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ЗАВИСИМЫЙ ОТ цАМФ ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ФАКТОР
Mycobacterium tuberculosis, КОДИРУЕМЫЙ ГЕНОМ Rv3676,
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Аденилатциклаза Rv2212 играет ключевую роль в росте Mycobacterium tuberculosis (Mtb) и его реакти-
вации из состояния покоя. Потенциально этот фермент мог бы стать хорошей мишенью при созда-
нии новых противотуберкулезных препаратов. Однако для метаболизма организма-хозяина также
важны ферменты этого типа, что делает сомнительным применение для лечения заболевания их ин-
гибиторов. В геноме Mtb аннотирован цАМФ-зависимый транскрипционный фактор, кодируемый
геном Rv3676 и отсутствующий в организме человека. Был сконструирован штамм Mtb с гиперэкс-
прессией этого гена, который ускоренно рос in vitro и in vivo в стрессовых условиях. Бактерии нового
штамма сохраняли плазмиду с геном Rv3676 in vivo даже в отсутствие селектирующего агента, что
указывало на возникновение преимуществ для выживания при повышенной экспрессии цАМФ-ТФ.
Полученные результаты демонстрировали важность Rv3676 для поддержания жизнеспособности
клеток Mtb при неблагоприятных условиях in vitro и их вирулентности in vivo, и оказались подобны
полученным при гиперэкспрессии аденилатциклазы Rv2212. Транскрипционный фактор Rv3676
может стать новой мишенью при создании лекарственных препаратов, направленных на борьбу с
туберкулезом.
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Туберкулез (ТБ) по-прежнему остается одним
из наиболее опасных заболеваний на Земле, уно-
сящем около 1.7 млн жизней и поражающем око-
ло 9 млн человек в год (данные ВОЗ, 2014). Ситу-
ация осложняется еще и тем, что в РФ среди
штаммов Mycobacterium tuberculosis (Mtb), выде-
ленных от больных, фиксируется большой про-
цент штаммов, резистентных к антибиотикам
первого и второго ряда, что делает необходимым
поиск мишеней для новых лекарственных препара-
тов, направленных на борьбу с этим заболеванием.
Большую проблему представляет также латентный
туберкулез (ЛТБ), при котором инфицированные
люди без заметных симптомов заболевания в тече-
ние долгого времени являются носителями пато-
гена, находящегося в состоянии покоя. У некото-
рых из этих латентно инфицированных людей

инфекция может переходить в активное состоя-
ние, что серьезно влияет на эпидемическую ситуа-
цию [1]. Условия, при которых покоящиеся M. tu-
berculosis (Mtb) переходят к активному размноже-
нию (реактивации), так же, как и механизмы
перехода в такое состояние плохо изучены, а пре-
параты против латентной формы микобактерий
практически отсутствуют. Таким образом, в на-
стоящее время проблема развития и реактивации
ЛТБ, наряду с устойчивостью к действию ле-
карств, является одной из важнейших в инфекци-
онной медицине.

В экспериментальных моделях, которые ими-
тируют состояния покоя и реактивации микобак-
терий, была получена значительная информация
о молекулярных механизмах этих явлений in vitro
[2, 3]. В частности, с помощью модели реактива-
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ции покоящихся форм M. smegmatis была выясне-
на роль аденилатциклазы (AC), кодируемой геном
MSMEG_4279. Было показано, что реактивация
штамма M. smegmatis, несущего нокаутирующую
мутацию в гене MSMEG_4279, не наступает спон-
танно и требует внесения экзогенного цАМФ [4].
Среди продуктов всех 16 биохимически активных
AC-кодирующих генов, присутствующих в геноме,
продукт гена Rv2212, являющегося гомологом
MSMEG_4279 в Mtb, относится к основному произ-
водителю цАМФ [5, 6]. В стрессовых условиях гены
Rv2212 и MSMEG_4279 способствуют сохранению
активного метаболического состояния Mtb, обеспе-
чивая увеличение производства цАМФ, что приво-
дит к поддержанию жизнеспособности Mtb при не-
благоприятных условиях in vitro и in vivo, а также к
быстрой реактивации из состояния покоя [7].

Можно предположить, что ингибирование АС
должно приводить к снижению жизнеспособно-
сти возбудителя туберкулеза, однако применение
таких ингибиторов для его лечения проблематич-
но, поскольку в организме млекопитающих имеют-
ся собственные аденилатциклазы, необходимые
для нормального метаболизма. Следует отметить,
что молекулярные механизмы, обеспечивающие
жизнеспособность микобактерий при повышенных
концентрациях цАМФ, остаются неясными. Из-
вестно значение внутриклеточного цАМФ как вто-
рого мессенджера для широкого круга бактериаль-
ных биохимических процессов [8], но последую-
щие процессы, связывающие продукцию цАМФ и
жизнеспособность бактерий на транскрипцион-
ном уровне, до настоящего времени остаются не
определенными. У Mtb были описаны два тран-
скрипционных фактора, связанных с цАМФ внут-
ри клетки – CRPMt (Rv3676) и Cmr (Rv1675c) [6].
Известно также, что CRPMt связан с синтезом
белка RpfA, который принимает активное уча-
стие в процессах реактивации и роста микобакте-
рий [9]. В связи с этим можно предположить, что
транскрипционный фактор Rv3676 является сле-
дующим звеном в цАМФ-зависимом механизме
поддержания жизнеспособности микобактерий
в стрессовых условиях. Для проверки этой гипо-
тезы был сконструирован новый штамм Mtb с
повышенной экспрессией гена Rv3676 под кон-
тролем тетрациклинового промотора (цАМФ-ТФ
Rv3676 = pMindRv3676). Оказалось, что у бактерий
pMindRv3676 был повышен рост в неблагоприят-
ных условиях in vitro и in vivo, что позволило рас-
сматривать продукт этого гена Rv3676 в качестве
перспективной мишени для создания новых про-
тивотуберкулезных соединений.

