратную специфичность P-gp [10].

Кроме субстратов P-gp описан также целый класс соединений, 
которые могут влиять на транспортную функцию P-gp, так называе-
мые модуляторы P-gp. Эти вещества могут или ингибировать транс-
портную функцию P-gp (ингибиторы), или усиливать ее (сенсибили-
заторы). Модуляторы могут ингибировать транспортную функцию 
P-gp несколькими способами, и способ их действия на молекулярном 
уровне не всегда понятен. Наиболее распространенными ингибито-
рами функции P-gp являются винбластин и верапамил. Ингибиро-
вание P-gp позволяет лучше понять значимость этого белка-транс-
портера во многих физиологических и патологических процессах.

В настоящее время наличие разных механизмов, способствующих 
снижению эффективности противотуберкулезной химиотерапии 
(ХТ), поставило вопрос о поиске новых терапевтических стратегий, 
направленных на защитные свойства организма самого больного 
ТБ. Макрофаги являются ключевыми регуляторами воспалитель-
ного процесса, от их функциональной активности зависит успеш-
ность элиминации внутриклеточных форм M. tuberculosis. Перспек-
тивной мишенью для разработки новых терапевтических стратегий 
являются макрофаги, которые находятся в зоне развития туберкулез-
ного воспаления и участвуют в борьбе с возбудителем M. tuberculosis 
и в формировании гранулемы (рис. 3.1).
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РЕЗИСТЕНТНОСТЬ ВОЗБУДИТЕЛЯ

МНОГОЛИКАЯ ПРОБЛЕМА УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИБИОТИКАМ

ФОРМИРОВАНИЕ МЕХАНИЗМОВ
РЕЗИСТЕНТНОСТИ К АНТИБИОТИКАМ

ЗА СЧЕТ АКТИВАЦИИ БЕЛКОВ МЛУ
В КЛЕТКАХ ОРГАНИЗМА ПАЦИЕНТА

(«ХОЗЯИНА»)

НОВЫЕ ВЫЗОВЫ
И ПОИСК НОВЫХ 

ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ ПОДХОДОВ

НАПРАВЛЕННОЕ (АДРЕСНОЕ) ВОЗДЕЙСТВИЕ
НА МАКРОФАГИ 

В ЗОНЕ ТУБЕРКУЛЕЗНОГО ВОСПАЛЕНИЯ

Рисунок 3.1. Проблема устойчивости к антибиотикам и макрофаги, 
как перспективная мишень для разработки новых терапевтических 
стратегий у больных ТБ легких

Выделяют два полярных фенотипа активированных макрофа-
гов: классический (М1-макрофаги) и альтернативный (М2-макро-
фаги) [22]. Такая классификация макрофагов связана с участием Тh1 
и Тh2 в воспалительной реакции, что приводит к секреции макрофа-
гами определенного цитокинового профиля, позволяющего отнести 
макрофаги к М1 или М2 фенотипу. Согласно современным данным, 
М1-макрофаги характеризуются синтезом провоспалительных цито-
кинов (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 и IL-12), продукцией активных форм 
кислорода (АФК) и промежуточных продуктов азотного обмена – 
оксида азота (NO) [21]. На начальной стадии туберкулезного вос-
паления в очаге преобладают провоспалительные (M1) макрофаги. 
Именно поэтому в данной работе в качестве модели макрофагов были 
выбраны M1-макрофаги, полученные из моноцитарной клеточной 
линии человека THP-1.
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Изучение молекулярных и клеточных механизмов, через кото-
рые возможно терапевтически «улучшить» или изменить потенциал 
макрофагов, является актуальным научным направлением для поиска 
путей повышения эффективности лечения больных ТБ легких. Цель 
работы: исследовать влияние фармакологического ингибирования 
P-gp верапамилом на функциональные свойства провоспалительных 
макрофагов в процессе их дифференцировки.

Материалы и методы

В качестве модели M1-макрофагов использовалась моноци-
тарная клеточная линия THP-1, индуцированная в макрофагаль-
ном направлении 100 нМ форболового эфира. Для ингибирова-
ния функциональной активности P-gp использовали R-верапамил 
гидрохлорид (VER, Sigma-Aldrich, США) в концентрации 10 мкМ, 
которая полностью ингибировала функциональную активность 
P-gp в макрофагах. Влияние фармакологического ингибирования 
P-gp на свойства макрофагов изучали на ранние (3-и сутки) и позд-
ние (7-е сутки) сроки макрофагальной дифференцировки. Препа-
рат добавляли при индукции макрофагальной дифференцировки 
совместно с форболовым эфиром, а также на 3-и и 5-е сутки диф-
ференцировки. Выбор сроков дифференцировки обусловлен полу-
ченными ранее данными о формировании морфофункционального 
фенотипа макрофагов ТНР-1 [3].

Для количественного определения уровня секретируемых про-
воспалительных цитокинов IL-1b, IL-6 и TNF-α и противовоспали-
тельного IL-10 использовали набор MILLIPLEX MAP Human Cytokine/
Chemokine Magnetic Bead Panel. Количественный анализ концентра-
ции секретируемых в среду цитокинов был выполнен на мультиплекс-
ном анализаторе MagPix Luminex.

Для анализа изменения профиля экспрессии гена MDR1 и генов 
фагоцитарных рецепторов использовали метод количественной 
ПЦР в реальном времени. РНК выделяли с помощью TRIReagent 
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(MRC, UK) в соответствии с инструкциями производителя. Для 
оценки качества и количества выделенной РНК использовали 
спектрофотометр Nanodrop 8000. Для дальнейшего синтеза кДНК 
использовали образцы с соотношением абсорбции на длинах волн 
260/280 в диапазоне с 1,9 до 2,1. Один мкг тотальной РНК обра-
батывали с помощью ДНКазы  I (Thermo Fisher Scientific, США) 
и кДНК синтезировали с помощью набора RevertAid First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, США) согласно про-
токолу производителя. Все реакции (40 циклов) были запущены 
на приборе QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems, США). Относительный уровень экспрессии генов (RQ) 
рассчитывали по формуле 2-ΔΔCt., нормализованные к уровню гена 
домашнего хозяйства B2M. Для обработки и анализа данных ПЦР 
в реальном времени использовали программное обеспечение 
ExpressionSuite Software v.1.3 (Applied Biosystems). Все экспери-
менты были проведены в 3 биологических повторах. Для био-
логического повтора использовали усредненное значение 3  тех-
нических повторов. Данные представлены как средние значения 
относительного уровня экспрессии гена биологических повторов 
(RQ, у. е.) ± стандартное отклонение.

Таблица 3.1. Ген-специфические праймеры, используемые для ОТ-ПЦР

Ген Прямой Обратный п.н.

CD64
AGCTGTGAAACAAAG 

TTGCTCT
GGTCTTGCTGCCC 

ATGTAGA
75

CD206
CTACAAGGGATCGGG 

TTTATGGA
TTGGCATTGCCTAGTA 

GCGTA
105

CD209
CCAGGTGAAGCGG 

TTACTTC
GCTCGTCGTAATCAAAA 

GTGC
76

B2M
GGGTTTCATCCATCCG 

ACATTG
ACACGGCAGGCATACTC 161

MDR1
TTGCTGCTTACATTCAGG 

TTTCA
AGCCTATCTCCTGTC 

GCATTA
105
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Оценка механизмов фагоцитарной активности макрофагов была 
проведена с применением флуоресцентных латексных частиц, конъюги-
рованных с разными лигандами: желатином (Gel-частицы), маннаном 
(Man-частицы) и Fc-фрагментом IgG (Fc-частицы). Использованный 
набор лигандов активирует рецепторные пути фагоцитоза, характер-
ные для провоспалительных (Fc- и Gel-частицы), или противовоспали-
тельных, макрофагов (Man-частицы). Для анализа механизмов фаго-
цитоза латексные шарики (1 мкм) конъюгировали со следующими 
лигандами: желатин из рыбьей кожи (FSG, Thermo Fisher Scientific, 
США), IgG фрагмент Fc (Thermo Fisher Scientific) и маннан из клеточ-
ной стенки дрожжей Saccharomyces cerevisiae (Sigma) в соответствии 
с рекомендациями производителя (Invitrogen). Клетки инкубировали 
с лигандами в течение 1, 3 и 6 часов. Фагоцитарная активность кле-
ток оценивалась по показателю фагоцитарного числа (ФЧ) – среднего 
числа поглощенных частиц на клетку на 3-и и 7-е сутки дифференци-
ровки. Клетки дополнительно окрашивали фаллоидином TRITC (Sigma) 
в течение 40 мин. и монтировали с использованием поливинилового 
спирта Mowiol 4 88 (Calbiochem, США), содержащего DAPI для ядер-
ного окрашивания и анализировали с помощью конфокальной лазер-
ной сканирующей микроскопии: микроскоп TCS SPE (Leica), оснащен 
набором лазеров (405, 488, 532 и 635 нм) и соответствующими филь-
трами (RT 30/70, DD 405/532, DD 488/635). Изображения клеток 
регистрировали с использованием 40× и 63× цели и анализировали 
с помощью программы LAS AF. Статистическая обработка данных про-
водилась с помощью программ Microsoft Office Excel 2012 и Statistica 7.

Результаты и обсуждение

Анализ фагоцитарной активности макрофагов 
на разных сроках дифференцировки
Макрофагальная дифференцировка клеток THP-1 сопровожда-

ется адгезией клеток к субстрату, распластыванием и приобрете-
нием макрофагального фенотипа. Рецепторы фагоцитоза относятся 
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к молекулярным детерминантам, позволяющим выявить направле-
ние активации макрофагов и их функциональную зрелость. Данные 
о фагоцитарной активности разных фенотипов макрофагов немного-
численны. Отмечается, что для М1-макрофагов характерным явля-
ется фагоцитоз через рецепторы FcR-семейства и рецепторы компле-
мента (CR), тогда как для М2-макрофагов – через «неопсониновые» 
рецепторы (ManR, DC-SIGN, Dectin-1, интегрины и «scavenger»-ре-
цепторы) [20]. Одновременно с вышеперечисленными рецепторами 
макрофаги М1 и М2 могут осуществлять захват частиц путем консти-
тутивного фагоцитоза [9].

Иллюстрация локализации Fc-, Gel- и Man-частиц в цитоплазме 
макрофагальных клеток приведены на рисунке 3.2.

Fc-фрагмент lgG Маннан Желатин

3 
су

то
к

7 
су

то
к

Рисунок 3.2. Локализация Fc-, Man- и Gel-латексных частиц в клетках 
ТНР-1 при индукции дифференцировки на 3-и сутки и 7-е сутки. Диаметр 
частиц 1 мкм; зеленый цвет – маркирование актиновых микрофиламентов 
FITC-фаллоидином. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия. 
Масштабный отрезок = 10 мкм
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К 7-м суткам дифференцировки происходит интенсификация 
фагоцитарного процесса с участием разных механизмов фагоцитоза 
и локализация лигандов преимущественно в околоядерной зоне 
макрофагов.

Оценка механизмов фагоцитарной активности макрофагов пока-
зала, что на 3-и сутки дифференцировки средние показатели ФЧ через 
3 и 6 часов после добавления в среду культивирования соответствую-
щих латексных частиц составляют: для Fc-частиц – 18 и 47, для Man- 
и Gel-частиц – 10 и 20 соответственно. Показатели ФЧ для Fc-частиц 
выше в 1,8–2,35 раза, чем для Gel- и Man-частиц, то есть на данный 
срок дифференцировки фагоцитоз через Fc-рецепторы является 
преобладающим. На 7-е сутки дифференцировки ФЧ для Fc-частиц 
составляет 60 и 104, для Gel-частиц – 44 и 100, для Man-частиц – 22 
и 69 соответственно. Через 3 часа культивирования поглощение Fc-ча-
стиц преобладает в 1,3 раза над Gel-частицами и в 2,7 раза над Man-
частицами. Через 6 часов культивирования ФЧ для Fc- и Gel-частиц 
возрастают в 1,5–2,2 раза и выходят на один уровень интенсивности.

Полученные данные свидетельствуют о фагоцитарной активно-
сти макрофагов ТНР-1 через рецепторы, характерные для провоспа-
лительного типа и о возрастании их функциональной активности 
в процессе дифференцировки. На 3-и сутки дифференцировки клетки 
характеризуются реализацией конститутивного пути фагоцитоза 
и фагоцитоза через Fc-рецепторы. На 7-е сутки происходит актива-
ция поглощения латексных частиц не только через Fc- и Gel-рецеп-
торы, но и через ManR. Следует отметить, что в отличие от фагоцитоза 
Gel- и Fc-частиц на активацию именно этого пути клеткам требуется 
больше временных затрат, что описано и другими авторами [4, 15].

Таким образом, полученные данные подтверждают активацию 
клеток ТНР-1 по провоспалительному типу М1-макрофагов. А также 
демонстрируют, что в процессе макрофагальной дифференцировки 
происходит становление функциональной зрелости этих клеток 
уже к 3-м суткам дифференцировки с более активной ее реализа-
цией на 7-е сутки. Ранее нами также было показано, что в процессе 
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макрофагальной дифференцировки клеток ТНР-1 происходит воз-
растание экспрессии гена АВСВ1 (синоним MDR1, кодирует белок 
P-gp) и функциональной активности P-gp [2, 5].

Эффекты фармакологического ингибирования P-gp 
на секрецию цитокинов и фагоцитарные рецепторы
В нашей работе мы сравнили профили секреции макрофагами 

ТНР-1 цитокинов, имеющих значение при туберкулезном воспале-
нии: IL-1b, IL-6, TNF-a, IL-10 при воздействии верапамилом (VER) 
на разных сроках макрофагальной дифференцировки. В выбранной 
экспериментальной модели к 7-м суткам дифференцировки макро-
фагов увеличивается уровень секреции IL-1b в 2 раза (с 243,23 ± 
11,30 до 540,33 ± 26,34 пг/мл), а также более чем в 4 раза уровни 
секреции IL-6 (18,3 ± 1,99 до 80,1 ± 7,01 пг/мл) и IL-10 (c 16,29 ± 
1,95 до 73,5 ± 7,87 пг/мл). При этом уровень секреции TNFa воз-
растает незначительно: с 902,15 ± 123,94 до 1137,98 ± 93,24 пг/
мл (рис. 3.3).

Полученные данные свидетельствует об усилении провоспали-
тельных свойств макрофагов и становлении из зрелого фенотипа 
в процессе прохождения дифференцировки.

Уровень секреции IL-1b, IL-6 и TNF-a значительно снижается под 
воздействием VER на ранних сроках макрофагальной дифферен-
цировки (в 2 раза в среднем) по сравнению с контролем. Но к 7-м 
суткам дифференцировки уровень секреции IL-1b, IL-6 и TNF-a воз-
растает, практически достигая контрольных значений (IL-6 и TNF-
a) или демонстрируя более низкий уровень (IL-1b). Таким образом, 
фармакологическое ингибирование P-gp оказывает разное воздей-
ствие на М1-макрофаги в зависимости от стадии их дифференци-
ровки. Мы предполагаем, что фармакологическое ингибирование 
P-gp может препятствовать секреции IL-1b. Для подтверждения гипо-
тезы об ингибировании секреции IL-1b требуется дальнейшая про-
верка путем сравнения уровней внутриклеточных и секретируемых 
цитокинов под воздействием VER в макрофагах.
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Ранее было показано, что фармакологическое ингибирование P-gp 
снижает секрецию TNF-α, IL-2, IL-4, IL-12, INF-γ, [13, 23]. Так, в работе 
Abate G. и соавт. [6] было обнаружено, что, несмотря на то что 
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Рисунок 3.3. Влияние фармакологического ингибирования на экспрессию 
(А) и секрецию (Б) генов макрофагов ТНР-1 в процессе дифференцировки 
(3-и и 7-е сутки). Относительный уровень секреции цитокинов в контроле 
на 3-и и 7-е сутки макрофагальной дифференцировки принят за 1. Серый 
цвет – контроль, желтый цвет – VER; * –статистически значимые различия 
по сравнению с контролем (p < 0,05)
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верапамил ингибировал внутриклеточный рост M. tuberculosis дозо-
зависимым образом, препарат не активировал макрофаги человека. 
Верапамил в концентрации 100 мкМ не оказывал влияния на уровень 
секреции IL-1β, TNF-α или IFN-γ в инфицированных BCG штаммом 
макрофагах человека, полученных из моноцитов крови по сравне-
нию с контролем. То, что автору не удалось обнаружить изменение 
в уровнях секреции по сравнению с контролем, может указывать 
не на тот факт, что VER не активируется макрофаги, а на то, что он 
ингибирует P-gp, препятствуя секреции исследованных цитокинов. 
Таким образом, если уровень секреции данных цитокинов в среде 
был сопоставим с контролем, то вполне возможно, что внутрикле-
точные уровни данных цитокинов были повышены.

Высокая функциональная активность P-gp может не только сни-
жать внутриклеточную концентрацию препаратов, но и сам белок 
может регулировать иммунный ответ, что также является актуаль-
ным при туберкулезном воспалении. Так, мыши с нокаутом по генам 
Mdr1a/Mdr1b характеризуются сниженной секрецией провоспали-
тельных цитокинов и меньшим количеством иммунных клеток в зоне 
воспаления по сравнению с контролем [11, 19]. Также есть данные, 
что P-gp может участвовать в транспорте цитокинов из иммунных 
клеток. Фармакологическое ингибирование P-gp снижает секрецию 
TNF-α, IL-2, IL-4, IL-12, INF-γ [13, 23]. А именно эти цитокины играют 
важную роль в патогенезе ТБ.

В выбранной модели макрофагальной дифференцировки макро-
фаги характеризуются наиболее высоким уровнем активности фаго-
цитоза IgG-опсонизированных латексных частиц [3]. В зависимости 
от поляризации макрофагов будут преобладать разные рецепторы 
фагоцитоза: в М1-макрофагах CD64 (маркер FcR), в М2-макрофа-
гах – CD206 и CD209 (маркеры ManR). В выбранной модели макро-
фагальной дифференцировки M1-макрофаги характеризуются крайне 
низким уровнем экспрессии маннозного рецептора CD206 по срав-
нению с другим лектиновым рецептором CD209, присутствующим 
на поверхности как макрофагальных, так и дендритных клеток. 
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Действие VER на 3-и сутки дифференцировки макрофагов приводило 
к существенному возрастанию уровня экспрессии как гена CD64, 
так и гена CD209 – в среднем в 1,5–2 раза по сравнению с контролем 
(принят за 1). К 7-м суткам дифференцировки активность экспрессии 
генов снижалась, но для CD64 все равно оставалась на более высо-
ком уровне, чем в контроле (рис. 3.4).
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Рисунок 3.4. Влияние верапамила на экспрессию фагоцитарных рецепторов 
в макрофагах ТНР-1 в процессе дифференцировки (3-и и 7-е стуки). 
Относительный уровень экспрессии генов в контроле на 3-и и 7-е сутки 
макрофагальной дифференцировки принят за 1. Серый цвет – контроль, 
желтый цвет – VER; * – статистически значимые различия по сравнению 
с контролем (p < 0,05)

Полученные результаты свидетельствуют о функциональной зна-
чимости P-gp в реализации разных вариантов рецепторного фаго-
цитоза, что требует дальнейшего изучения на инфицированных 
M. tuberculosis макрофагах человека.

