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Аннотация. Переход активных клеток Mycolicibacterium smegmatis в покоящее-
ся состояние в условиях закисления среды сопровождается внутриклеточным 
накоплением тетраметилового эфира копропорфирина (ТМК). При этом поко-
ящиеся формы микобактерий развивают устойчивость к ряду повреждающих 
факторов. Введение в среду культивирования бактерий 5-аминолевулиновой 
кислоты (АЛК), предшественника синтеза порфиринов, приводит к накопле-
нию ТМК в активно растущих клетках, что моделирует ситуацию с покоя-
щимися микобактериями. При увеличении концентрации ТМК в 3 раза бактерии 
становятся в 7 раз устойчивее к действию 40 мМ пероксида водорода и в 90 раз 
устойчивее к нагреванию до 80 °С. В то же время в клетках M. smegmatis 
c увеличенным содержанием ТМК на 18% снижается активность дихлорфе-
нолиндофенол редуктазы – маркера активности дыхательной цепи. Обнару-
женное ингибирование активности может приводить к снижению побочных 
окислительных реакций в клетке. Таким образом, накопление метилирован-
ного копропорфирина, возможно, является одним из механизмов развития ре-
зистентности микобактерий в покое.
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По данным Всемирной организации здравоох-
ранения (ВОЗ), туберкулез остается одной из лиди-
рующих причин смерти от инфекции одним пато-
геном, уступая только коронавирусной инфекции 
[1]. Его возбудитель, Mycobacterium tuberculosis 
(Mtb), может годами оставаться в покоящемся со-
стоянии и сохраняться в организме без каких-ли-
бо признаков заболевания, при этом многие люди 
становятся бессимптомными носителями туберку-
леза [2]. Согласно отчету ВОЗ за 2022 г. [3], около 
четверти населения мира (2 млрд) латентно инфи-
цированы Mtb, в 5–10% этих случаев инфекция 
переходит в активную фазу [4]. Изучение физиоло-
гии и биохимии покоящихся микобактерий имеет 
первостепенное значение для понимания механиз-
мов, лежащих в основе покоя и персистенции Mtb, 
а также развития латентного туберкулеза.

Настоящая работа опирается на исследова-
ние перехода в состояние покоя близкого гене-

тического родственника возбудителя туберкуле-
за – Mycolicibacterium (basonym: Mycobacterium) 
smegmatis, имеющего более 2000 гомологичных 
генов с Mtb и ту же специфическую структуру кле-
точной стенки. Ранее было установлено, что при 
переходе M. smegmatis в состояние покоя происхо-
дит активный синтез копропорфирина III, уропор-
фирина III и их метиловых эфиров [5]. Мы пред-
положили, что накопление этих пигментов способ-
ствует устойчивости покоящихся клеток микобак-
терий к неблагоприятным условиям окружающей 
среды, а обнаружение гидрофобной, полностью 
метилированной формы порфирина у покоящихся 
микобактерий означает наличие специфической 
реакции метилирования, происходящей при пере-
ходе в состояние покоя. 

Порфирины представляют собой уникаль-
ный структурный класс соединений, выполняю-
щих множество функций в природе, начиная от 
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транспорта кислорода и переноса электронов до 
метаногенеза и фотосинтеза. В медицине порфи-
рины часто используют в качестве препаратов для 
фотодинамической терапии. В настоящее время 
хорошо известна их роль в возникновении таких 
заболеваний, как малярия, порфирия и различные 
нервно-психические расстройства [6]. Комплек-
сы порфиринов с металлами обладают широким 
спектром антиоксидантных свойств [7]. 

Как известно, микобактерии, попадая в орга-
низм хозяина, подвергаются множеству различ-
ных стрессов, в том числе воздействию снижен-
ных значений рН внутри макрофагов и активных 
форм кислорода [8, 9]. В связи с этим мы оце-
нили жизнеспособность бактериальных клеток с 
повышенным содержанием ТМК как в условиях 
окислительного стресса, так и при повышенных 
температурах в процессе роста в слабокислой 
(рН 6,0) среде.

Экспериментальная часть 

Бактериальные штаммы, питательные среды 
и условия культивирования

В работе использовали штамм Mycolicibacterium 
smegmatis mc2 155. Первоначально инокулят засе-
вали со стока, хранившегося при –70 °C в 40%-м 
глицерине. Клетки выращивали в течение ночи в 
мясо-пептонном бульоне (МПБ) («Himedia», Ин-
дия) с добавлением 0,05% Твин-80 («NeoFroxx», 
Германия). К 200 мл среды Миддлбрук («Himedia», 
Индия) или Сотона (pH 6,0) [10], добавляли 1% 
исходной культуры и растили в течение 48 ч при 
37 °С с перемешиванием (200 об/мин). Для стиму-
лирования синтеза порфиринов образцы культиви-
ровали с добавлением 5 мМ 5-аминолевулиновой 
кислоты (АЛК) («ABCR», Германия).