TNF-α – один из цитокинов, который играет важное значение 
в патогенезе туберкулеза. Он продуцируется преимущественно моно-
цитами и макрофагами. TNF-α способствует миграции иммунных 
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клеток к месту инфицирования и повышает способность макрофа-
гов к внутриклеточному убийству бактерий. Низкий уровень TNF-α 
может способствовать внутриклеточному выживанию M. tuberculosis, 
в то же время чрезмерно высокий уровень TNF-α может запускать 
некроз в инфицированных макрофагах и тем самым способствовать 
распространению микобактерий. Таким образом, влияние препа-
ратов на уровень TNF-α может как способствовать лечению ТБ, так 
и препятствовать ему в зависимости от исходного уровня цитокина 
на момент начала лечения.

Уровень секреции IL-1β под воздействием VER снижается по срав-
нению с контролем на всех сроках макрофагальной дифференцировки 
при всех вариантах фармакологического воздействия, что может сви-
детельствовать о том, что фармакологическое ингибирование P-gp 
может препятствовать секреции IL-1β. IL-1β также является одним 
из ключевых цитокинов для борьбы макрофагов с микобактериями. 
Так, мыши с нокаутом рецептора в IL-1 или цитокина IL1-β более вос-
приимчивы к инфекции, проявляющейся более высокой бактериаль-
ной нагрузкой в легких и повышенной смертностью на ранней ста-
дии инфекции [18]. Снижение экспрессии I IL-1β при ингибировании 
активности P-gp может негативно влиять на борьбу с возбудителем.

Ранее было показано, что для внутриклеточной элиминации 
M. tuberculosis при ингибировании функциональной активности 
P-gp в макрофагах требовались значимо меньшие концентрации 
рифампицина и этамбутола, чем в контроле [17]. Также использо-
вание фармакологического ингибитора P-gp верапамила совместно 
с рифампицином способствовало усилению бактерицидных эффек-
тов антибиотика, в том числе и в отношении устойчивых к рифам-
пицину штаммов M. tuberculosis [12, 16]. Также верапамил усиливает 
бактерицидный эффект бедаквилина [7, 25, 26]. Это позволило сде-
лать предположение, что использование фармакологических инги-
биторов P-gp совместно с антибиотиками может рассматриваться 
в качестве перспективной стратегии повышения эффективности 
противотуберкулезной ХТ.
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Заключение

Белок транспортер P-gp является клинически значимым МЛУ бел-
ком при туберкулезном воспалении. Макрофаги являются первыми 
клетками врожденного иммунитета, которые вступают в борьбу 
с возбудителем M. tuberculosis, в связи с чем именно в них функцио-
нальная активность P-гликопротеина представляет первоочеред-
ной интерес. Фармакологическое ингибирование P-gp оказывает 
эффекты на секрецию провоспалительных цитокинов в M1-макро-
фагах, а также на их фагоцитарную активность, что свидетельствует 
об участии P-gp в формировании провоспалительного фенотипа 
макрофагов человека. При этом вопрос изучения роли P-gp в сни-
жении эффективности действия ПТП, а также в регуляции туберку-
лезного воспаления является чрезвычайно актуальным и находится 
только на стадии разработки и накопления данных.
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4. Влияние полиморфизма 
генов комплекса Н2 на течение 
туберкулезной инфекции 
и эффективность вакцинации BCG
Коротецкая М.В., Горбачева Д.В., Байкузина П.Г., Апт А.С.

Введение

Генетические подходы к проблеме

Для генетического анализа связи между генотипом и феноти-
пом обычно используют два основных подхода – прямую генетику 
(от фенотипа к гену) и обратную генетику (от гена к фенотипу). Каж-
дый из них имеет свои плюсы и минусы.

Обратная генетика – это исторически более новый подход, кото-
рый стал доступен по мере развития молекулярной биологии и био-
инженерии в конце прошлого века. Смысл данного подхода в полу-
чении нокаут-мутаций в интересующем исследователя гене, а затем 
исследование того, к чему приводит нарушение работы этого гена [12, 
15]. Этот подход дает ответ быстрее, чем прямая генетика, но в неко-
тором смысле он более грубый. При нокаут-мутации результаты сразу 
говорят о том, что будет в отсутствии интересующей нас молекулы 
и какие механизмы зависят от данной молекулы. Однако это слиш-
ком сильное нарушение в работе клетки и организма, которое вряд ли 
могло бы закрепиться в популяции при естественном отборе, следова-
тельно, в природе подобные варианты генома редки и быстро элими-
нируются. К тому же в организме всегда предусмотрены альтернатив-
ные биохимические пути, работа которых мешает изучать механизмы 
работы изначально интересующей исследователей молекулы.
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Прямая генетика – это классический и более долгий путь полу-
чения данных о гене. Изначально необходимо найти контрастные 
фенотипы, а затем определить область генома, в которой находятся 
генетические различия между носителями таких фенотипов. Если 
речь идет о лабораторных животных, то носителей разных фенотипов 
скрещивают, а в полученных гибридах исследуют на носительство 
разнообразных генетических маркеров и проверяют на проявление 
интересующего фенотипа. В результате сегрегационного анализа 
определяют характер наследования генов-кандидатов, а затем с помо-
щью специальной системы скрещиваний выводят новые гомозигот-
ные (инбредные) линии. Получение набора таких рекомбинантных 
линий дает возможность затем охарактеризовать фенотипически 
каждую из них и определить, какая именно область генома связана 
с проявлением фенотипа. В ходе получения рекомбинантных линий 
нужно стремиться получить максимально короткие участки гене-
тических вставок от одной линии на генетическую основу другой 
линии, которые достаточны для проявления изучаемого фенотипа. 
Тем самым будет сужаться генетический интервал вплоть до того, что 
можно будет провести позиционное клонирование искомых генов. 
В нашей работе мы используем именно прямой генетический под-
ход и получаем новые линии мышей для идентификации генов, кон-
тролирующих тяжесть течения ТБ. Поскольку в основе этой работы 
лежат давно выведенные инбредные линии мышей, необходима 
небольшая историческая справка.

В 1909 году во вновь созданном Институте Басси (Гарвард) аме-
риканский генетик К. Литтл (C. Little) начал выводить первые линии 
инбредных мышей для изучения генетической основы наследования 
окраски шерсти и способности отторгать пересаженные опухоли. Его 
работа увенчалась успехом и привела к созданию первой инбред-
ной линии мышей – DBA. В лаборатории Колд-Спринг-Харбор (Нью-
Йорк) к исследованиям Литтла присоединился Л. Стронг (L. Strong), 
в результате их совместной работы были выведены несколько наи-
более распространенных инбредных линий мышей, используемых 
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до сих пор во всем мире. Одной из этих линий мышей была C57BL/6, 
которая послужила родительской линией для самой широко исполь-
зуемой линии C57BL/6J – первой инбредной линией мышей – пер-
вых животных, которых выбрали для полного секвенирования ДНК 
после человека в 2002 году (Mouse Genome Sequencing Consortium, 
2002) [9]. Затем уже другой исследователь – Дж. Снелл (G. Snell) 
из знаменитой Джексоновской лаборатории (The Jackson Laboratory 
Bar Harbor, Main), – в 1930–1940-е годы исследуя генетику совмести-
мости тканей, открыл комплекс H2 у мышей, который регулирует 
основы иммунного ответа, что принесло ему и двум другим знаме-
нитым генетикам, Б. Бенацеррафу и Ж. Доссе, Нобелевскую премию 
1980 года. [24].

В прошлом веке с помощью методов трансплантации были выве-
дены основные инбредные линии, которые сейчас используются 
в лабораториях всего мира. Сначала использовалась транспланта-
ция опухолей, затем пересадка кожного лоскута. Дж. Снеллом были 
получены первые конгенно-резистентные линии, которые отличаются 
друг от друга только одним генетическим локусом (комплексом Н2), 
чего оказалось достаточно для отторжения трансплантатов кожи [24]. 
В таблице 4.1 приведен краткий список конгенных линий на раз-
ных генетических основах, которые наиболее часто использовались 
в исследованиях по иммуногенетике в разных лабораториях мира.

Таблица 4.1. Список конгенных инбредных линий мышей с указанием 
варианта гаплотипа Н2-комплекса и МНС принадлежности [25]

Линия мышей Гаплотип H-2 Родительская основа Происхождение Н2

A a A d

A.BY b A Brackyury

A.CA f A Caracal

A.SW s A Swiss

BALB/c d BALB/c BALB/c

BALB.B b BALB/c C57BL/10
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Линия мышей Гаплотип H-2 Родительская основа Происхождение Н2

BALB.K k BALB/c C3H

B6.AKR-H-2k k C57BL/6 AKR

B6.SJL s C57BL/6 SL

B10 b C57BL/10 C57BL/10

B10.A a C57BL/10 A

B10.D2 d C57BL/10 DBA/2

B10.M f C57BL/10 Outbred

B10.BR k C57BL/10 C57BR

B10.SM v C57BL/10 SM

B10.RIII r C57BL/10 RIII

B10.PL u C57BL/10 PL/J

C3H k C3H C3H

C3H.SW b C3H Swiss

C3H.JK j C3H JK

C3H.NB p C3H NB

D1.C d DBA/1 BALB/c

D1.LP b DBA/1 LP

Мыши очень удобны для выведения генетически разнообразных 
линий из-за относительно невысокой стоимости самих животных и их 
содержания, высокой плодовитости, короткого срока беременности 
(21–22 дня). К этим естественным преимуществам добавляются высо-
кий уровень изученности их генетики и геномики, иммунного ответа, 
биохимии, а также бесконечное разнообразие имеющихся на рынке 
реактивов и антител против разнообразных антигенов и маркеров.

Механизмы иммунного ответа 
и эффективность вакцинации
В качестве единственной противотуберкулезной вакцины BCG 

одобрена для профилактики ТБ в 150 странах мира [29]. Вакцина 
BCG предотвращает развитие ТБ у младенцев, но менее эффективна 
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в предотвращении заболевания легких у подростков и практически 
не эффективна против легочного ТБ у взрослых [2, 5, 16, 23]. Различ-
ная эффективность вакцины BCG в разных географических регионах 
усложняет ее использование [8]. Низкая эффективность BCG в про-
филактике ТБ у взрослых объясняется многими факторами, включая 
генетику человека, воздействие микобактерий окружающей среды, 
ко-инфекций вирусами или паразитами и, что немаловажно, соци-
ально-экономическими и пищевыми условиями [18]. Также пере-
менная эффективность вакцинации может объясняться генетической 
вариабельностью среди разных штаммов вакцины BCG [7].

Хотя разработка более эффективных противотуберкулезных вак-
цин является важным направлением исследований, мы во многом 
не понимаем, по какому именно механизму идет развитие защитного 
иммунного ответа против ТБ [18]. Что же касается моделирования 
вакцинации и инфекции на животных, модель ТБ у приматов близка 
к клинической ситуации [3, 10], но и у модели на мышах, помимо 
стоимости и удобства работы, есть одно преимущество перед дру-
гими моделями – наличие разнообразных инбредных линий, каж-
дая из которых представлена генетически идентичными особями. 
Используя генетически однородных хозяев и возбудителей, мы полу-
чаем минимальные случайные отклонения, что незаменимо для уста-
новления механизмов биологических процессов.

M. tuberculosis, как все бактериальные внутриклеточные пато-
гены, стремится выжить и размножится в фагосомах зараженной 
клетки. Было показано, что фагосомы дендритных клеток и макро-
фагов, в которых содержатся вирулентные M. tuberculosis, быстро 
сливаются с лизосомами. Уже через сутки после заражения у кле-
ток, которые содержат патоген и не ушли в апоптоз, нарастает пере-
ход M. tuberculosis из фагосом в цитозоль. Процесс перехода зависит 
от секреции микобактериями гликопротеинов CFP-10 и ESAT-6, ком-
понентов секреторной системы ESX-1, которые представляют собой 
типичные секреторные факторы вирулентности. При этом данные 
продукты не токсичны для клеток хозяина, что приводит в конечном 
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итоге к блокировке запуска апоптоза через митохондриальный путь 
активации [11]. После выхода в цитозоль M. tuberculosis размножа-
ются в условиях сильно сниженного давления со стороны клетки 
хозяина, что через неделю приводит к гибели клетки по некротиче-
скому механизму [27]. BCG не имеет локуса esx-1, что обеспечивает 
достаточное ослабление вирулентности по сравнению с M. tuberculosis, 
чтобы использовать BCG в качестве вакцины.

Вскоре после введения BCG со стороны организма хозяина про-
исходит активация реакций врожденного иммунитета, вызванная 
набором специфических молекул, характерных для клеточной стенки 
микобактерий: пептидогликаны, арабиногалактан и миколовые 
кислоты, которые взаимодействуют с TLR и другими рецепторами 
врожденного иммунитета [26]. Резидентные макрофаги начинают 
выделять провоспалительные цитокины. При анализе клеточного 
инфильтрата в месте вакцинации выявляются преимущественно 
нейтрофилы, а также лимфоциты и моноциты [17]. Макрофаги и ДК, 
захватившие BCG, транспортируются в лимфатические узлы, где про-
исходит антиген-зависимая активация Т-клеток CD4+ и CD8+ [18].

Влияние путей введения вакцины на ее эффективность вызывает 
много споров. Аэрозольное введение вакцины BCG дает много пре-
имуществ перед подкожным введением, так как вакцина попадает 
непосредственно в орган, который и поражается при легочном заболе-
вании. Предварительный контакт ткани органа с низко вирулентной 
культурой приводит к более выраженному ограничению поражения 
ткани и не допускает выход патогена в другие органы, в частности 
в селезенку [19, 20]. Исследование фенотипов антиген-специфиче-
ских Т-клеток памяти показало, что индуцированные вакцинацией 
популяции Т-клеток CD4+ и CD8+ в основном имеют фенотип кле-
ток центральной памяти (TCM) и переходной эффекторной памяти 
(TransEM) и что частота TCM и TransEM в популяции CD8+ была зна-
чительно выше у животных, вакцинированных BCG через дыхатель-
ные пути [28]. Патология легких зараженных животных была зна-
чительно умереннее у вакцинированных животных по сравнению 
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с контрольной группой, а внелегочная патология была значительно 
снижена у животных, вакцинированных аэрозолем BCG по сравне-
нию с группой, иммунизированной подкожно [28]. Таким образом, 
аэрозольная вакцинация BCG может оказаться эффективнее под-
кожного введения.

Обсуждаются также внутривенная вакцинация и ее сравнитель-
ная эффективность. Например, есть данные, что аэрозольная имму-
низация ВСG усиливала продукцию IFN-γ, но эта продукция была 
значительно отложена по сравнению с внутривенной вакцинацией. 
При внутривенном введении также быстрее происходило накопление 
секретируемых про-воспалительных цитокинов и хемокинов и было 
выше количество антиген-специфических Т-клеток CD4+ и CD8+, так 
что не исключено, что эффективность внутривенной вакцинации 
еще выше, чем аэрозольной [6, 13].

Задачи исследования

В нашей работе мы изучали два разных фенотипа. Один из них – 
это отсутствие вакцинного эффекта BCG у мышей линии В10.М (Н2f). 
Второй – чрезвычайно высокая чувствительность к ТБ мышей линии 
B10.SM (H2v). Обе линии отличаются от линии-прототипа В10 только 
по сегменту 17-й хромосомы, в которой находится комплекс Н2. 
Важно отметить, что эффективность вакцинации BCG и чувствитель-
ность к ТБ во многих случаях наследуются независимо, в частности, 
высокая эффективность вакцинации BCG наблюдается у мышей чув-
ствительной линии В10.SM [4], а отсутствие эффекта вакцинации 
BCG у мышей линии В10.М проявляется на фоне умеренной чувстви-
тельности к ТБ [1].

Хотя, по справочным данным, мыши В10.М и В10.SM отличаются 
от мышей В10 только участком 17-й хромосомы, эти линии были 
выведены во времена, когда генетическое картирование проводилось 
по отторжению трансплантатов кожи, то есть очень неточно. Поэтому 
первой задачей было точно определить границы перенесенного 
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на генетическую основу В10 участка генома в миллионах пар осно-
ваний (Mbp) с помощью методов современного генетического типи-
рования.

Материалы и методы

Подбор маркеров
Для типирования потомства при скрещивании инбредных линий 

и генетического картирования определяют либо одно-нуклеотидный 
полиморфизм (SNP), либо простые полиморфизмы длины последова-
тельности (SSLP или MIT-маркеры), хромосомная плотность которых 
намного выше, чем плотность морфологических и биохимических 
маркеров. Как правило, для большинства пар линий полиморфны 
от сотен до тысяч маркеров (база данных Ensembl [14]).

Экспериментальные животные
Для работы использовались следующие инбредные линии мышей: 

B10.M/SnEgYCit (H2f), B10.SM/SnEgYCit (H2v) и B10/SnEgYCit (H2b). 
Данные линии поддерживаются братско-сестринскими скрещива-
ниями в питомнике ФГБНУ «ЦНИИТ» в обычных условиях, с досту-
пом к корму и воде ad libitum. Использовались самки массой 20–22 г 
в начале эксперимента.

Генетическое типирование
Определение генетических полиморфизмов внутри сегмента 

хромосомы 17, включающего комплекс Н2 и прилежащие области, 
проводили методом ПЦР для маркеров Mit. Праймеры для опре-
деления Mit были взяты из открытой базы данных. Проводилось 
пробное типирование мышей В10, В10.М и В10.SМ, и для после-
дующей работы отбирались те маркеры, которые давали четкие 
отличия по размеру ПЦР-продуктов при электрофорезе в 4%-ном 
агарозном геле.
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Культуры микобактерий, вакцинация и заражение
В работе использовали Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MБТ) 

из коллекции лаборатории иммуногенетики ФГБНУ «ЦНИИТ». Под-
готовка культур и заражение мышей в аэрозольной камере GlasCol 
(США) описаны ранее [21, 22]. M. bovis BCG, штамм Pasteur, из кол-
лекции лаборатории иммуногенетики ФГБНУ «ЦНИИТ» размно-
жали в жидкой среде Дюбо и хранили аликвотами по 108 КОЕ/мл 
при –70 °C. Мышей вакцинировали однократно 5 × 107 BCG в 0,2 
мл физиологического раствора с 0,005% Tween 20 подкожно в холку.

Определение количества МБТ и BCG в органах
Cтерильно выделяли легкие и селезенки зараженных и/или вак-

цинированных животных, гомогенизировали в 2 мл физиологиче-
ского раствора, а затем готовили серийные десятикратные разведе-
ния гомогенатов органов и высевали на чашки Петри с агаром Дюбо 
(Difco, США) по 50 мкл на чашку. Чашки инкубировали при 37 °C, 
через 21 день подсчитывали количество колоний на чашке и пере-
считывали их количество на орган (КОЕ/орган).

Приготовление суспензий клеток селезенки, 
лимфоузлов и легких
Методика приготовления суспензий клеток детально описана 

в более ранних работах из нашей лаборатории [14]. Для работы 
с первичными культурами клеток легкого, лимфоузлов или селе-
зенки выделенные клетки помещали в среду для культивирования 
(RPMI-1640, содержащая 5% FCS, 1 mM пируват, 4 mM L-глутамат, 
50 мкг/мл смеси антибиотиков стрептомицина и пеницилина, 5 × 
10–5 M β-меркаптоэтанола, 10 mM HEPES, все компоненты производ-
ства HiClone, Logan, UT, USA).

Анализ продукции IFN‑γ проводили в супернатантах культур кле-
ток селезенки, лимфоузлов или легких после 72-часовой инкубации 
при 37 °С и 5% СО2 методом ELISA с использованием набора DuoSet 
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ELISA Development kit (DY485) и с соблюдением всех рекомендаций 
фирмы производителя (R&D).

Приготовление гистологических срезов 
и окрашивание препаратов
Для определения степени воспаления и других патологических 

изменений в легких у исследуемых мышей большую долю легкого 
замораживали в режиме температурного градиента от –60 оC до –20 оC 
в течение 10 минут в электронном криотоме (ThermoShandon, Вели-
кобритания). Получали срезы толщиной 8–10 мкм. Срезы высуши-
вали на воздухе, фиксировали в этаноле и окрашивали гематокси-
лином и эозином.

Статистическая обработка результатов
Полученные данные обрабатывали с помощью программы 

GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.) по методам корреляцион-
ного и вариационного анализа (ANOVA) и критерия Манна – Уитни. 
Достоверными считали различия при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Вакцинация BCG
С помощью методов прямой генетики мы провели следующую 

работу:

1) определили точные размеры перенесенного участка генома 
на генетическую основу линии В10;

2) охарактеризовали тип наследования изучаемых фенотипов;

3) получили первую серию рекомбинантных линий с вставками 
гаплотипа Н2f в 17-ю хромосому генетической основы В10.

Для решения вопроса о типе наследования фенотипа «отсутствие 
эффекта вакцинации» были получены гибриды первого поколения 
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F1 при скрещивании двух родительских линий В10 и В10.М. Мы 
исследовали тип наследования в гибридах (B10 × B10.M) F1, сравни-
вая сроки выживания при первичном заражении и при заражении 
животных, вакцинированных BCG. Предполагалось, что комплемен-
тация между гаплотипами H2b и H2f приведет либо к доминирова-
нию «полноценного» варианта H2b, либо к проявлению эффекта, 
подобного гетерозису у гибридов F1. Это генетическое исследо-
вание подтвердило, что восприимчивость к первичной инфекции 
и эффективность вакцинации BCG – это признаки с независимым 
наследованием. В то время как у не вакцинированных мышей B10 
и B10.M оказались одинаковые сроки выживания после заражения 
и гибридный эффект гетерозиса обнаруживался у гибридов F1, кар-
тина у вакцинированных животных была другой. Как и в предыду-
щих исследованиях, вакцина BCG продлевала срок жизни мышам 
В10, но не В10.М и, неожиданно, не гибридам F1. Такой эффект 
соответствует модели доминирования «дефектного» аллеля H2f 

и заставляет предполагать существование какого-то специфиче-
ского активного механизма, мешающего распознаванию вакцины 
мышам генотипа H2f. Мы собираемся исследовать это явление 
после получения новых мышей с четко установленной генетиче-
ской структурой участка H2f.

Высокая чувствительность 
к туберкулезной инфекции
Вторая часть представленной здесь работы посвящена изучению 

фенотипа чувствительности животных при первичном заражении 
ТБ, но уже в паре линий мышей В10 и В10.SM. При работе с мышами 
линии В10.SM было показано, что эта линия проявляет очень высо-
кую чувствительность к туберкулезной инфекции. Линия В10.SM 
очень мало изучена и на данный момент ведется в племенном раз-
ведении только в нашем виварии, так как в лаборатории Jackson [31] 
эта линия находится в виде замороженных эмбрионов. Для более 
подробного описания фенотипа данной линии мы заразили животных 
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аэрозольно разными дозами микобактерий. В модели более острой 
инфекции (доза 600 КОЕ/мышь) мы обнаружили распадение всей 
группы на более чувствительную и менее чувствительную подгруппы. 
Это феномен может быть связан с тем, что изначально (в 40-е годы 
прошлого века) гаплотип Н2v был перенесен на генетическую основу 
В10 в составе такого большого участка хромосомы 17, что мог нести 
не один, а несколько генов, влияющих на чувствительность к тубер-
кулезной инфекции. Снижение дозы микобактерий при аэрозоль-
ном заражении приводило к более однородной реакции, и фенотип 
в таких условиях оставался однородным. Размножение микобакте-
рий в легких и продукция INF-γ клетками легких полностью соответ-
ствовали данным, которые были получены по выживаемости живот-
ных этих двух линий.

При изучении влияния генетики хозяина на течение инфекци-
онного процесса очень важно знать, каким является тип наследова-
ния гена-кандидата или генов-кандидатов, если их несколько. Чтобы 
ответить на этот вопрос, мы заразили гибридов первого поколения 
F1 между двумя родительскими линиями В10 и В10.SM. По предва-
рительным данным можно сказать, что тип наследования промежу-
точный, то есть при анализе такого фенотипического проявления, 
как выживаемость после первичного заражения МБТ, среднее зна-
чение по времени выживаемости у гибридов первого поколения F1 
находится между значениями родительских линий. Следовательно, 
в данном случае имеет место наследование по типу неполного доми-
нирования. Такой тип наследования проявляется и в случае других 
фенотипических проявлений этих групп, таких как размножение 
микобактерий в легких и выработка INF-γ клетками легких в ответ 
на антигены МБТ.

Тот же результат удалось подтвердить и в опытах с гибридами 
второго поколения F2, где был получен промежуточный фенотип 
при гетерозиготном варианте v/b. На данный момент необходимо 
набрать большую выборку животных, чтобы подтвердить все выше-
перечисленные результаты.
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В процессе длительного выведения линий происходит накоп-
ление спонтанных мутаций, которые могут оказаться в важных 
участках генома и приводить к изменению изначального фенотипа 
данной линии, несмотря на соблюдения всех правил выведения 
чистых линий в вивариях. Линии В10 и В10.SM ведутся раздельно 
более 80 лет, и вполне возможно, что они накопили различные спон-
танные мутации, создающие различия не только по комплексу Н2, 
но и по другим участкам генома. Мы провели дополнительные воз-
вратные скрещивания с родительской линией В10 с последующим 
отбором именно животных с генотипом Н2v/v. Это дало возможность 
проверить, не была ли связана высокая чувствительность к ТБ с нако-
пившимися мутации за пределами Н2-области. После аэрозольного 
заражения ТБ группы у мышей из «старой» и «новой» линий B10.SM 
кривые выживаемости полностью совпали. Следовательно, искомый 
ген (или гены) действительно находятся именно в области H2.

Имея данные о возможном влиянии комплекса Н2 на эффектив-
ность вакцинации BCG, описанные выше, а также стремясь более 
полно описать фенотип линии В10.SM, мы провели вакцинацию 
животных вакциной BCG. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что животные хорошо вакцинируются (данные по срокам выжива-
ния, динамике развития кахексии и КОЕ микобактерий в легких). 
Мыши В10.SM сверхчувствительны к ТБ, что может помочь в изуче-
ние разброса реакции на туберкулезную инфекцию в человеческой 
популяции.

Выводы

1. У мышей гаплотипа H2f многократно подтвержден фенотип 
неэффективности вакцинации BCG.

2. Пути введения вакцины BCG не влияют на этот фенотип.

3. Гаплотип H2v определяет очень высокую чувствительность 
к туберкулезной инфекции.
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4. Наследование чувствительности к инфекции идет по типу 
неполного доминирования.

5. Возвратные скрещивания мышей B10.SM на родительскую 
линию В10 показывают, что регулирующий элемент нахо-
дится в области H2 17-й хромосомы.

6. Мыши H2v эффективно вакцинируются BCG, что подтвер-
ждает независимый характер наследования эффективности 
вакцинации и восприимчивости к первичному заражению.
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5. Актуальные представления 
о таксономии, экологии 
и эпидемиологии нетуберкулезных 
микобактерий
Смирнова Т.Г., Андреевская С.Н., Ларионова Е.Е., Черноусова Л.Н.

История открытия и таксономическая 
иерархия нетуберкулезных микобактерий

К нетуберкулезным микобактериям (НТМБ) в настоящее время 
относятся около 200 видов кислотоустойчивых палочек, объединен-
ных определенными биологическими свойствами. История откры-
тия НТМБ как причины инфекционных заболеваний уходит во вто-
рую половину XIX века. В 1860 году была впервые описана болезнь 
цыплят с признаками, похожими на ТБ человека. Официально годом 
открытия НТМБ можно считать 1873 год, когда норвежский врач Гер-
хард Хансен описал возбудителя проказы Mycobacterium leprae [12]. 
После 1882 года, ознаменовавшегося великим открытием самого 
яркого представителя рода Mycobacterium Робертом Кохом, сообще-
ния о существовании других видов микобактерий публиковались 
и докладывались учеными-микробиологами регулярно:

1899 год – описан вид Mycobacterium phlei;
1901 год – описан вид Mycobacterium avium;
1923 год – описан вид Mycobacterium paratuberculosis;
1949 год – описан вид Mycobacterium intracellulare;
1953 год – описан вид Mycobacterium abscessus;
1955 год – описан вид Mycobacterium kansasii;
2001 год – описан вид Mycobacterium heckeshornense;
2004 год – описан вид Mycobacterium chimaera и др.
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После разработки и внедрения в повседневную практику секве-
нирования этот метод стали широко применять для идентификации 
до вида возбудителей различных заболеваний и начался настоящий 
бум по открытию новых видов НТМБ, а также уточнению названий 
уже существующих видов НТМБ.

Современная таксономическая иерархия 
НТМБ

Таксономическая иерархия, объединяющая все виды микобакте-
рий в один род Mycobacteium согласно [45, 53, 54] и действовавшая 
до 2018 года, представлена в таблице 5.1.

В 2018 году было опубликовано большое исследование канад-
ских ученых, касающееся изучения филогеномики микобакте-
рий [20]. Используя современные методы биоинформатики, авторы 
проанализировали геномы более чем 188 видов микобактерий, 
внесенных к 2018  году в международную базу NCBI, и пришли 
к выводу, что род Mycobacterium не так однороден, как было при-
нято считать ранее, а виды микобактерий формируют 5 близко-
родственных линий: Tuberculosis-Simiae, Terrae, Triviale, Fortuitum-
Vaccae и Abscessus-Chelonae. По результатам исследования авторы 
предложили полностью пересмотреть таксономию микобакте-
рий и выделить в семействе Mycobacteriaceae не один род, а пять. 
К роду Mycobacterium авторы отнесли членов МБТК, M. leprae и все 
остальные медленнорастущие НТМБ, а быстрорастущие виды 
распределились по четырем новым родам: род Mycobacteroides 
включил M. abscessus с подвидами, M. chelonae, M. immunogenum 
и пр., род Mycolicibacterium объединил M. fortuitum, M. peregrinum, 
M. smegmatis, M. mucogenicum и др., в род Mycolicibacillus вошли 
M. trivialis, M. koreensis, M. parakoreensis, род Mycolicibacter вклю-
чил почвенных сапрофитов M. terrae, M. arupense, M. heraclionense 
и др. На рисунке 5.1. представлена схема новой таксономической 
иерархии микобактерий.
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Таблица 5.1. Таксономия рода Mycobacterium (до 2018 года)

Домен Bacteria

Тип Actinobacteria

Класс Actinobacteria

Порядок Mycobacteriales

Семейство Mycobacteriaceae

Род Mycobacterium

Вид

М
ик

об
ак

те
ри

и 
ту

бе
рк

ул
ез

но
го

 
ко

м
пл

ек
са M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. 

africanum, M. canetti, M. microti, M. caprae, 
M. pinnipedii, M. suricattae, M. mungi, M. 

dassie, M. oryx

Ту
бе

рк
ул

ез

M. leprae

Л
еп

ра
 

(п
ро

ка
за

)

Н
ет

уб
ер

ку
ле

зн
ы

е 
м
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ед
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нн

о-
ра

ст
ущ

ие

M. avium, M. intracellulare, M. 
chimaera, M. colombiense, M. 

yongonense, M. paraintracellulare, 
M. gordonae, M. paragordonae, M. 
kansasii, M. xenopi, M. simiae, M. 

heckeshornense, M. interjectum, M. 
intermedium, M. lentiflavum и др.

И
нф

ек
ци

и,
 в

ы
зв

ан
ны

е 
не

ту
бе

рк
ул
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ны

м
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м
ик

об
ак

те
ри

ям
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(м
ик

об
ак

те
ри

оз
)

бы
ст

ро
-

ра
ст

ущ
ие

M. abscessus group, M. chelonae, 
M. fortuitum, M. parafortuitum, 

M. peregrinum, M. smegmatis, M. 
terrae, M. arupense, M. trivialis, M. 
mucogenicum, M. immunogenum, 

M. phlei, M. diernhoferi и др.

Вышедшая статья удовлетворяла всем критериям, по которым осу-
ществляется пересмотр названий видов и родов микроорганизмов, 
поэтому в настоящее время идет переименование видов в между-
народных базах данных бактериальных геномов и белков, а также 
и в других открытых источниках. Необходимо отметить, что внесе-
ние изменений в таксономию микобактерий пока приносит больше 
вреда для клиницистов, чем пользы, так как клиническое определение 
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заболевания, вызванного кислотоустойчивыми палочками, подра-
зумевает определение возбудителей как НТМБ, тогда как по новой 
классификации некоторые возбудители, часто вызывающие патологи-
ческие процессы у человека и животных, более не являются микобак-
териями в принципе (например, Mycobacteroides abscessus). Поэтому 
работа Gupta R.S. [20] вызвала неоднозначный и скорее негатив-
ный отклик среди известных ученых, занимающихся не только фун-
даментальными исследованиями в области генома микобактерий, 
но имеющих непосредственное отношение к изучению распростра-
нения и лечению инфекций, вызванных НТМБ. Вышли коммента-
рии к статье с указанием ошибок авторов в отнесении тех или иных 
видов НТМБ к быстрорастущим и медленнорастущим [59]. В статье, 
вышедшей в 2019 году, ряд ученых, признав правильность выводов, 
форму представления результатов и оценив огромную работу, проде-
ланную Gupta R.S. с коллегами, тем не менее призвали мировое сооб-
щество игнорировать новые названия видов НТМБ. Они объяснили 

Семейство Mycobacteriaceae

Род

Mycolicibacterium
gen. nov.

Mycobacteroides
gen. nov.

Mycolicibacillus
gen. nov.

Mycolicibacter
gen. nov. Mycobacterium

Mycobacteroides
abscessus,

Mycobacteroides
chelonae и др.

линия
 Abscessus-

Chelonae

линия
Fortuitum-Vaccae

Mycolicibacterium
 fortuitum,

Mycolicibacterium 
peregrinum,

Mycolicibacterium
 smegmatis, 

Mycolicibacterium 
mucogenicum

 и др.

линия Triviale линия Terrae

Mycolicibacter 
terrae,

Mycolicibacter 
arupensis,

M. heraclionse 
и др.

Mycolicibacillus
 trivialis,

Mycolicibacillus 
koreensis,

Mycolicibacillus 
parakoreensis

линия 
Tuberculosis-Simiae

МБТК, МАС, 
M. leprae и др.

 медленнорастущие 
НТМБ

Рисунок 5.1. Новая таксономическая иерархия семейства Mycobacteriaceae 
(согласно Gupta R.S. et al., 2018) [20].
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это путаницей, которая немедленно возникла среди врачей-практи-
ков в постановке точного диагноза пациентам [60]. В статье указы-
вается, что НТМБ – не обычные бактерии, изучение их свойств имеет 
не столько фундаментальный, сколько практический интерес, так 
как они являются возбудителями хронического, трудно поддающего 
излечению смертельного заболевания, имеющего схожие симптомы. 
В конце статьи авторы призвали лабораторных работников и врачей 
игнорировать новые названия НТМБ, так как это не нарушает правила 
номенклатуры прокариот, согласно которому можно использовать 
любое валидное название микроорганизма, когда-либо зафиксиро-
ванное в официальной номенклатуре [25, 59, 60]. В 2021 году вышла 
еще одна работа, призывающая вернуть старую номенклатуру рода 
Mycobacterium [46], в которой авторы также ссылались на правило 
наименования вновь открытых видов, запрещающее присвоение 
имен, способных причинить какой-либо вред, а также были приве-
дены данные, доказывающие, что из всех вновь выделенных Gupta 
R.S. родов на самостоятельное существование может претендовать 
только Mycobacteroides.

Далее по тексту нами будет использована старая номенклатура 
семейства Mycobacteriaceae [38, 53, 54].