Экстракция порфиринов

Порфирины экстрагировали по методу Блая и 
Дайера [11]. К каждому образцу (500 мкл) добав-
ляли 625 мкл хлороформа и 1,25 мл метанола (в 
присутствии 0,1%-й муравьиной кислоты). Для 
расслоения фаз к каждой смеси добавляли 1 часть 
хлороформа (625 мкл) и 1 часть воды (625 мкл), 
перемешивали и отбирали гидрофобную хлоро-
формную фазу.

ВЭЖХ-анализ порфиринов

Образцы анализировали с использованием си-
стем ВЭЖХ Стайер-М («Аквилон», Россия)  со 
спектрофотометрическим детектором (длина вол-
ны детектирования 400 нм) на обратно-фазовой 
колонке С18 (5 мкм, 250×4,6 мм) («Cosmosil», 

Япония) в градиенте ацетонитрила 30–100% в 
воде в присутствии 0,1%-й трифторуксусной кис-
лоты (скорость потока 1 мл/мин). Объем пробы со-
ставлял 20 мкл.

Активность дыхательной цепи

Активность дыхательной цепи определя-
ли спектрофотометрически (при длине волны 
600 нм) по восстановлению 2,6-дихлорфенолин-
дофенола (ДФИ) («AppliChem», Германия) в при-
сутствии менадиона («Sigma», США). К 1 мл су-
спензии клеток (ОП600 = 1) добавляли 0,05 мкмоль 
ДФИ и 0,15 мкмоль менадиона.

Оценка чувствительности к повышенным 
температурам

Термоустойчивость определяли подсчетом чис-
ла колониеобразующих единиц (КОЕ, кл/мл) по-
сле прогревания клеточных суспензий (1 мл) в 
термостате при температурах 50 и 80 ºС в течение 
10 мин. Бактериальные суспензии серийно разбав-
ляли свежей средой Сотона, а затем в трех повтор-
ностях по 10 мкл каждого разведения наносили на 
агаризованную питательную среду МПБ. Затем 
инкубировали при 37 °С в течение 3 дней, после 
чего подсчитывали КОЕ. Предел обнаружения 
КОЕ составляет 10 кл/мл.

Оценка чувствительности к пероксиду 
водорода (H2O2)

Чувствительность к H2O2 определяли подсче-
том КОЕ (как в вышеописанной методике) после 
добавления к клеточным суспензиям 20 и 40 мМ 
H2O2.

Результаты и обсуждение 

Для выяснения физиологического влияния 
метилированных копропорфиринов на метабо-
лизм микобактерий и их устойчивость к повреж-
дающим внешним факторам были подобраны 
условия, при которых происходило значитель-
ное накопление ТМК в вегетативных клетках 
M. smegmatis таким образом, что концентрация 
ТМК в них приблизилась к концентрации ТМК 
в покоящихся клетках. Для этого в культуру вно-
сили 5 мМ АЛК – известного предшественника 
синтеза порфиринов в живой клетке. В процес-
се роста клеток в присутствии АЛК было вы-
явлено образование значительного количества 
вещества (время выхода на хроматограмме 15 
мин), поглощающего в области 400 нм (соот-
ветствует полосе Сорэ в спектре поглощения 
порфиринов) (рис. 1, А, Б). По данным спектра 
МАЛДИ, для этого вещества получен сигнал со 
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значением 711,5 m/z (рис. 1, В), который соответ-
ствует тетраметиловому эфиру копропорфирина. 
Накопление ТМК увеличивалось через 48 ч роста 
в присутствии АЛК на разных средах (от 3 до 8 
раз) по сравнению с количеством ТМК в клет-
ках, выращенных без АЛК.

Мы оценили устойчивость бактерий с разным 
содержанием ТМК к окислительному стрессу и те-
пловому шоку. Для моделирования этого процесса 
был использован пероксид водорода – один из 
факторов, с которыми сталкивается микобакте-
рия при попадании в организм хозяина [12–14]. 
Для этого двухсуточные суспензии бактериаль-
ных клеток с разным количеством внутриклеточ-
ного ТМК инкубировали при комнатной темпера-
туре с 20 и 40 мМ пероксида водорода и перио-
дически высевали на плотную питательную среду 
МПБ для оценки жизнеспособности бактерий. 