Среда обитания 
нетуберкулезных микобактерий

Все без исключения виды НТМБ являются факультативными пара-
зитами, то есть их естественная экологическая ниша – это внешняя 
среда, но при этом они прекрасно могут размножаться в других живых 
организмах – людях, животных и даже простейших [27, 51]. Мико-
бактерии встречаются повсеместно, но наибольшее разнообразие их 
обнаружено в местах, где присутствует вода. В природе это различ-
ные водоемы – пруды, озера, реки, дождевая и талая вода, а также 
морская и океаническая вода (некоторые виды НТМБ, например M. 
marinum, способны выживать при концентрации NaCl в воде более 
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3% [27, 24]). Кроме воды, НТМБ были найдены в земле и пыли, вклю-
чая угольную пыль. Опасность получить заболевание легких имеют 
работники сельского хозяйства, шахтеры, строители (при копке кот-
лованов и траншей, прокладывании подземных тоннелей). Источ-
никами инфекции могут служить и дикие животные. НТМБ были 
причиной заболеваний млекопитающих (оленей, лосей, антилоп, 
кабанов, слонов) [17, 18, 19]. Дикие птицы также могут служить 
источниками инфекции НТМБ [61]. НТМБ способны размножаться 
и в холоднокровных животных, например в пресмыкающихся (кроко-
дилах и морских черепахах) [44, 45], земноводных [17], рыбах [21], 
моллюсках [39]. НТМБ были выделены из насекомых. В исследова-
нии [52] авторы выявили M. avium, M. gordonae и M. kansasii из тарака-
нов, в работе [31] исследователи доложили о выявлении M. gordonae, 
M. kumamotonense, M. terrae, M. avium, M. fortuitum, M. intracellulare, 
M. peregrinum и M. triplex из паутины пауков, обитающих в карсто-
вых пещерах Чехии. Домашние животные также являются резервуа-
ром для заражения человека НТМБ, профессиональные риски имеют 
работники сельского хозяйства и жители сельской местности. Моле-
кулярно-генетические исследования показали, что в европейской 
части земного шара высока вероятность заражения M. avium сотруд-
ников ферм от свиней, тогда как для Японии практически все слу-
чаи заражения человека M. avium вызваны использованием старых 
душевых леек, джакузи или водных небулайзеров [11, 33]. Особую 
опасность для человека представляют микобактерии, размножаю-
щиеся в трубах водоснабжения жилых домов, включая магистральные 
трубопроводы [13, 33]. Самым распространенным путем заражения 
легочными инфекциями, вызванными M. avium, признан аэрозоль-
ный из-за вдыхания микобактериальных клеток, присутствующих 
в капельках воды, взвешенных в воздухе душевых кабин или ванных 
комнат при использовании душевых леек или джакузи [10, 55]. НТМБ 
также были найдены в жилых домах в тех местах, где подолгу нахо-
дится вода: например, в карбоновых фильтрах для очистки водопро-
водной воды, включая фильтры, импрегнированные серебром [23]. 
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M. avium в высоких титрах обнаруживали в домашней пыли и кон-
диционерах в местах проживания пациентов с поражениями лимфа-
тических узлов [34]. M. avium также находили в сыром мясе и слабо-
соленой рыбе [42]. Кроме того, в большом исследовании [15] живые 
клетки M. avium были обнаружены в табаке, фильтрах и сигаретной 
бумаге сигарет четырех известных производителей. Причем после 
выкуривания сигарет клетки M. avium продолжали сохранять свою 
жизнеспособность в сигаретных фильтрах. M. chelonae может стать 
причиной заболеваний кожи после посещений тату-салонов – мико-
бактерии этого вида были найдены в воде для разведения татуиро-
вочных чернил [49].

Кроме приведенных исследований существует множество работ, 
доказывающих нахождение НТМБ в окружающей человека среде 
и связанные с этим случаи заболеваний микобактериальной при-
роды не только у пациентов с иммунодефицитами, но и иммуноком-
петентных людей.

Эпидемиология инфекций, вызванных НТМБ

Заболеваемость микобактериозом в мире неуклонно растет. Это 
связано с многими факторами: совершенствованием лаборатор-
ной базы, всплеском интереса ученых к НТМБ, внедрением новых 
методов ускоренного выявления и видовой идентификации НТМБ, 
основанных на ПЦР, а также повышением настороженности врачей 
в отношении этих инфекций. Из общих причин, способствующих 
возрастанию случаев заболеваемости микобактериозом, называют 
ухудшение экологической обстановки на планете, снижение имму-
нитета у населения и появление во второй половине ХХ века такого 
заболевания, как СПИД. Кроме того, существует теория, что в тех 
странах, где снижается бремя ТБ, освобождающуюся экологическую 
нишу начинают занимать другие виды микобактерий [16, 32]. Надо 
отметить, что заболеваемость инфекциями, вызванными НТМБ, воз-
растает и в странах, где отмечается также и рост заболеваемости ТБ, 
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например в странах Азии [36]. Несмотря на рост заболеваемости 
микобактериозами, эпидемиологическим исследованиям инфек-
ций, вызываемых НТМБ, до сих пор уделяется недостаточно внима-
ния. В немногих странах ведутся национальные регистры пациентов 
с микобактериозом. Наиболее изученным в плане распространения 
НТМБ в человеческой популяции считается Европейская часть зем-
ного шара. Заболеваемость микобактериозом в 2020 году в Европе 
в среднем составила 6,2 случая на 100 000 населения [57]. Исследо-
ватели отмечают, что уровень распространения заболеваний, связан-
ных с НТМБ, в Европе гораздо ниже, чем в Азии и на Американском 
континенте [57]. В качестве основного патогена, вызывающего легоч-
ные формы заболевания, на территории Европы, доминируют члены 
МАС (M. avium, M. intracellulare) [28]. Сведения о частоте встречае-
мости видов НТМБ в различных странах приведены в таблице 5.2.

Таблица 5.2. Превалирование различных видов НТМБ в странах мира 
(Nontuberculous Mycobacteria Network European Trials Group,  
http://www.ntm-net.org/)

Страна
Превалирующие виды 

медленнорастущих 
НТМБ

Превалирующие виды 
быстрорастущих НТМБ

Бельгия МАС, M. xenopi M. fortuitum, M. abscessus-
chelonae complex

Франция МАС, M. gordonae M. fortuitum

Германия МАС, M. gordonae M. fortuitum, M. abscessus-
chelonae complex

Дания МАС, M. gordonae M. abscessus

Норвегия МАС, M. gordonae M. fortuitum, M. abscessus

Швеция МАС абс. лидер M. abscessus

Финляндия МАС, M. gordonae M. fortuitum, M. abscessus

Австрия МАС, M. gordonae M. fortuitum, M. abscessus

Греция МАС M.fortuitum, M. chelonae

Италия МАС, M. gordonae M.fortuitum M. abscessus-
chelonae complex
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Страна
Превалирующие виды 

медленнорастущих 
НТМБ

Превалирующие виды 
быстрорастущих НТМБ

Испания МАС, M. gordonae M. fortuitum

Португалия МАС, M. gordonae M. fortuitum, M. abscessus-
chelonae complex

Польша M. kansasii, МАС, M. 
xenopi

M. fortuitum, M. abscessus-
chelonae complex

Словакия M. kansasii, МАС M. chelonae

Венгрия M. xenopi, МАС M. fortuitum

Великобритания M. kansasii, МАС M. fortuitum, M. abscessus-
chelonae complex

США МАК, M. kansasii M. abscessus

Канада МАК, M. xenopi M. abscessus-chelonae complex, 
M. fortuitum

Бразилия МАК, M. kansasii M. fortuitum, M. abscessus-
chelonae complex

Великобритания M. kansasii, МАС M. 
malmoense

M. fortuitum, M. abscessus-
chelonae complex

Южная Корея МАС, M. kansasii M. abscessus

Китай МАС, M. kansasii, M. 
gordonae

M. abscessus

Япония МАС, M. kansasii M. abscessus

Индия МАС M. abscessus, M. chelonae, 
M. fortuitum

Таиланд МАС M. abscessus

НТМБ – нетуберкулезные микобактерии, МАС–M. avium complex

Во всех исследованиях, посвященных распространению НТМБ 
среди населения, эпидемиологи европейских стран отмечают неуклон-
ный рост заболеваемости микобактериозом в последнее десяти-
летие. Например, пятилетнее исследование в Германии продемон-
стрировало рост заболеваемости с 2,3 до 3,3 случая на 100 000 [56]. 
Спектр видов НТМБ несколько различается в северных и южных стра-
нах Европы. Так, в северных странах (Дания, Норвегия, Германия, 
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Бельгия, Австрия) основную часть выделенных видов составляют 
медленнорастущие НТМБ. В странах южной Европы (Италия, Пор-
тугалия, Греция) доля быстрорастущих НТМБ, выделенных от паци-
ентов с микобактериозом, существенно выше [26]. Во всех странах 
Европы без исключения превалирующими видами являются члены 
МАС. В Чехии спектр видов НТМБ сильно не отличается от такового 
в странах центральной Европы (основными видами НТМБ, вызы-
вающими микобактериоз у населения, были признаны M. avium, M. 
intracellulare, M. kansasii и M. xenopi [47], Польша и Словакия харак-
теризуются существенно более частым выделением от больных M. 
kansasii (35 и 36% соответственно). В Венгрии M. xenopi составила 
практически половину из всех выделенных видов – 49%. В Хорва-
тии представители MAC составляют всего 10% от всех остальных 
видов НТМБ, а превалирующими видами являются M. xenopi и M. 
gordonae [26].

В Великобритании, одной из самых продвинутых стран, ведущей 
многочисленные эпидемиологические исследования по микобакте-
риозу, имеющей свои рекомендации по лечению больных микобак-
териозом и национальный регистр больных микобактериозом [26], 
отмечается быстрый рост заболеваемости инфекциями, вызванными 
НТМБ: с 1995 по 2012 год заболеваемость микобактериозом воз-
росла с 0,9 до 7,6 на 100 000 населения и достигла уровня заболевае-
мости ТБ [40]. Спектр медленнорастущих видов НТМБ, выявляемых 
от пациентов из Великобритании, включает в себя MAC, M. kansasii, 
M. xenopi и M. malmoense [14, 48].

В странах Азии за последние 10 лет также наблюдается рост числа 
случаев заболевания микобактериозом, даже на фоне растущей забо-
леваемости ТБ. Так, в Южной Корее с 2009 по 2015 год уровень заболе-
ваемости микобактериозом повысился почти в два раза (с 6,8 до 12,9 
на 100 000 населения), при этом заболеваемость ТБ тоже выросла с 86 
до 95 на 100 000 [35]. Согласно данным этого же исследования, наибо-
лее распространенными видами НТМБ в стране явились M. intracellulare 
(38,9%), M. avium (23,1%), M. abscessus (8,4%) и M. kansasii (7,7%).
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Большое исследование, проведенное в 72 противотуберкулез-
ных учреждениях 31 крупнейшей провинции Китая, показало, что 
60% выделенных изолятов НТМБ относились к медленнорастущим, 
40% – к быстрорастущим. Из медленнорастущих преобладали члены 
MAC, из быстрорастущих – M. abscessus [41]. В другом исследова-
нии, длившемся с 2013 по 2018 год в крупном госпитале Пекина, 
были обследованы 1508 пациентов с подозрением на ТБ. Авторы 
отметили ежегодное возрастание доли выявления НТМБ. Превали-
рующими видами из медленнорастущих НТМБ были члены MAC (M. 
intracellulare (31,8%), M. avium (13,5%)), а также M. gordonae (11,7%) 
и M. kansasii (7,6%). Из быстрорастущих НТМБ наибольшее распро-
странение получила M. abscessus [30].

В Японии, одной из немногих стран, проводящих официальные 
эпидемиологические исследования по заболеваемости микобакте-
риозом, существует национальная статистика по этому заболеванию. 
В статье [50] описывается рост случаев микобактериоза, зарегистри-
рованных в 884 госпиталях пульмонологического профиля. Глубина 
исследования составила 35 лет – с 1980 по 2015 год. Исследователи 
отмечают, что для разных видов НТМБ динамика роста заболевае-
мости была разной. Так, число заболеваний, вызванных M. abscessus, 
за исследуемый период увеличилось практически вдвое, а число слу-
чаев выявления M. kansasii у пациентов осталось стабильным. Среди 
видов НТМБ превалировали MAC, далее по частоте встречаемости 
шли M. kansasii и M. abscessus.

В странах Южной Азии с высоким бременем ТБ (Индия, Таи-
ланд и др.) проводится не так много эпидемиологических исследо-
ваний по выявлению распространенности НТМБ среди населения. 
Согласно [58] заболеваемость микобактериозом в Индии выросла 
с 0,9% (в 2001–2010 годах) до 1,6 (в 2011–2020 годах). Превали-
рующими видами можно считать MAC (19%), M. сhelonae (10%), 
M. fortuitum (9,8%), M. abscessus (8,8%). В статье исследователей 
из Таиланда [36] были представлены данные по заболеваемости мико-
бактериозом, а также показан видовой состав НТМБ, выделенных 
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из респираторных и экстрапульмонарных образцов материала от 150 
пациентов, проживающих на севере Таиланда. Заболеваемость мико-
бактериозом была прослежена в течение 5 лет (с 2012 по 2016 год) 
и оставалась приблизительно на одинаковом уровне – 3,7 на 100 000 
населения. На первом месте по встречаемости была M. abscessus, 
далее следовали MAC.

Эпидемиологические исследования, касающиеся микобактериоза 
легких в Австралии, приводят данные о возрастании заболеваемо-
сти. Согласно отчетам Министерства народного здравоохранения, 
заболеваемость микобактериозом легких за пять лет (с 2012 по 2016 
год) возросла с 17 до 27,5 случая на 100 000 населения [29]. Видовое 
разнообразие НТМБ в Австралии характеризуется абсолютным пре-
валированием MAC (71% от всех выделенных видов НТМБ) [26].

Эпидемиологическая ситуация по микобактериозу в странах 
Северной Америки также имеет тренд к росту заболеваемости, кото-
рая в последние годы достигла 13,9 на 100 000 населения [37, 43]. 
Часто встречающиеся виды НТМБ в США – это МАС и M. kansasii – 
около 80% от всех выявляемых видов [26]. Штатами США с самым 
высоким уровнем заболеваемости инфекциями, вызванными НТМБ, 
являются Гавайи, Калифорния, Нью-Йорк, Луизиана, Пенсильвания, 
Флорида, Оклахома и Висконсин [9]. Так же, как и в Европе, север-
ные и южные штаты отличаются по соотношению медленнорасту-
щих и быстрорастущих видов НТМБ – в южных штатах число случаев 
выявления быстрорастущих НТМБ, в основном M. abscessus, выше, 
чем в северных [22].

Изучение распространения НТМБ на территории России велось 
еще в СССР несколькими группами ученых [3, 5]. В Центральном 
НИИ туберкулеза этой проблемой занималась Н.М. Макаревич. По ее 
данным, частота выделения НТМБ в различных регионах Совет-
ского Союза колебалась от 1 до 3,9% от общего числа выделенных 
культур [3].

В Российской Федерации распространению НТМБ среди населения 
начали уделять больше внимания в последние десять лет. Появились 
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статьи, описывающие спектр видов НТМБ, выделенных от пациен-
тов с легочным и внелегочным микобактериозами. К сожалению, 
полную эпидемиологическую картину по распространению НТМБ 
в России пока составить невозможно. В работе [7] авторы проана-
лизировали 745 культур НТМБ, полученных от пациентов с мико-
бактериозом, проживающих на Северо-Западе России, за период 
2012–2018 годы. Анализ показал превалирование M. avium (56,4%). 
В различных регионах были обнаружены особенности в спектре видов 
НТМБ, например, в Республике Коми преобладали M. lentiflavum, 
в Архангельской области – M. gordonae. В исследовании [4] пока-
зано, что в Оренбургской области наиболее часто встречающимися 
видами НТМБ являются МАС, M. xenopi, M. gordonae. В статье [6] 
представлен достаточно большой материал по распространению 
НТМБ среди населения отдельных регионов Российской Федерации. 
Были исследованы 1204 культуры НТМБ, выделенные на плотных 
и жидких питательных средах от 727 больных с подозрением на ТБ/
микобактериоз, за период с 2011 по 2017 год. Всего было идентифи-
цировано 17 видов НТМБ (11 видов относились к группе медленно-
растущих и 6 – быстрорастущих). Преобладали медленнорастущие 
НТМБ (77,58%), а наиболее распространенным видом была M. avium 
(28,89%). Также встречались M. gordonae (13,62%), M. intracellulare 
(9,35%), M. lentiflavum и M. fortuitum (по 9,08%), M. abscessus (6,74%), 
M. kansasii (6,6%), M. xenopi (3,99%). Описаны региональные особен-
ности встречаемости видов НТМБ. Было показано, что в Централь-
ном федеральном округе (ЦФО), европейской части Приволжского 
федерального округа и г. Калининграде распределение видов НТМБ 
совпадало с европейским: превалирование МАС (33–39%), M. gordonae 
(10–20%) и M. fortuitum (5–13%). Спектр видов НТМБ, выделенных 
от пациентов из Москвы и Московской области, включал наибольшее 
число видов, что, вероятнее всего, было связано с большой выбор-
кой. Совсем другое распределение видов НТМБ было показано для 
Перми и Сыктывкара, столиц смежных областей. Для этих регионов 
было характерным небольшое число случаев выявления M. avium 
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и превалирование M. fortuitum. В Ханты-Мансийске превалирующим 
видом НТМБ была M. gordonae, M. avium и другие МАС встречались 
существенно реже. В статье [1] описывается небольшая выборка 
пациентов (28 человек) из Московского региона с верифицирован-
ным диагнозом микобактериоза. Спектр видов НТМБ, выделенных 
от этих пациентов, совпадает со спектром видов НТМБ, выделенных 
от пациентов из ЦФО в исследовании [6]. Превалирующими были 
медленнорастущие НТМБ (22 случая), быстрорастущих видов было 
существенно меньше (6 случаев). Из медленнорастущих чаще всего 
встречались МАС, следом шли M. kansasii и M. xenopi. Из быстрорасту-
щих были выделены M. fortuitum и M. chelonae. В другой статье тех же 
авторов, выпущенной одним годом позже, приводятся данные о 40 
пациентах из Московского региона с микобактериозом и выделением 
НТМБ в респираторном диагностическом материале [2]. Частота 
встречаемости различных видов НТМБ не изменилась: MAС – 35%, 
M. kansasii – 25%, M. xenopi – 20%, M. fortuitum – 12,5% и M. chelonae – 
7,5%. Еще одно исследование, проведенное в ФГБНУ «ЦНИИТ», в кото-
ром приведены данные о частоте выявления видов НТМБ, охватывает 
период с 2011 по 2014 год. В другом исследовании проанализировано 
6240 историй болезни пациентов, находящихся на лечении в ФГБНУ 
«ЦНИИТ» с 2011 по 2014 год [8]. У 156 пациентов были выявлены 
НТМБ, что составило 2,5%. Спектр видов НТМБ выглядел следую-
щим образом: превалировали медленнорастущие НТМБ (76,7%) – М. 
avium (39,2%), М. kansasii (12,5%), М. intracellulare (12,5%). Гораздо 
реже выявлялись быстрорастущие НТМБ (23,2%), из быстрорасту-
щих основным видом являлся М. abscessus (17,8%).

В заключение необходимо отметить, что эпидемиологиче-
ские исследования заболеваемости, смертности, распростране-
ния видов НТМБ ведутся недостаточно полно в ряде стран мира, 
включая и Российскую Федерацию. Отсутствие национальных реги-
стров пациентов с инфекциями, вызванными НТМБ, крайне затруд-
няет сбор статистических данных и прогнозирование распростра-
нения заболевания. Необходим комплексный подход к решению 
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проблемы – от совершенствования клинико-лабораторной базы для 
выявления этих опасных возбудителей до создания отечественных 
регламентирующих документов по профилактике и лечению паци-
ентов с микобактериозом.
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6. Структура и таксономический 
состав кишечного микробиома 
больных туберкулезом легких 
до и после прохождения 
противотуберкулезной терапии
Юнусбаева М.М., Бородина Л.Я., Закирова А.М., 
Булатов Ш.Э., Терентьева Д.Р., Юнусбаев Б.Б.

Введение

В последние годы внимание научного сообщества направлено 
на изучение микробных сообществ кишечника в развитии целого 
ряда социально значимых заболеваний [11, 28, 39]. Накапливаю-
щиеся данные свидетельствуют о том, что нормальная микробиота 
составляет ту основу жизнедеятельности, которая определяет и фор-
мирует здоровье человека. Биоценоз желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) является основополагающим фактором нормального мета-
болизма, обеспечивая синтез витаминов и других биологически 
активных веществ, вступает в антагонистические взаимоотношения 
с патогенными микроорганизмами, обеспечивает колонизационную 
резистентность, участвует в развитии, формировании и поддержании 
иммунитета всего организма [3]. Изменения в микробном составе 
и метаболической активности кишечных сообществ вызывают изме-
нения не только на уровне местного иммунитета, но и связаны с изме-
нениями иммунных реакций всего макроорганизма и развитием забо-
леваний в других отдаленных от кишечника органах и тканях [1, 4, 
13, 23]. Многочисленные исследования показали, что взаимодействия 
внутри оси «кишечник – легкие» осуществляются посредством регуля-
ции иммунного гомеостаза в кишечнике и легких, а дисбиотические 
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изменения в них нарушают работу иммунной системы и приводят 
к возникновению различных заболеваний легких. Так, например, 
исследования на животных показали, что комменсальная кишеч-
ная микробиота может модулировать восприимчивость организма 
к Mycobacterium tuberculosis, способствовать переходу ЛТИ в активный 
ТБ, а также оказывать влияние на противотуберкулезную ХТ [8, 38]. 
В ряде недавних исследований было показано, что мыши, пищевари-
тельный тракт которых колонизирован Helicobacter hepaticus, плохо 
контролируют аэрозольную инфекцию M. tuberculosis. Иммунная 
система этих мышей была неспособна контролировать воспаление 
и развитие тяжелых повреждений в легочной ткани [22]. Противо-
положный эффект описан в отношении Helicobacter pylori. Макаки, 
кишечник которых был колонизирован H. Pylori, имели существенно 
меньшую вероятность развития активного ТБ по сравнению с неин-
фицированными животными [25]. Полученные данные позволяют 
предположить, что различные инфекционные агенты, колонизиру-
ющие кишечник, могут обучать иммунную систему и обеспечивать 
защиту от заболеваний органов дыхательной системы. Так, перораль-
ное введение C3HeB/FeJ мышам убитых нагреванием Mycobacterium 
manresensis во время стандартного лечения ТБ значительно снижает 
бактериальную нагрузку в легких, уровень провоспалительных цито-
кинов (IFN-γ, TNF-α, IL-6 и IL-17) и гранулематозную инфильтрацию 
в легких [7]. Тогда как дисбиотические нарушения ЖКТ, вызванные 
антибиотиками широкого спектра действия, способствуют колони-
зации и диссеминации легких мышей M. tuberculosis [5, 10]. В сово-
купности эти данные указывают на двунаправленный характер взаи-
модействий между микробиотой кишечника и иммунной системой 
хозяина.

Несмотря на многочисленные исследования кишечных бакте-
риальных сообществ в норме и при различной патологии, имеется 
ограниченное число исследований, посвященных изучению микро-
биома кишечника больных ТБ легких. Целью данного исследования 
является определение таксономического состава и биоразнообразия 
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микробиома кишечника больных ТБ до начала приема ПТП и через 
два месяца после прохождения интенсивной фазы ХТ в сравнении 
со здоровым контролем.

Материалы и методы

В работе использовали фекальные образцы, полученные от 23 
больных ТБ и 47 здоровых доноров. Больные ТБ легких отбирались 
на базе ГБУЗ «Республиканский клинический противотуберкулез-
ный диспансер» (ГБУЗ РКПТД) г. Уфы в период с 2019 по 2021 год. 
В исследование были включены только пациенты с впервые выяв-
ленным лучевыми методами диагностики (рентгенография, ком-
пьютерная томография, цифровая флюорография) ТБ легких, 
подтвержденным результатами микробиологических и молекуляр-
но-генетических исследований мокроты на ТБ (ПЦР, микроскопия 
мазка с окраской по Цилю – Нильсену, люминесцентная микро-
скопия). Критериями исключения были сопутствующие хрони-
ческиее заболевания, кровохарканье, гипоксия, внелегочный ТБ, 
лечение по поводу ТБ в анамнезе, прием ПТП в течение послед-
них 30 дней, беременность или кормление грудью, ВИЧ-инфекция. 
Средний возраст пациентов составлял 43 года (IQR 34,5–55 лет). 
Гендерный состав представлен 14 (61%) мужчинами и 9 (39%) 
женщинами. Среди клинических форм ТБ преобладали инфиль-
тративный ТБ легких (65,2%), диссеминированный ТБ (30,4%) 
и казеозная пневмония (4,3%). На основании результатов опре-
деления ЛЧ возбудителя всем пациентам, включенным в иссле-
дование, был назначен I режим ХТ (HRZE) согласно Федеральным 
клиническим рекомендациям по диагностике и лечению туберку-
леза органов дыхания [2].

Взятие образцов фекалий у больных с впервые выявленным ТБ лег-
ких осуществлялось дважды: первый раз – при поступлении в стацио-
нар, строго до начала приема ПТП (ТБ-1), второй сбор биоматериала 
у этих же пациентов производился через два месяца прохождения 
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интенсивной фазы ХТ (ТБ-2). Таким образом, от каждого больного 
были получены две пробы (до начала лечения и через два месяца 
от начала ХТ). Свежие образцы стула участников собирали в сте-
рильные одноразовые контейнеры, которые доставлялись в бакте-
риологическую лабораторию ГБУЗ РКПТД и замораживались при 
температуре –80 °C. Контролем служили образцы фекалий здоро-
вых добровольцев, которые собирали на базе КДЛ «МедиаЛаб». Взя-
тие биоматериала осуществляли в соответствии с нормами и тре-
бованиями законодательства Российской Федерации. Все пациенты 
и здоровые добровольцы предоставили информированное согласие 
на участие в исследовании, одобренное локальным этическим коми-
тетом ГБУЗ РКПТД.

Метагеномную ДНК экстрагировали из 200 мг фекалий с исполь-
зованием набора QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAgen, Nederland). 
Библиотеки секвенирования были созданы с использованием 
набора для подготовки образцов TruSeq DNA PCR-Free (Illumina, 
США) в соответствии с рекомендациями производителя. Полно-
геномное секвенирование проводилось на платформе Illumina 
HiSeq2500. Длина прочтений составляла 150 пар нуклеотидов. 
В среднем для каждого образца получено более 20  млн ридов 
секвенирования, что классифицируется как глубокое секвениро-
вание (deep sequencing).

Первоначальный контроль качества данных секвенирования, 
удаление адаптеров и чрезмерно коротких ридов, а также деконта-
минация ДНК человека были выполнены последовательно с помо-
щью программ FastQC v0.11.9, fastp v0.23.2 и KneadData v0.10.0. 
Определение таксонов микроорганизмов и оценка относительной 
численности проводились на базе маркерных генов с использова-
нием программы MetaPhlAn4 [5]. Последующий анализ метаге-
номных данных проводился с использованием пакетов программ 
microbiome программной среды R (https://www.r-project.org/). 
Индекс Шеннона рассчитывали в пакете программ vegan R, достовер-
ность различий между индексами Шеннона определяли с помощью 
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теста Колмогорова. Суммарное сходство микробиоты между доно-
рами визуализировали методом главных компонент (PCA) на основе 
дистанций Брэя  – Кертиса в программе vegan. Для установления 
таксонов, характеризующих дифференциацию микробиоты между 
группами больных и контролей, был использован линейный дис-
криминантный анализ LEfSe (https://huttenhower.sph.harvard.edu/
lefse/). Для каждого таксона, вносящего вклад в дифференциацию, 
также оценили индивидуальный вклад в виде LDA коэффициента. 
Для определения дифференциально представленных таксонов в пар-
ных данных больных ТБ до и после лечения был использован Т-кри-
терий Вилкоксона для зависимых выборок (Matched-pair Wilcoxon 
Rank Sum Test).

Результаты

Оценка биоразнообразия кишечных бактериальных 
сообществ
Для получения исчерпывающего описания микробиома кишеч-

ника нами был проведен поиск как известных, так и неизвест-
ных микробных таксонов (metagenome-assembled genomes, MAGs). 
В отличие от традиционных подходов, которые дают усеченную 
картину микробного разнообразия, новый подход, реализованный 
в MetaPhlAn4, обеспечивает более полное описание микробного 
состава [6]. В общей сложности в группах больных ТБ до начала 
лечения (ТБ-1), пациентов после 2 месяцев противотуберкулезной 
ХТ (ТБ-2) и здорового контроля было обнаружено 719, 632 и 983 
микробных таксонов соответственно. Сравнение альфа-разнообра-
зия (индекс Шеннона) бактериальных сообществ не выявило раз-
личий между исследуемыми группами (p = 0,89). Каждая из ана-
лизируемых групп характеризуется богатым внутривидовым 
разнообразием бактериальных сообществ (рис. 6.1А). Однако при 
оценке бета-разнообразия (дистанция Брея – Кертиса) нами была 
обнаружена статистически значимая дифференциация видового 



6. Структура и таксономический состав кишечного микробиома больных...

129

состава микробиомов больных ТБ-1 и ТБ-2 от контроля (p = 0,00747 
и p = 0,00001 соответственно). При этом статистически значимых 
различий между больными ТБ до и после лечения не обнаружено 
(p = 0,241) (рис. 6.1Б).
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Рисунок 6.1. Сравнение альфа- (А) и бета-разнообразия (Б) кишечных 
микробиомов у больных ТБ до начала лечения (ТБ-1), больных ТБ после 
лечения (ТБ-2) и здоровых добровольцев (контроль)

Анализ главных компонент вариабельности бактериальных так-
сонов (PCA) между донорами показал, что общая структура микро-
биома кишечника больных ТБ до начала лечения (ТБ-1) сильно раз-
личается от здорового контроля (рис. 6.2А). Это свидетельствует 
о существенном сдвиге бактериального состава кишечника у впер-
вые выявленных больных ТБ. Попарное сравнение видового состава 
кишечных микробиомов больных ТБ до начала (ТБ-1) и после 2 меся-
цев лечения (ТБ-2) не показало отличий между анализируемыми 
выборками (рис. 6.2Б).
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Рисунок 6.2. Анализ главных компонент вариабельности микробного 
состава кишечника (PCA). А – график сравнения микробного состава 
кишечника больных ТБ до начала лечения (ТБ-1) и здоровых доноров; Б – 
график сравнения микробного состава кишечника больных ТБ до начала 
лечения (ТБ-1) с больными ТБ после лечения (ТБ-2)

Сравнительный анализ таксономического состава 
микробных сообществ кишечника больных ТБ 
и здорового контроля
Анализ таксономического состава микробиома кишечника трех 

исследуемых групп на уровне типов (phylum) показан на рисунке 6.3.
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Рисунок 6.3. Таксономический состав микробиоты кишечника у пациентов 
ТБ-1, ТБ-2 и группы контроля на уровне типа
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Доминирующими типами у всех анализируемых категорий были 
представители Bacteroidetes и Firmicutes. Однако кишечная микробиота 
у больных ТБ отличалась от микробиоты группы здорового контроля 
существенным снижением доли Bacteroidetes за счет увеличения числен-
ности представителей типов Firmicutes, Proteobacteria и Actinobacteria. 
Так, у больных ТБ до начала лечения (ТБ-1) доля представителей 
типа Firmicutes составляла 36,4%, тогда как в группе контроля – 21,3% 
(p = 0,03). Количество представителей типа Bacteroidetes было суще-
ственно снижено у больных ТБ-1 (54%) по сравнению с контролем 
(72,2%, р = 0,01). При сравнении больных ТБ после противотуберку-
лезной ХТ (ТБ-2) с контролем также наблюдается существенный сдвиг 
в сторону увеличения представителей Firmicutes (38,2% у больных ТБ-2 
против 21,3% в контроле, р = 0,01), Proteobacteria (4,3% против 3,8%, 
р > 0,05) и Actinobacteria (4,7% против 0,2%, р = 0,02) (рис. 6.3). Однако, 
как видно на рисунке 6.3, составы микробных сообществ кишечника 
у больных ТБ-1 и ТБ-2 практически не отличались друг от друга, за исклю-
чением небольших сдвигов в доле Actinobacteria и Proteobacteria (р > 0,05). 
Данный факт свидетельствует об отсутствии влияния ПТП первого ряда 
на бактериальный состав кишечного микробиома. Кроме того, это также 
может свидетельствовать о наличии антибиотикорезистентных штам-
мов среди представителей данных типов бактерий. Некоторые микро-
организмы, такие как Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Haemophilus 
influenzae, Neisseria meningitides, Streptococcus pneumoniae и Rhodococcus 
equi, обладают природной устойчивостью к рифампицину [14].

Сравнение микробных сообществ кишечника 
больных ТБ до начала лечения (ТБ-1) с контролем
Для того чтобы определить, какие конкретно микробные таксоны 

отличают микробиом кишечника больных ТБ легких до начала лечения 
(ТБ-1) от здоровых людей, был проведен линейный дискриминантный 
анализ LEfSe. Для каждого таксона, вносящего вклад в дифференциа-
цию, также был оценен LDA (Latent Dirichlet Allocation) индекс, кото-
рый отражает информативность для дифференциации. При сравнении 
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больных ТБ-1 с контролем были выявлены 188 таксонов, дифференци-
ально представленных в группе больных ТБ до начала лечения (p < 0,05, 
LDA ≥ 2). Чтобы получить представление о биологии таксонов, опре-
деляющих наблюдаемую дифференциацию, нами были выделены наи-
более информационные таксоны с LDA ≥ 4,5. Так, виды Phocaeicola 
dorei, Escherichia coli, Prevotella copri clade C, Akkermansia muciniphila 
и др. были сильно обогащены у больных ТБ-1, тогда как Phocaeicola 
vulgatus, Alistipes putredinis, Prevotella copri clade B, Prevotella SGB1589 
были многочисленны в группе контроля (рис. 6.4). Примечательно, 

контроль ТБ-1

Phocaeicola dorei

Escherichia coli

Prevotella copri clade C

Blautia wexlerae

Akkermansia muciniphila

Megamonas funiformis

Prevotella hominis

Parabacteroides merdae

Phocaeicola coprocola

Alistipes shahii

Prevotella SGB 1680

Prevotella SGB 1589

Prevotella copri clade B

Alistipes putredinis

Phocaeicola vulgatus

LDA
630-3-6

Рисунок 6.4. График дифференциально представленных таксонов 
кишечных бактерий между здоровым контролем и больными ТБ до лечения 
(ТБ-1). Представлена только часть наиболее информативных таксонов, 
характеризующихся максимальной дифференциацией (LDA индекс выше 4,5)
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что многие из обнаруженных нами бактерий (E. coli, A. muciniphila, M. 
funiformis, C. bolteae) ранее были ассоциированы с различными вос-
палительными и инфекционными заболеваниями [18, 29, 31, 39, 40].

Сравнение микробных сообществ кишечника 
больных ТБ: до начала лечения (ТБ-1) и после 2 
сесяцев противотуберкулезной ХТ (ТБ-2)
Для того чтобы определить, какие изменения в таксономиче-

ском составе микробного сообщества кишечника происходят в усло-
виях приема ПТП, было проведено сравнение микробиома больных 
ТБ до начала лечения и через два месяца противотуберкулезной ХТ 
по I режиму (HRZE). Поскольку данные микробиома представляют 
парные данные для каждого пациента (до и после), для анализа был 
использован критерий Вилкоксона для парных данных (Matched-pair 
Wilcoxon Rank Sum Test). Всего было обнаружено 28 дифференциально 
представленных таксонов бактерий (p < 0,05), из которых 3 вида 
(Bacteroides cellulosilyticus, Enterocloster aldensis, Clostridium spiroforme) 
были более распространены у больных ТБ-2 после лечения (рис. 6.5А), 

Bacteroides cellulosilyticus
Enterocloster aldensis
Clostridium spiroforme

ТБ-1 ТБ-2

0.01

0.02

0

Вид

Вид

ТБ-2

Bifidobacterium catenulatum
Bacteroides salyeriae
Bacteroides xylanisolvens
Enterococcus faecium
Clostridia bacterium
Clostridium sp AF 15 49
Dorea sp AF24 7LB
Lachnospiracaae unclassified SGB4894
Ruminococcus lactaris
Akkermansia muciniphila

0.02

0.03

0.04

0.05

0.01

0

ТБ-1 ТБ-2

А Б

Рисунок 6.5. Частота дифференциально представленных таксонов, 
выявленных между больными ТБ-2 (А) и ТБ-1 (Б)
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тогда как у больных ТБ-1 превалировали Akkermansia muciniphila, 
Clostridia bacterium, Clostridium sp AF15_49, Bifidobacterium catenulatum, 
Enterococcus faecium, Bacteroides salyersiae, Bacteroides xylanisolvens и др. 
(рис. 6.5Б). Многие из обнаруженных бактерий относятся к пред-
ставителям филумов Firmicutes (порядок Clostridiales и Eubacteriales) 
и Bacteroides (порядок Bacteroidales).