Воздействие 20 мМ пероксида водорода приводило 
к снижению количества жизнеспособных бактерий 
в контроле в 30 раз на седьмые сутки по сравнению 
с начальной точкой (с 5,00·108±1,5·108 кл/мл до 
1,67·107±1,15·107 кл/мл), в то время как бакте-
рии с повышенным содержанием ТМК демон-
стрировали большую устойчивость (жизнеспо-
собность снижалась в 4 раза с 8,67·108±2,0·108 
до 2,0·108±5,77·107 кл/мл). Воздействие 40 мМ 
пероксида водорода на контрольные клетки M. 
smegmatis привело к снижению жизнеспособно-
сти за тот же период времени (7 сут.) в 3760 раз 
(с 5,00·108±1,5·108 до 1,33·105±7,10·104 кл/мл), 
а в случае бактерий с увеличенной концентраци-
ей ТМК жизнеспособность снизилась в 520 раз 
(с 8,67·108±2,0·108 до 1,67·106±1,15·106 кл/мл) 
(рис. 2, А).  Добавление 40 мМ H2O2 в началь-
ный момент эксперимента привело к уменьшению 

Рис. 1. Хроматограммы хлороформ-метанольных экстрактов из клеток M. smegmatis, выращенных                                 
в течение 48 ч без АЛК (А), в присутствии 5 мМ АЛК (Б) и спектр МАЛДИ вещества с временем выхода                  

15 мин (В)
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Рис. 2. Устойчивость клеток M. smegmatis (48 ч роста) к воздействию пероксида водорода (А) и повышен-
ных температур (Б) и дыхательная активность ДФИ редуктазы этих клеток (В) в зависимости от различных 

концентраций эндогенного ТМК

жизнеспособности бактерий в 2 раза (с 5,0·108 до 
2,33·108 кл/мл) для M. smegmatis, выращенных 
без АЛК, при этом в этом случае не наблюдалось 
изменения числа жизнеспособных клеток штам-
ма с повышенным содержанием ТМК.

Было также оценено влияние повышенной 
температуры на выживаемость бактерий с раз-
ным содержанием ТМК. Бактериальные суспен-
зии подвергали нагреванию при 50 и 80 °С в 
течение 10 мин и высевали на плотную пита-
тельную среду для дальнейшего подсчета КОЕ. 
Анализ не выявил изменений в КОЕ при 50 °С 
по сравнению с контролем (1,33·108 кл/мл для 
контроля и 7,67·108 кл/мл для клеток с увели-
ченным содержанием ТМК). При повышении 
температуры до 80 °С наблюдали существенное 
снижение КОЕ (в 13 000 раз) клеток, выращен-
ных без АЛК, в то время как клетки с АЛК были 
более устойчивы к действию этой температуры. 

В этом случае КОЕ снизилось только в 143 
раза – до 5,33·106 кл/мл (рис. 2, Б).

Таким образом, данные эксперименты проде-
монстрировали связь между содержанием ТМК и 
устойчивостью микобактерий к повреждающим 
факторам. 

Поскольку наличие метиловых остатков на 
карбоксильных группах копропорфирина придает 
этому соединению гидрофобные свойства, ранее 
мы предположили, что ТМК накапливается в мем-
бране микобактерий и таким образом участвует в 
стабилизации и защите компонентов мембран [5]. 
Известно, что порфирины благодаря своей струк-
туре могут выступать в роли антиоксидантов, ней-
трализуя свободные радикалы, и поддерживать 
баланс антиоксидантной защиты в организме [15]. 
Таким образом, порфирины могут играть важную 
роль в поддержании жизнеспособности бактери-
альных клеток. 



126
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 2 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 2

С другой стороны, хорошо известно, что в 
развитии окислительного стресса в живой клет-
ке может принимать участие дыхательная цепь, 
особенно в условиях дисбаланса в отдельных 
звеньях метаболизма, которые имеют место при 
переходе микобактериальной клетки в покой 
[16].  Для выяснения состояния дыхательной 
цепи в условиях накопления ТМК в вегетатив-
ных клетках, дыхательную активность опре-
деляли спектрофотометрически по восстанов-
лению искусственного акцептора электронов 
ДФИ. В результате было выявлено достоверное 
снижение активности ДФИ редуктазы на 18% 
на вторые сутки роста у клеток с увеличенной 
концентрацией ТМК по сравнению с контролем 
(рис. 2, В). 

Полученные данные позволяют сделать вывод 
о роли эндогенного накопления метилированно-
го копропорфирина.  С одной стороны, имея ги-
дрофобную природу, ТМК может встраиваться в 
мембраны бактерий и замедлять работу функцио-
нирующих в них активных процессов, например 
активность дыхательной цепи, что важно для за-
медления метаболизма в условиях стресса и по-
давления окислительных процессов. С другой сто-
роны, сами порфирины, особенно их комплексы с 
металлами, могут выполнять защитные функции, 
в частности, выступать в роли антиоксидантов 
[17]. Действительно, в покоящихся клетках M. 
smegmatis выявлен сигнал Zn-порфирина [18], что 
может повышать успешность выживания бактерий 
в условиях окислительного стресса.
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