Обсуждение

В данном исследовании проведена сравнительная оценка био-
разнообразия и таксономической структуры кишечного микро-
биома больных ТБ легких до начала лечения (ТБ-1), пациентов после 
2-месячной противотуберкулезной ХТ (ТБ-2) и здоровых доброволь-
цев. Нами подтверждены различия видового состава кишечных сооб-
ществ бактерий у больных ТБ легких с таковыми у здоровых доноров, 
что согласуется с рядом исследований, в которых также были обна-
ружены существенные различия в таксономическом составе и био-
разнообразии микробных сообществ кишечника больных ТБ и здоро-
вых лиц [30, 33, 36]. Анализ таксономического состава микробиома 
кишечника продемонстрировал изменения в соотношении предста-
вителей Firmicutes/Bacteroidetes и увеличение доли представителей 
Proteobacteria/Actinobacteria/Verrucomicrobia в кишечном микробиоме 
больных ТБ легких по сравнению со здоровыми добровольцами.

В целом стоит отметить, что микробиом кишечника больных 
с впервые диагностированным активным ТБ легких (ТБ-1) характе-
ризуется измененной структурой бактериального сообщества с пре-
обладанием видов, способствующих и поддерживающих воспаление 
в кишечнике. В первую очередь микробиота кишечника пациентов 
ТБ-1 характеризуется превалированием бактерий, относящихся 
к Firmicutes (Clostridiales) и Proteobacteria (Enterobacterales). Стоит 
отметить, что уже на момент поступления в стационар многие паци-
енты имели характерные признаки дисбиоза кишечника, вызван-
ные существенным снижением облигатно-анаэробных бактерий 
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и обогащением факультативно-анаэробных и патогенных микро-
организмов. В свою очередь, дисбиоз может ослаблять барьерную 
функцию кишечника и способствовать выходу из него бактериальных 
клеток, бактериальной ДНК, липополисахаридов и других факторов 
патогенности, которые по системе лимфатических сосудов попадают 
в различные органы и ткани, способствуя развитию хронического вос-
палительного процесса в организме и усугубляя течение туберкулез-
ной инфекции. Так, в исследовании Li S. et al. (2022) было показано, 
что дисбиоз кишечной микробиоты, наблюдаемый у больных тубер-
кулезным менингитом, обусловлен высокой долей видов Escherichia-
Shigella в кишечном микробиоме больных и повышенным уровнем 
провоспалительных цитокинов в крови (TNF-α и IL-6) [19]. Срав-
нение кишечного микробиома у впервые выявленных больных ТБ, 
пациентов с рецидивом ТБ и здоровых доноров выявило значитель-
ное увеличение представителей филы Actinobacteria и Proteobacteria 
в группе больных с рецидивом ТБ [21]. Напротив, микробное разно-
образие Bacteroidetes, содержащего множество полезных комменсаль-
ных организмов, было снижено в группе пациентов с рецидивом ТБ. 
Такая же картина со снижением количества бутират-синтезирующих 
бактерий и повышением провоспалительных бактерий рода Prevotella 
и Enterococcus наблюдалась у детей, больных ТБ легких [20]. В целом 
анализ литературных данных подтверждает полученные нами резуль-
таты об обогащении микробиоты кишечника впервые выявленных 
больных ТБ бактериальными таксонами, способствующих развитию 
воспаления в кишечнике [15, 33].

Таким образом, многие бактериальные таксоны, обнаруженные 
в группе больных с впервые выявленным ТБ легких (ТБ-1), ассоции-
рованы с развитием воспалительных и дисбиотических нарушений 
кишечника. Как известно, воспалительные реакции в кишечнике 
изменяют pH среды и способствуют образованию реактивных форм 
азота и активных форм кислорода. Реактивные формы азота, обра-
зующиеся в качестве побочных продуктов воспалительной реак-
ции хозяина, могут быть использованы E. coli и, вероятно, другими 
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условно-патогенными энтеробактериями в качестве терминальных 
акцепторов электронов для анаэробного дыхания и получения энер-
гии для роста [35]. Способность E. coli и других условно-патогенных 
бактерий использовать неферментируемые субстраты позволяет полу-
чать селективное преимущество в воспаленном кишечнике, а также 
способствует преимущественному размножению микроорганизмов, 
способных к нитратному дыханию. Таким образом, воспалительный 
фон, возникающий, например, в результате инфицирования легких 
микобактериями туберкулеза, может избирательно усиливать рост 
патобионтов и способствовать формированию альтернативного 
кишечного микробиома.

Другим важным аспектом в анализе микробиомных данных 
у больных ТБ является оценка влияния ПТП на разнообразие и состав 
микробиоты кишечника. Длительная многокомпонентная ХТ является 
основным способом лечения ТБ. Однако антибактериальные препа-
раты оказывают негативное воздействие на микробиом хозяина. При-
чем речь идет не только о кратковременных эффектах, но и о долго-
срочном комплексном влиянии антимикробных препаратов на состав 
и состояние микробиома. Многочисленные исследования подтвер-
дили пагубное влияние антибиотиков широкого спектра действия 
на микробиоту кишечника, серьезным последствием которого явля-
ется развитие антибиотикоустойчивых штаммов бактерий и, как 
результат, возникновение суперинфекций [24, 26]. По прогнозам экс-
пертов, из-за устойчивости бактерий к антибиотикам число леталь-
ных исходов к 2050 году может достигнуть 10 млн человек [27].

В данном исследовании было изучено влияние приема ПТП 
на состав и биоразнообразие кишечного микробиома больных 
ТБ. Лечение пациентов с ТБ легких в течение двух месяцев изо-
ниазидом, рифампицином, пиразинамидом и этамбутолом (HRZE) 
не привело к снижению разнообразия бактериальных таксонов 
и существенным сдвигам в бактериальном составе кишечного 
микробиома при сравнении пациентов ТБ-1 и ТБ-2 друг с другом. 
Полученные нами результаты по некоторым показателям отличаются 
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от опубликованных ранее. Так, в работе Hu Y. et al. (2019) назна-
ченная терапия HRZE вызвала быстрые и существенные изменения 
в структуре микробиома, а именно резкое истощение биоразнооб-
разия бактериальных таксонов [16]. Однако стоит отметить, что 
наблюдаемые изменения были выявлены через одну и две недели 
приема ПТП. Авторы отметили резкое снижение численности пред-
ставителей рода Clostridiales типа Firmicutes в период проведения 
противотуберкулезной ХТ, в то время как многие представители 
рода Bacteroides, включая Bacteroides OTU230 и Bacteroides fragilis, 
оказались среди таксонов, число которых увеличилось. Наблюдае-
мые изменения, выявленные в первые недели приема антибакте-
риальных препаратов, связаны исключительно с бактериостатиче-
ским и бактерицидным действием ПТП. Однако, как было показано 
в работе [37], наблюдаемое в первые недели истощение большин-
ства бактериальных таксонов в дальнейшем восстанавливается. 
Даже в условиях длительного приема HRZE у больных ТБ в период 
между двумя и шестью месяцами устанавливается альтернатив-
ный состав микробиома кишечника [37]. Анализируя полученные 
нами данные, мы можем предположить, что отсутствие снижения 
альфа-разнообразия в группе больных ТБ-2 можно охарактеризо-
вать адаптацией кишечного бактериального сообщества к длитель-
ному приему ПТП и установлению альтернативного бактериаль-
ного состава кишечника. В исследовании, проведенном группой 
Wipperman M.F. et al. (2017), также было показано, что длительное 
лечение ТБ не нарушает общего разнообразия кишечного микро-
биома, но тем не менее резко истощает множество иммунологиче-
ски значимых комменсальных бактерий. Наблюдаемые нарушения 
могут сохраняться в течение как минимум 1,2 года, что свидетель-
ствует о длительном эффекте противотуберкулезной ХТ [36].

Многие бактерии, обнаруженные в кишечном микробиоме 
больных ТБ, подвергшихся длительной антибиотикотерапии, могут 
оказывать патологическое воздействие на своего хозяина. Так, 
Clostridium spiroforme, обнаруженный в кишечнике больных после 
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двухмесячной противотуберкулезной ХТ (ТБ-2), продуцирует энте-
ротоксин CST, основное повреждающее действие которого заключа-
ется в нарушении организации актинового цитоскелета клетки [9, 
17]. Установлено, что данный токсин вызывает изменения в системе 
микротрубочек с образованием выпячиваний, которые расширяют 
клеточную поверхность, что, в свою очередь, способствует адгезии 
бактерий и облегчает колонизацию кишечника [12]. Многие виды 
бактерий рода Bacteroides, к которым относится B. cellulosilyticus, 
демонстрируют самые высокие показатели устойчивости к анти-
биотикам среди всех анаэробных патогенов [34]. Показано, что 
эти бактерии обладают повышенной устойчивостью ко многим 
антибиотикам, включая цефокситин, клиндамицин, метронидазол, 
карбапенемы и фторхинолоны [32, 34]. Наличие в их геноме раз-
личных детерминант устойчивости и патогенности дает колоссаль-
ное преимущество в захвате освободившейся экологической ниши, 
например, вследствие длительной антибиотикотерапии. В заключе-
ние можно отметить, что лечение ТБ ПТП оказывает сильное воз-
действие на кишечный микробиом и имеет длительные негативные 
последствия для организма в целом. Антибактериальные препа-
раты прежде всего влияют на микрофлору и барьерную функцию 
слизистой оболочки кишечника. Окислительно-восстановитель-
ный потенциал, индуцированный антибиотиками, способствует 
повышенной оксигенации эпителия кишечника, что, в свою оче-
редь, может способствовать положительному отбору патобионтов, 
толерантных к присутствию в среде кислорода и устойчивых к дей-
ствию антибиотиков.

Заключение

Видовой состав микробиома кишечника больных ТБ лег-
ких отличается от микробиома здорового человека. Существен-
ные сдвиги в таксономическом составе и биоразнообразии микро-
биома кишечника наблюдаются среди представителей типов 
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Firmicutes (C. spiroforme, E. aldensis, E. faecium, P. bacterium и др.), 
Proteobacteria (E. coli, K. pneumoniae и другие представители семей-
ства Enterobacteriaceae) и Actinobacteria (B. catenulatum).

Микробиом кишечника впервые выявленных больных ТБ харак-
теризуется дисбиотическими нарушениями с превалированием так-
сонов, способствующих и поддерживающих воспалительный процесс 
в организме. В первую очередь наблюдается разрастание представи-
телей семейства Enterobacteriaceae, яркими представителями кото-
рого являются E. coli и K. pneumonia.

Применение ПТП оказывает сильное воздействие на кишеч-
ный микробиом и имеет длительные негативные последствия для 
всего организма в целом. В условиях длительной многокомпонент-
ной антибактериальной терапии микробиом кишечника больных 
ТБ обогащается таксонами, относящимися к классу Clostridia (C. 
spiroforme, E. aldensis, P. bacterium, R. lactaris) и роду Bacteroides (P. 
dorei, B. salyersiae). Обнаруженные бактерии обладают различными 
генетическими детерминантами, позволяющими получать селектив-
ное преимущество в росте и размножении в условиях массированной 
антибактериакльной терапии.

Исследование выполнено при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда (№ 22–25–00272, https://www.rscf.ru/
project/22–25–00272/).
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7. Влияние комбинации стрессовых 
факторов на выживаемость 
m. Tuberculosis в модели In Vitro
Андреевская С.Н., Смирнова Т.Г., Ларионова Е.Е., Черноусова Л.Н.

Введение

Туберкулез (ТБ) у человека, как правило, вызывают адаптиро-
ванные к человеку виды микобактерий туберкулезного комплекса 
(МБТК) – M. tuberculosis и M. africanum. Применение методов молеку-
лярного типирования, в том числе сравнительной геномики, позво-
лило заключить, что адаптированные к человеку МБТК имеют четкую 
филогенетическую структуру, представленную семью линиями, про-
исходящими от общего предка. В зависимости от наличия в геноме 
крупной делеции TbD1 филогенетические линии микобактерий 
туберкулеза (МБТ) разделяются на древние и современные [6, 8]. 
Штаммы с делецией TbD1, известные как современные, представлены 
тремя отдельными линиями: Линия 4 (Евро-Американская) широко 
распространена в Европе, Америке, Африке и на Ближнем Востоке; 
Линия 2 (Восточно-Азиатская) включает в себя группу Beijing, широко 
распространена в странах Восточной Азии; Линия 3 – с относи-
тельно узким ареалом распространения, включающим Восточную 
Африку, Центральную и Южную Азию. Древние линии без делеции 
в TbD1 включают Линию 1 (Индоокеанская), которая распростра-
нена на берегах Индийского океана и Филиппинах; Линию 5 (также 
известную как M. africanum West African 1) и Линию 6 (M. africanum 
West African 2), которые географически ограничены странами Запад-
ной Африки, а также Линию 7 (Эфиопская линия), представленную 
исключительно в Эфиопии [17, 19, 22]. В настоящее время широко 
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обсуждается возможное существование отличий между филогене-
тическими линиями M. tuberculosis по способности инфицировать, 
вызывать заболевание и передаваться в популяции.

В России преобладают микобактерии Восточно-Азиатской и Евро-
Американской линий [4, 32]. Восточно-Азиатская линия M. tuberculosis 
в России представлена в основном штаммами Пекинской сублинии 
сполиговарианта SIT1, на долю которой приходится 13% штаммов 
M. tuberculosis во всем мире, а в России – 40–60% в зависимости 
от региона [2, 9, 31, 33, 40]. В ряде работ было высказано предполо-
жение, что они обладают повышенной трансмиссивностью по срав-
нению с M. tuberculosis других генотипов [7, 42]. Кроме глобального 
распространения, штаммы M. tuberculosis Пекинской сублинии часто 
характеризуются лекарственной устойчивостью, в том числе МЛУ 
и ШЛУ [5, 11, 26, 31, 33, 36, 37].

Есть работы, посвященные доказательству того, что штаммы 
Пекинской сублинии обладают специфическими биологическими 
особенностями, которые дают им эволюционное преимущество 
по сравнению с M. tuberculosis других генотипов. Так, в ряде экспе-
риментальных исследований in vitro и in vivo показана их большая 
вирулентность по сравнению с M. tuberculosis других генотипов [27, 
28, 39, 41], но в других исследованиях повышенная вирулентность 
штаммов M. tuberculosis Пекинской сублинии не подтвердилась [1, 
13, 45]. Достаточно убедительно на сегодняшний день для штам-
мов M. tuberculosis Пекинской сублинии доказана высокая приспо-
собляемость к выживанию в макрофагах, однако механизмы этого 
пока не объяснены [4, 16, 26].

Второй по частоте встречаемости в Российской Федерации фило-
генетической линией M. tuberculosis является Евро-Американская 
линия. Она представлена несколькими сублиниями, в которых 
выделяются определенные сполиговарианты [3]. Биологические 
свойства M. tuberculosis этой линии изучены недостаточно, однако 
известно, что в ряде регионов, например в странах Латинской Аме-
рики, Гвинее и Эфиопии, именно штаммы Евро-Американской линии 
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(сублиния LAM) показывают высокий уровень кластеризации, что 
свидетельствует об их высокой трансмиссивности [21, 36]. Также 
показано, что M. tuberculosis Евро-Американской линии, относящиеся 
к Уральской группе штаммов (SIT35 и SIT262), выделенные на терри-
тории Российской Федерации и в Молдове, могут обладать МЛУ [30].

Помимо биологических свойств, обусловленных принадлежно-
стью к определенной филогенетической линии, на биологические 
свойства M. tuberculosis может влиять устойчивость к ПТП, обусловлен-
ная мутациями в геноме [14, 25, 29]. Изменение белкового продукта 
гена вследствие геномных альтераций может оказывать неоднознач-
ное влияние на способность возбудителя выживать в макроорганизме 
и передаваться от человека к человеку, то есть на фитнес штамма.

Для некоторых мутаций, ассоциированных с устойчивостью 
к рифампицину и изониазиду, определено наличие/отсутствие нега-
тивного влияния на жизнеспособность [20, 44].

Важным звеном, определяющим биологические свойства штам-
мов M. tuberculosis, является способность противостоять стрессовым 
условиям, с которыми возбудитель сталкивается при попадании 
в организм хозяина.

Резидентные альвеолярные макрофаги, которые фагоцитируют 
M. tuberculosis при попадании в легкие, для уничтожения внутри-
клеточных микробов задействуют ряд бактерицидных механизмов, 
включая образование свободных радикалов, таких как активные 
формы азота и кислорода [15].

Кроме того, попадая в макрофагальную фагосому, M. tuberculosis 
оказываются в условиях, обедненных по кислороду и питательным 
веществам, поэтому в качестве источника углерода используют 
липиды клетки хозяина, перестраивая свой метаболизм по пути гли-
оксилатного цикла [38], а также они способны переходить в состояние 
нерепликативной персистенции [34]. Важную роль в адаптации мико-
бактерий к выживанию в макроорганизме играют секретируемые 
белки и белки клеточной стенки возбудителя [24]. Существуют иссле-
дования, которые показывают, что степень воздействия какого-либо 
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из факторов стресса на клинические штаммы M. tuberculosis варьи-
рует [10, 35]. Однако исследованные штаммы не были классифициро-
ваны по принадлежности к филогенетическим линиям. Информации 
о том, как происходит процесс адаптации к выживанию в стрессовых 
условиях у M. tuberculosis разных генетических линий и лекарствен-
ной устойчивости, недостаточно.

Учитывая, что в макроорганизме возбудитель подвергается воз-
действию целого комплекса стрессоров, представлялось полезным 
создать модель множественного стресса, которая поможет наиболее 
полно охарактеризовать адаптацию возбудителя к условиям, макси-
мально приближенным к естественным.

Цель исследования: изучение адаптации in  vitro штаммов 
M. tuberculosis различных генетических линий и лекарственной устой-
чивости в условиях, наиболее приближенных к тем, с которыми воз-
будитель сталкивается в гранулеме, такими как недостаток питатель-
ных веществ, высокая концентрация NO и АФК.

Материалы и методы

Штаммы микобактерий
Исследовано 17 штаммов M. tuberculosis: 10 штаммов Пекинской 

сублинии и 7 штаммов Евро-Американской линии (табл. 7.1).
Все штаммы M. tuberculosis Пекинской сублинии были одного 

сполиговарианта SIT1 и различались между собой только структу-
рой генов устойчивости к основным ПТП. В исследование вошли 4 
чувствительных ко всем ПТП штамма M. tuberculosis Пекинской суб-
линии (Bj-1, Bj-2, Bj-3 и Bj-4).

Еще два штамма Пекинской сублинии несли разные мутации 
в гене katG: наиболее распространенную katG315_Ser->Thr(1) (штамм 
Bj-5) и редкую katG315_Ser->Asn (штамм Bj-6). Еще три штамма 
Пекинской сублинии (Bj-7, Bj-8 и Bj-9) несли мутации katG315_Ser-
>Thr(1) и rpoB531_Ser->Leu (классический МЛУ-генотип), но имели 
разный спектр фенотипической устойчивости: все эти штаммы были 
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устойчивы к изониазиду, рифампицину и этамбутолу, один штамм 
был также устойчив к пиразинамиду (Bj-8) и еще один – к этион-
амиду (Bj-9). Последний штамм Пекинской сублинии (Bj-10) имел 
генотип предширокой лекарственной устойчивости (преШЛУ-гено-
тип), причем в гене rpoB была мутация rpoB526_His->Arg, которая 
не очень широко распространена в популяции, но, по полученным 
нами результатам, не оказывает негативного влияния на трансмис-
сивность. Мутация gyrA90_Ala->Val, по полученным нами данным, 
также не оказывает негативного влияния на трансмиссивность и явля-
ется одной из «перспективных» для вида при развитии устойчивости 
к фторхинолонам.

Также в исследование вошли 4 штамма сублинии T1 Евро-
Американской линии. Все они были чувствительными к ПТП. Три 
штамма клинических: один часто встречающийся штамм (T1–2), 
отличающийся от прототипного сполиготипа на одну делецию 
(SIT172), и два редко встречающихся, один из которых отлича-
ется от прототипного сполиготипа на 1 делецию (T1–3), другой 
– на четыре (T1–1). Четвертый штамм сублинии Т1 – лаборатор-
ный штамм H37Rv.

Два штамма сублинии LAM_RUS были одинакового сполиго-
варианта, но с разной структурой генов устойчивости к основ-
ным ПТП: один с чувствительным генотипом (LAM_RUS-1), дру-
гой (LAM_RUS-2) – с преШЛУ-генотипом, причем мутации в rpoB 
и в gyrA, по нашим данным, негативно влияют на трансмиссив-
ность.

Штамм сублинии LAM9 был с «неклассическим» МЛУ-генотипом 
с мутацией rpoB516_Asp->Val, которая, по нашим данным, не оказы-
вает негативного влияния на трансмиссивность.

Модель мультистресса
Традиционно фитнес штаммов M.  tuberculosis в условиях 

in  vitro характеризуют, сравнивая массивность роста штамма 
на среде с эталонным штаммом, например, сравнивая рост 
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лекарственно-устойчивого штамма с лекарственно-чувствитель-
ным. Считается, что чем выше массивность роста штамма на среде 
и соответственно лучше способность размножаться, тем выше 
фитнес.

Недостатком этой устоявшейся модели можно считать то, что 
о свойствах конкретного штамма M. tuberculosis судят при культивиро-
вании его в оптимальных условиях, что может не отражать ситуацию, 
с которой возбудитель ТБ сталкивается в макроорганизме, оказыва-
ясь в стрессовых для себя условиях. Исходя из этого, представлялось 
целесообразным изучить параметры роста культур M. tuberculosis при 
воздействии стрессовых факторов.

Разработке модели мультистресса предшествовал анализ литера-
туры, описывающей эксперименты по воздействию на M. tuberculosis 
активных форм азота и кислорода в разных концентрациях.

Далее, основываясь на выбранных концентрациях, была прове-
дена серия экспериментов, позволившая выбрать ту концентрацию 
активных форм азота/кислорода, воздействие которой давало воз-
можность выявить различия между штаммами по характеру роста 
культуры непосредственно после воздействия стрессора, то есть 
такую концентрацию, которая не приводила к полной ингибиции 
роста всех культур, но оказывала подавляющее воздействие на рост 
разной степени выраженности.

Для моделирования условий недостатка питательных веществ мы 
отказались от использования классической модели пересева куль-
туры с богатой среды культивирования на фосфатный буфер, так 
как целью такой модели является перевод M. tuberculosis в некуль-
тивируемые формы. В нашу задачу не входило полностью ингиби-
ровать рост возбудителя, а планировалось создать такие условия 
недостатка питательных веществ, при которых рост культуры будет 
сохранен и будут получены межштаммовые различия по этому пара-
метру. Поэтому для того, чтобы достичь недостатка по питательным 
веществам, среду Дюбо разводили физиологическим раствором в раз-
ном процентном соотношении и с такой панелью разведенных сред 
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проводили предварительные исследования по отбору разведения, 
на котором будут получены максимальные различия между штам-
мами по ростовым характеристикам.

Таким образом, для моделирования мультистресса (перокси-
нитритный стресс в условиях недостатка питательных веществ) 
были использованы следующие условия культивирования: 25% 
среда Дюбо с 6 мМ KNO3 и 0,02% H2O2. Этот вариант мультистресса 
был назван так, поскольку при взаимодействии активных форм 
азота и кислорода одним из метаболитов является пероксинитрит 
(OONO-), который является более бактерицидным, чем каждый 
из его предшественников по отдельности. Контролем в представ-
ленной модели служили штаммы M. tuberculosis, культивируемые 
в оптимальных условиях и в условиях нитрозирующего стресса 
(6мМ KNO3).

При росте культур в оптимальных и стрессовых условиях были 
изучены следующие характеристики:

1) массивность роста культуры в стрессовых условиях на жидкой 
питательной среде Дюбо по сравнению с ростом в оптималь-
ных условиях, что является классическим методом изучения 
жизнеспособности культуры;

2) визуальная оценка состояния клеток M. tuberculosis методом 
микроскопии мазка культуры с окраской по Цилю – Нильсену;

3) оценка секретома M. tuberculosis при росте в оптимальных 
и стрессовых условиях методом времяпролетной масс-спек-
трометрии с матрично-активированной лазерной десорб-
цией/ионизацией (MALDI-TОF MS).

Исходная концентрация бактериальной суспензии составила 
5 × 103 КОЕ/мл. Воздействие стрессовых факторов на рост культуры 
определяли через 1 сутки, 12 суток и 20 суток воздействия.

Контроль роста культуры в условиях стресса через 1 сутки осуще-
ствляли посевом 10-кратных разведений бактериальной суспензии 
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контрольных и тестовых образцов на агар Дюбо с подсчетом микроко-
лоний в день появления роста в контроле, через 12 и 20 суток – мето-
дом количественной полимеразно-цепной реакции (ПЦР). Оценку 
состояния культуры методом микроскопии проводили на 20-е сутки 
эксперимента, считывание секретома – на 12-е и 20-е сутки экспе-
римента.

Для определения относительной массивности роста штаммов 
в условиях стресса для каждого штамма было рассчитано отноше-
ние числа КОЕ M. tuberculosis, культивируемых в условиях стресса, 
к величине КОЕ M. tuberculosis, культивируемых в оптимальных усло-
виях на каждый срок:

Относительная 
массивность роста

=
Число КОЕ МБТК в условиях стресса

.
Число КОЕ МБТК в оптимальынх условиях

Критерии оценки роста культуры в условиях стресса приведены 
в таблице 7.2.

Таблица 7.2. Критерии оценки роста культуры M. tuberculosis в условиях 
стресса

№ п/п
Относительная 

массивность роста
Диапазон величин 

относительной массивности роста

1 Рост утрачен 0–0,20

2 Рост низкий 0,21–0,80

3 Рост сохранен 0,81–1,20

4 Рост выше среднего 1,21–1,60

5 Рост высокий 1,61–2,40

6 Рост очень высокий выше 2,40

При микроскопии мазков культуры с окраской по Цилю – Ниль-
сену были предложены критерии степени изменения морфологии 
микобактериальных клеток, описанные в таблице 7.3.
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Таблица 7.3. Степени изменений морфологии микобактериальных клеток

Степень 
изменений

Состояние 
культуры

Соотношение в мазке клеток с разными 
тинкториальными свойствами в поле зрения

нормальные 
клетки

«зерна»1 «тени»2 

–
Типичная 

неизмененная 
культура

100% Нет Нет

1
Минимальные 

изменения
Почти 100%

Единичные
в поле зрения

Нет

2
Умеренные 
изменения

Нормальные клетки и «зерна» 
в равном соотношении

Нет

3
Значительные 

изменения
Около 25%

«Зерна» и «тени» в разном 
соотношении

4
Абсолютные 
изменения

Нет
«Зерна» и «тени» в разном 

соотношении

Результаты

Рост культуры M. tuberculosis в оптимальных 
и стрессовых условиях

Рост штаммов M. tuberculosis в оптимальных условиях

Количество выросших на среде колоний M. tuberculosis через 
1 сутки культивирования в оптимальных условиях не отличалось 
достоверно от посевной дозы, поэтому о массивности роста штам-
мов в оптимальных условиях судили по числу КОЕ на 12-е и 20-е 
сутки (табл. 7.4).

1 «Зерна» – при частичной потере кислотоустойчивости клетки визуализиру-
ются в виде цепочки «зерен» (участки сохраненной кислотоустойчивости), 
разделенные слабо окрашенными полосами.

2 «Тени» – при полной потере кислотоустойчивости клетки микобактерий 
видны в мазке в виде «теней» в форме палочек, слабо окрашенных в фио-
летово-малиновый цвет
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Таблица 7.4. Массивность роста штаммов M. tuberculosis, культивируемых 
в оптимальных условиях

Код штамма
Число M. tuberculosis (КОЕ/мл)

1 сутки 12 суток 20 суток

Beijing_SIT1_WT-1 4,30 × 103 1,17 × 106 1,02 × 108

Beijing_SIT1_WT-2 4,20 × 103 1,04 × 106 7,50 × 107

Beijing_SIT1_WT-3 5,20 × 103 1,20 × 106 9,45 × 107

Beijing_SIT1_WT-4 3,00 × 103 1,11 × 106 9,24 × 107

Beijing_SIT1_katG315(Thr) 8,10 × 103 1,22 × 106 1,02 × 108

Beijing_SIT1_katG315(Asn) 6,10 × 103 5,93 × 105 5,30 × 107

Beijing_SIT1_katG315(Thr)_rpoB531(Leu)_
HRE

4,29 × 103 1,02 × 106 7,58 × 107

Beijing_SIT1_katG315(Thr)_rpoB531(Leu)_
HREZ

6,00 × 103 1,14 × 106 7,86 × 107

Beijing_SIT1_katG315(Thr)_rpoB531(Leu)_
HREEth

4,80 × 103 7,08 × 105 5,17 × 107

Beijing_SIT1_katG315(Thr)_rpoB526(Arg)_
gyrA90(Val)

5,00 × 103 1,37 × 106 8,91 × 107

T1_SIT1888_WT 6,10 × 103 7,53 × 105 4,12 × 107

T1_SIT172_WT 9,10 × 103 5,00 × 105 4,53 × 107

T1_SIT196_WT 7,70 × 103 7,43 × 105 4,21 × 107

H37Rv_T1_SIT451_WT 5,50 × 103 5,46 × 105 3,38 × 107

LAM_RUS_SIT254_WT 4,80 × 103 1,16 × 106 4,56 × 107

LAM_RUS_SIT254_katG315(Thr)_
inhA15(T)_rpoB526(Tyr)_gyrA94(Tyr)

5,00 × 103 7,36 × 105 2,80 × 107

LAM9_SIT161_katG315(Thr)_inhA15(T)_
rpoB516(Val)

5,80 × 1 03 1,24 × 106 5,47 × 107

Массивность роста большинства штаммов M. tuberculosis Пекин-
ской сублинии и большинства штаммов Евро-Американской с генами 
устойчивости к основным ПТП дикого типа, а также с мутациями, 
не влияющими на фитнес, была выше, чем у лабораторного штамма 
H37Rv в 1,8 раза и больше. Массивность роста штаммов M. tuberculosis 
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Пекинской сублинии с редкими мутациями в генах устойчивости 
и штаммов Евро-Американской линии сублинии Т1 с генами устой-
чивости дикого типа была ниже, чем у H37Rv.

Рост штаммов M. tuberculosis в условиях стресса

Рост штаммов M. tuberculosis исследуемых филогенетических 
линий с различными детерминантами лекарственной устойчиво-
сти в условиях стресса (нитрозирующего стресса и мультистресса) 
различался.

Активные формы азота при моно-воздействии через сутки подав-
ляли рост культуры, а потом рост культуры в присутствии этих стрес-
соров восстанавливался до контрольных значений, а у некоторых 
штаммов стимулировался (рис. 7.1А).

В условиях мультистресса происходило существенное подавление 
роста культуры, по сравнению с оптимальными условиями и по срав-
нению с монострессом (рис. 7.1Б).
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Рисунок 7.1. Рост штаммов M. tuberculosis в присутствии активных 
форма азота (А) и в условиях пероксинитритного стресса в комбинации 
с недостатком питательных веществ. (Б) Столбцы (слева-направо): 
1-е сутки, 12-е сутки, 20-е сутки. О.Е. – относительные единицы

Как видно из рисунка 7.1, девять из десяти штаммов Пекинской 
сублинии, которые в оптимальных условиях отличались высокой мас-
сивностью роста, проявляли сходные черты в условиях нитрозирую-
щего стресса, причем к 20-м суткам наблюдалась стимуляция роста 
культур по сравнению с ростом в оптимальных условиях. В условиях 
мультистресса, несмотря на сниженную массивность роста, показа-
тели роста культуры этих штаммов или повышались в динамике или 
не менялись по отношению к росту культуры в оптимальных условиях.

Исключение из группы изученных штаммов Пекинской субли-
нии составлял только один штамм с «неклассическим» изониазид-
резистентным генотипом, который имел редкую мутацию на уровне 
katG (katG315_Ser->Asn). Этот штамм медленнее, чем остальные 
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представители Пекинской сублинии, рос в оптимальных условиях, 
а в условиях пероксинитритного стресса при недостатке питатель-
ных веществ показатели роста культуры снижались по отношению 
к росту культуры в оптимальных условиях. В то же время в условиях 
нитрозирующего стресса этот штамм имел сходные показатели роста 
с другими штаммами Пекинской сублинии.

В группу штаммов Евро-Американской линии вошли M. tuberculosis 
разных сублиний и разных сполиговариантов, поэтому их реакция 
на стресс существенно различалась между собой. Так, штаммы суб-
линии Т1 Евро-Американской линии были разных сполиговариантов, 
но все имели чувствительный генотип. У M. tuberculosis этой субли-
нии был показан большой диапазон реакций на стресс в зависимости 
от сполиговарианта. Например, широко распространенный сполиго-
вариант SIT172, подобно штаммам Пекинской сублинии с чувстви-
тельным генотипом, демонстрировал стимуляцию роста в условиях 
нитрозирующего стресса даже на ранних сроках эксперимента. В усло-
виях пероксинитритного стресса в сочетании с недостатком пита-
тельных веществ динамика роста этого штамма была отрицательной.

Рост лабораторного штамма H37Rv и штамма редкого сполигова-
рианта SIT1888 под действием активных форм азота и кислорода вос-
станавливался позже. Так, штамм SIT1888 при всех видах стресса имел 
очень низкие ростовые характеристики, и динамика роста культуры 
оставалась неизменной по отношению к росту культуры в оптималь-
ных условиях. Относительный рост культуры лабораторного штамма 
H37Rv, относящегося к сублинии T1, в условиях нитрозирующего 
и пероксинитритного стрессов в сочетании с недостатком питатель-
ных веществ повышался в динамике. И, наконец, рост еще одного 
штамма сублинии Т1 с редким сполиговариантом SIT196 имел сходные 
со штаммом SIT1888 параметры роста при нитрозирующем и перокси-
нитритном стрессе в сочетании с недостатком питательных веществ.

Два штамма сублинии LAM_RUS принадлежали к одному сполиго-
варианту, который широко распространен в популяции, но отличались 
по генотипической лекарственной устойчивости: один из них был 
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с чувствительным генотипом, другой – с преШЛУ-генотипом с ред-
кими мутациями в генах rpoB и gyrA. Рост штамма с чувствительным 
генотипом к 20-м суткам стимулировался активными формами азота, 
а при мультистрессе демонстрировал очень низкий уровень роста 
по сравнению с ростом в оптимальных условиях. У штамма LAM_RUS 
с преШЛУ-генотипом в условиях нитрозирующего стресса и мульти-
стресса ускорялось наступление стационарной фазы роста культуры.

Штамм сублинии LAM9, которая филогенетически близка LAM_
RUS, с МЛУ-генотипом с мутациями, не оказывающими негативного 
влияния на фитнес, демонстрировал те же характеристики роста 
в условиях нитрозирующего стресса и мультистресса, что и штамм 
сублинии LAM_RUS с чувствительным генотипом.

Таким образом, в условиях мультистресса происходит существен-
ное подавление роста культуры, по сравнению с оптимальными усло-
виями и с монострессом, вне зависимости от принадлежности штам-
мов M. tuberculosis к определенной генетической линии и от характера 
генотипической лекарственной устойчивости. В целом массивность 
роста культуры в условиях стресса у штаммов M. tuberculosis Пекин-
ской сублинии была выше, чем у штаммов M. tuberculosis Евро-Аме-
риканской линии. Особенно ярко это проявлялось в условиях муль-
тистресса. Расширение спектра лекарственной устойчивости или 
наличие мутаций, негативно влияющих на фитнес, ухудшало пока-
затели роста культуры у представителей обеих линий.

Микроскопия клеток M. tuberculosis 
с окраской по Цилю – Нильсену

Микроскопия мазков культур, растущих в оптимальных условиях, 
не выявила морфологических отличий между исследуемыми штам-
мами к 20-м суткам эксперимента. Все клетки имели вид тонких, 
слегка изогнутых палочек, были прокрашены равномерно в мали-
ново-красный цвет, располагались группами. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о том, что все исследованные штаммы, вне 
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зависимости от принадлежности к генотипической линии и лекар-
ственной чувствительности, при культивировании в оптимальных 
условиях в течение 20 суток сохраняли кислотоустойчивость.

При инкубировании в условиях стресса микроскопия мазков 
культур с окраской по Цилю – Нильсену на 20-е сутки эксперимента 
выявила клетки микобактерий как с сохраненной кислотоустойчи-
востью, так и с измененными тинкториальными свойствами в связи 
с частичной или полной утратой кислотоустойчивости (табл. 7.5).

Таблица 7.5. Морфология клеток M. tuberculosis в культуре после 
20-дневной инкубации в условиях стресса

Код штамма

Степень изменений 
морфологии

нитро‑
зирующий 

стресс

мульти‑
стресс

Beijing_SIT1_WT-1 Нет 1

Beijing_SIT1_WT-2 Нет Нет

Beijing_SIT1_WT-3 Нет Нет

Beijing_SIT1_WT-4 1 1

Beijing_SIT1_katG315(Thr) 1 2

Beijing_SIT1_katG315(Asn) 1 3

Beijing_SIT1_katG315(Thr)_rpoB531(Leu)_HRE 3 2

Beijing_SIT1_katG315(Thr)_rpoB531(Leu)_HREZ 3 2

Beijing_SIT1_katG315(Thr)_rpoB531(Leu)_HREEth 2 2

Beijing_SIT1_katG315(Thr)_rpoB526(Arg)_gyrA90(Val) 2 2

T1_SIT1888_WT 2 3

T1_SIT172_WT 1 2

T1_SIT196_WT 1 2

H37Rv_T1_SIT451_WT нет 1

LAM_RUS_SIT254_WT 2 3

LAM_RUS_SIT254_katG315(Thr)_inhA15(T)_
rpoB526(Tyr)_gyrA94(Tyr)

4 4

LAM9_SIT161_katG315(Thr)_inhA15(T)_rpoB516(Val) 1 2
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Как видно из таблицы 7.5, морфология клеток M.  tuberculosis 
в культуре в условиях стресса, оцененная на 20-е сутки экспери-
мента, у ряда изученных штаммов была изменена. Тот факт, что 
в контроле ни в одном исследуемом случае не было выявлено потери 
культурой кислотоустойчивости на 20-й день, свидетельствует о том, 
что изменения морфологии клеток являются специфической реак-
цией штаммов M.  tuberculosis на культивирование в стрессовых 
условиях.

Изменения морфологии клеток в культуре в условиях стресса 
были ассоциированы с динамикой роста культуры. Если показа-
тели роста культуры или повышались в динамике, или не менялись 
по отношению к росту культуры в оптимальных условиях, и массив-
ность роста при этом была достаточно высокой, изменения клеток 
в культуре отсутствовали или были незначительными. У штаммов 
M. tuberculosis с отрицательной динамикой роста изменение морфо-
логии клеток было выраженным.

Утрата микобактериями кислотоустойчивости, или парадокс 
Коха, как полагают, может быть связан с переходом M. tuberculosis 
в нереплицирующуюся форму. Вероятно, в тех случаях, когда были 
выявлены существенные изменения тинкториальных свойств кле-
ток в культуре, культура была близка к стационарной фазе роста или, 
в случае сильных изменений, стационарная фаза роста уже наступила.

Секретом M. tuberculosis при росте 
в оптимальных и стрессовых условиях

При изучении секретомов клеток M. tuberculosis, культивируемых 
в оптимальных условиях и в условиях стресса, было выявлено 6 бел-
ков молекулярной массой 3,89, 13,40, 16,78, 22,32, 33,50 и 66,50 кДа. 
Особенностью секретома M. tuberculosis, культивируемых в присут-
ствии активных форм азота и в условиях мультистресса, было суще-
ственное повышение содержания белка 3,89 кДа (рис. 7.2) по срав-
нению с культивированием в оптимальных условиях, когда уровень 
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секреции белка 3,89 кДа был сходным у всех штаммов на оба срока 
исследования (12-е и 20-е сутки) и не превышал 3 О.Е.
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Рисунок 7.2. Уровень секреции белка 3,89 кДа штаммами M. tuberculosis 
в условиях нитрозирующего стресса (А) и пероксинитритного стресса 
в комбинации с недостатком питательных веществ (Б). О.Е. – относительные 
единицы
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Как видно из рисунка 7.2, в условиях пероксинитритного стресса 
в сочетании с недостатком питательных веществ к 20-м суткам экспе-
римента у штаммов M. tuberculosis Пекинской сублинии был отмечен 
очень высокий уровень секреции белка 3,89 кДа, даже у штамма с изо-
ниазид-резистентным генотипом с редкой мутацией в katG. У штам-
мов M. tuberculosis Евро-Американской линии в этих же условиях 
подъем уровня секреции белка 3,89 кДа к 20-м суткам был не столь 
значительным и больше соответствовал уровню секреции, показан-
ному при нитрозирующем стрессе и нитрозирующем стрессе в соче-
тании с недостатком питательных веществ.

Важно отметить, что повышение секреции белка 3,89 кДа 
у M. tuberculosis Пекинской сублинии наступает на более ранние 
сроки, чем у M. tuberculosis Евро-Американской линии.

Обсуждение

При изучении адаптации M. tuberculosis разных генотипических 
линий и лекарственной устойчивости к условиям как моно-стресса, 
вызванного активными формами азота, так и к условиям мульти-
стресса, созданного комбинацией активных форм азота, кислорода 
и обедненной питательной среды, было показано, что в условиях 
стресса у M. tuberculosis изменяются параметры роста культуры, 
морфология клеток, соотношение количества белков в секретоме.

Приведенные в литературе данные по изучению адаптации 
к условиям нитрозирующего стресса также показали, что штаммы 
M. tuberculosis различаются между собой по чувствительности к актив-
ным формам азота. Например, в исследовании Chan et al. было 
показано, что химически сгенерированные активные формы азота 
в концентрациях от 1,0 до 10 мМ являются бактерицидными по отно-
шению к M. tuberculosis Erdman in vitro [12]. В других работах было 
отмечено, что активные формы азота оказывают на M. tuberculosis 
не бактерицидное, а бактериостатическое действие [18, 35]. Для неко-
торых штаммов M. tuberculosis было показано, что их устойчивость 
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к активным формам азота при культивировании in vitro значительно 
выше, чем у других штаммов [18, 23]. Также был описан эффект 
стимуляции роста культуры лабораторных и клинических штаммов 
M. tuberculosis в условиях нитрозирующего стресса, но генотипиче-
скую принадлежность исследованных штаммов авторы не устанав-
ливали, поэтому сравнить полученные нами результаты с литератур-
ными данными не представляется возможным [10].

При изучении секретомов клеток M. tuberculosis, культивируе-
мых в оптимальных условиях и в условиях стресса, было выявлено 
6 основных белков молекулярной массы: 3,89, 13,40, 16,78, 22,32, 
33,50 и 66,50 кДа. Особенностью секретомов M. tuberculosis, культи-
вируемых в присутствии активных форм азота и в условиях мульти-
стресса, было значительное повышение секреции белка 3,89 кДа, что 
ассоциировалось с восстановлением жизнеспособности M. tuberculosis 
в условиях стресса. Было показано, что повышение секреции белка 
3,89 кДа у штаммов M. tuberculosis Пекинской сублинии наступает 
в более ранние сроки, чем у M. tuberculosis Евро-Американской линии. 
При наличии в среде пероксинитрита, обладающего очень сильной 
повреждающей способностью в отношении клеток M. tuberculosis, 
секреция белка 3,89 кДа у M. tuberculosis Пекинской сублинии дости-
гает крайне высоких значений, превышающих базовый уровень секре-
ции в 50–100 раз, в то время как у M. tuberculosis Евро-Американской 
линии уровень секреции этого белка остается таким же, как и при 
нитрозирующем стрессе.

В открытой базе данных последовательностей белков UNIPROT 
(https://www.uniprot.org) были выявлены секретируемые белки 
микобактерий, имеющие сходную молекулярную массу с белками, 
выявленными нами методом масс-спектрометрии. Однако одно-
значно идентифицировать выявленные нами белки секретома было 
невозможно, так как в рамках этого исследования аминокислотный 
анализ белков не проводился. Следует отметить, что белки моле-
кулярной массой 3,89 кДа в базе данных UNIPROT представлены 
не были. Ближайший по массе из представленных в базе данных 
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белков – белок 3489,89 Да (Rv1089A) – задействован в пути превра-
щения целлюлозы в глюкозу и, следовательно, не может быть задей-
ствован M. tuberculosis в условиях стресса, вызванного активными 
формами азота. Следовательно, можно заключить, что белок 3,89 
кДа был выявлен нами впервые.

Для понимания роли этого белка в адаптации штаммов 
M. tuberculosis к условиям стресса нужно учитывать, что для выжи-
вания в иммунологически активированных макрофагах M. tuberculosis 
в процессе эволюции выработали различные стратегии, в частности, 
направленные на подавление выработки активных форм азота клет-
ками хозяина, их детоксикацию или восстановление повреждений, 
возникающих вследствие воздействия активных форм азота [34, 43]. 
Так как повышение секреции белка 3,89 кДа было установлено нами 
в модели in vitro, то участие этого белка в механизме протекции, 
направленном на синтез активных форм азота клетками хозяина, 
можно исключить, но участие в двух других механизмах защиты 
клеток микобактерий представляется весьма вероятным. В целом 
изучение роли этого белка для адаптации M. tuberculosis на культуре 
макрофагов и в мышиной модели, а также установление его амино-
кислотной структуры, моделирование последовательности коди-
рующего его гена и локализация гена в геноме M.tuberculosis может 
быть перспективным направлением для дальнейших исследований. 
С учетом того что белок 3,98 кДа важен для адаптации M. tuberculosis 
к стрессу, вызванному активными формами азота, возможно, он 
может послужить мишенью для создания новых противотуберкулез-
ных препаратов, направленных на снижение адаптации M. tuberculosis 
к выживанию в макроорганизме.

Заключение

В результате проведенного исследования было установлено, 
что характеристики роста штаммов M.  tuberculosis в оптималь-
ных условиях не всегда сохраняются в условиях стресса: штаммы 
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с массивным ростом в оптимальных условиях культивирования 
в условиях стресса могли демонстрировать существенное сниже-
ние роста и наоборот. Из этого следует, что традиционный подход 
к определению уровня жизнеспособности штаммов M. tuberculosis 
по массивности роста на среде в оптимальных условиях не может 
считаться адекватной моделью для описания биологических свойств 
возбудителя.

При изучении адаптации M. tuberculosis разных генотипических 
линий и ЛУ к условиям как моностресса, так и к условиям мульти-
стресса было показано, что в условиях стресса у M. tuberculosis изме-
няются параметры роста культуры, морфология клеток, соотноше-
ние количества секретируемых белков.

Приспособленность к условиям стресса у штаммов M. tuberculosis 
ассоциирована со сполиговариантом и генотипической ЛУ. В целом 
можно отметить, что штаммы M. tuberculosis часто встречаемых спо-
лиговариантов с чувствительным генотипом или с мутациями в генах 
устойчивости к основным ПТП, не ухудшающими фитнес, хорошо 
адаптируются к условиям стресса in vitro.

Штаммы M. tuberculosis с редкими мутациями в генах, ассоции-
рованных с устойчивостью к основным ПТП, а также с расширен-
ным спектром фенотипической ЛУ хуже адаптируются к условиям 
стресса, особенно мультистресса, что выражается в более позднем 
начале роста культуры и раннем наступлении стационарной фазы 
роста, что сопровождается частичной утратой кислотоустойчиво-
сти клеток в культуре.

Штаммы M.  tuberculosis Пекинской сублинии адаптируются 
к стрессу в более ранние сроки, чем M.  tuberculosis Евро-Амери-
канской линии, особенно ярко это проявлялось в модели мульти-
стресса.

Модель мультистресса для изучения особенностей адаптации 
M. tuberculosis к условиям стресса была разработана и применена 
впервые и может быть полезна для проведения как фундаменталь-
ных, так и прикладных исследований во фтизиатрии.
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8. Новые отечественные 
противотуберкулезные 
препараты‑кандидаты: 
Триазен‑индолы и бензатиазиноны
Никоненко Б.В., Майоров К.Б., Шлеева М.О., Бочарова И.В., 
Стержанова Н.В., Макаров В.А., Вележева В.С.

Введение

Разработка, испытание и внедрение новых ПТП является крайне 
актуальной задачей, особенно в свете постоянного роста лекарствен-
но-устойчивых МБТ. Процесс создания ПТП от химического синтеза 
до внедрения в клинику занимает довольно много времени, порядка 
15 лет [15]. Кроме того, вопрос о влиянии генетики хозяина на эффек-
тивность противотуберкулезной ХТ исследован недостаточно, хотя 
является крайне важным. Популяция человека генетически неодно-
родна, и, кроме генетической детерминированности в восприимчи-
вости к туберкулезной инфекции, ответ конкретной особи на лече-
ние также может зависеть от генетических факторов.

В отделе иммунологии ФГБНУ «ЦНИИТ» проводятся доклиниче-
ские испытания двух классов соединений с противотуберкулезной 
активностью. Это триазен-индолы и бензатиазиноны.

Триазен‑индолы

В лаборатории гетероциклических соединений Института эле-
ментоорганических соединений РАН синтезировано более 300 индол-
пиразиновых соединений с предполагаемой противотуберкулезной 

строчная
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активностью [16]. Самыми активными среди них оказались так назы-
ваемые триазены – соединения, где индольная группа соединена с тем 
или иным заместителем через цепочку из трех атомов азота (рис. 8.1).

CH3
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O CH3

H

Рисунок 8.1. Химическая формула триазен-индола TU112

Такие соединения показали уровень МИК, равную или меньшую 
0,1 мкг/мл в отношение не только музейного штамма Mycobacterium 
tuberculosis H3Rv, но и изолята, устойчивого к изониазиду [8, 9]. 
Кроме того, некоторые из триазенов обладают высокой активно-
стью в отношении Mycobacterium avium [10]. Кроме того, некоторые 
триазен-индолы показали активность против дормантных форм МБТ, 
превосходящую таковую изониазида и рифампицина в несколько 
тысяч раз. Для повышения внутримакрофагальной активности 
соединения TU112 и TU276 были химически модифицированы при-
соединением жирной цепочки 1-Octanol (CH3(CH2)7OH), что при-
вело к значительному повышению активности соединений против 
M. tuberculosis H3Rv, инкорпорированных в макрофаги мыши [5]. 
К сожалению, эти соединения нерастворимы в воде и при доставке 
peros имеют низкую биодоступность в мышиной модели экспери-
ментального ТБ.

Для приготовления водорастворимой формы триазенов и преодо-
ления плохой биодоступности мы использовали подход, описанный 
ранее [12]. Для приготовления растворимой формы не раствори-
мых в воде ПТП может быть использован водорастворимый аналог 
витамина Е α-tocopherilpropilenglycol 1000 succinate (TPGS) [12]. Что 
касается доставки соединения, было использовано внутривенное 
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и ингаляционное введение. Результат оценивали по активности 
сыворотки крови мышей и супернатанта легких против культуры 
M.  tuberculosis in vitro, так называемому анализу serum titration 
assay [13].

Результаты такого тестирования показали способность сыво-
ротки крови и легочного супернатанта подавлять рост суспензии 
M. tuberculosis в жидкой питательной среде [5]. По последним дан-
ным, при внутривенном введении соединения TU112, растворен-
ного в TPGS, имело место подавление роста M. tuberculosisв органах 
зараженных мышей. Таким образом, триазен-индолы являются пер-
спективными соединениями для использования при парантеральном 
введении. Работа с другими триазенами продолжается для получе-
ния соединений, доступных при доставке peros.

Бензатиазиноны

Соединение PBTZ169 – противотуберкулезный препарат-канди-
дат, синтезирован в лаборатории биомедицинской химии ФИЦ «Фун-
даментальные основы биотехнологии» РАН (рис. 8.2.) [6].

F
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Рисунок 8.2. Химическая формула соединения PBTZ169

Пиперазинобензотиазинон (piperazinobenzothiazinone) PBTZ169 
произведен химическими модификациями из бензотиазина  – 
нового класса антимикобактериальных препаратов. Имеет высокую 
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активность in vitro и in vivo у мышей против M. tuberculosis с мини-
мальной ингибирующей концентрацией (МИК) = 0,0001 µг/мл. 
Мишень для этого препарата – DprE1, важный фермент биосинтеза 
клеточной стенки МБТ. Обладает активностью как против музейных 
штаммов МБТ, так и против штаммов с МЛУ и ШЛУ [14].

В настоящее время препарат проходит вторую фазу клини-
ческих испытаний в России и Швейцарии. Четыре недели лече-
ния мышей, зараженных M.  tuberculosis, снижают бактериальную 
нагрузку в легких и селезенке в степени близкой к таковой для 
изониазида и рифампицина соответственно в используемых кон-
центрациях. Дополнительные результаты показывают, что эффек-
тивность бензатиазинов зависит скорее от времени, чем от дозы. 
Острые (5 г/кг) и хронические (25 и 250  мг/кг) токсикологиче-
ские исследования на неинфицированных мышах показывают, что 
даже при самой высокой испытанной дозе через месяц не наблю-
далось никаких неблагоприятных анатомических, поведенческих 
или физиологических эффектов.

В работе, проводимой в отделе иммунологии ФГБНУ «ЦНИИТ», 
была исследована эффективность соединения PBTZ169 при исполь-
зовании набора инбредных линий мышей и гибридов F1, представ-
ляющих спектр генетически детерминированной чувствительности/
устойчивости к туберкулезной инфекции. Среди них – сверхвоспри-
имчивые мыши I/St и оппозитные к ним устойчивые C57BL/6 [4, 7], 
конгенные по аллелям гена Н2А мыши [3], мыши, в легких которых 
при развитии туберкулезной инфекции формируются гипоксические/
некротические участки, затрудняющие действие ПТП [2], сверхустой-
чивые гибриды (AKRxI/St)F1. В итоге было показано, что соединение 
PBTZ169 высокоэффективно в мышах с любым уровнем первичной 
устойчивости к инфекции M. tuberculosis, но с некоторыми особенно-
стями. Как и в других моделях [1, 10, 11], наибольшая эффективность 
имела место в наиболее восприимчивых мышах. Это продемонстри-
ровано как на мышах оппозитных линий I/St (H2Aj) и C57BL/6 (H2Ab), 
так и на мышах конгенных линий B6.I-100 (H2Aj) и B6.I-139 (H2Ab).
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