Цель работы – сравнить in vitro и in vivo фено-
типы нового и контрольного штамма, содержа-
щего пустой вектор (pMind).

МЕТОДИКА

Бактериальные штаммы, среды роста и условия
культивирования. В работе использовали штамм
Mtb дикого типа H37Rv и его производные, несу-
щие плазмиды pMindRv3676 (см. ниже) и pMind
(контрольный штамм с пустой плазмидой). Гиг-
ромицин В (50 μг/мл) добавляли в среду роста для
штаммов, содержащих плазмиды. Все штаммы вы-
ращивали на стандартной среде Сатона, содержав-
шей в 1 л H2O 0.5 г KH2PO4, 1.4 г MgSO4 ⋅ 7H2O, 4 г
L-аспарагина, 60 мл глицерина, 0.05 г цитрата же-
леза(III)-аммония, 2 г цитрата натрия и 0.1 мл
1%-ного ZnSO4 ⋅ 7H2O. Устанавливали рН буфе-
ра, равным 7.0, 1 М NaOH и добавляли АДС, со-
державший бычий сывороточный альбумин
(БСА), глюкозу, NaCl и 0.05% твина 80 [10].

Покоящиеся “некультивируемые” микобакте-
рии, утратившие способность расти на плотных
средах (“некультурность”, НК) вследствие посте-
пенного подкисления среды в течение стационар-
ной фазы роста, были получены, как описано ранее
[2]. Бактерии выращивали в колбах объемом 100 мл
на орбитальном шейкере (200 об./мин) в течение
12–15 сут в 50 мл среды Сатона с добавлением
0.05% твин-80 и АДС. Эти бактериальные культу-
ры использовали для пересева в модифицирован-
ную среду Сатона для получения НК Mtb. Моди-
фикация среды Сатона включала замену твина 80
на 0.025% тилоксапола и АДС на 0.5% БСА (“Sig-
ma”, США). Начальные значения рН в модифи-
цированных средах составляли 6.2, что отлича-
лось от рН = 7.0 в стандартной среде Сатона. Мо-
дифицированную среду Сатона (200 мл) помещали
в колбу объемом 500 мл (3–5 колб на один экспе-
римент) и инкубировали при перемешивании в
течение 40–60 сут при 37°С. Периодически изме-
ряли значение рН среды и, когда оно достигало
6.0–6.2, культуры переносили в плотно закрываю-
щиеся пластиковые пробирки (на 50 мл) и добавляли
2-(N-морфолино)этансульфоновую кислоту (МЭС)
до конечной концентрации 20 мМ для предотвраще-
ния дальнейшего подкисления при длительном
хранении. Инкубацию продолжали в статических
условиях (то есть без перемешивания) в темноте в
течение 200 сут после засева при комнатной тем-
пературе. Периодически из разных пробирок от-
бирали образцы для оценки жизнеспособности
бактерий методами КОЕ.

Реактивацию “некультивируемых” бактерий
проводили в специальной среде, содержавшей
смесь (1 : 1) стандартной среды Сатона и пита-
тельного бульона E (NBE) (“HiMedia”, Индия),
содержавших 0.05% твина 80 и АДС. Покоящиеся
формы Mtb, полученные как описано выше, про-
мывали 3 раза в 50 мМ фосфатном буфере, по-
вторно ресуспендировали в 200 мл реактивационной
среды до исходного значения ОП600 = 0.04–0.05, по-
мещали в колбу объемом 500 мл и инкубировали
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при перемешивании 100–120 об./мин в течение
20 сут при 37°C. Периодически измеряли оптиче-
скую плотность реактивирующихся культур.

Оценка способности бактерий формировать
КОЕ. Бактериальные суспензии серийно разбав-
ляли в свежей среде Сатона, и 100 мкл каждого
разведения высевали в чашки Петри с агаризо-
ванной средой Сатона с добавлением АДС и ин-
кубировали в течение 21 сут при 37°С, а затем
подсчитывали количество КОЕ. Предел обнару-
жения составлял 10 КОЕ в мл.

Манипуляции с ДНК. Клонирование. Ампли-
фикацию гена Rv3676 осуществляли с помощью
праймеров

Up Rv3676 5'atc aac gcg tcg gaa agt tga aga ggc aac gt 3'
и
Low Rv3676 5'cta cta gtg agg agg cta gct cgc tcg gtt g3'
(сайты рестрикции MluI и SpeI выделены жир-

ным шрифтом). ПЦР-продукт клонировали в
вектор pGEM-T (“Promega”, США), затем под-
вергали расщеплению по сайтам MluI и SpeI и ли-
гировали в вектор pMind, предварительно обра-
ботанный теми же рестриктазами. Правильность
клонированных нуклеотидных последовательно-
стей подтверждали секвенированием. Клониро-
вание проводили в штамме E. coli TG1.

Трансформация. Для трансформации исполь-
зовали электропоратор MicroPulser (“Bio-Rad”,
США).

Получение компетентных клеток E. сoli. Ноч-
ную культуру E. сoli штамм BMH (40 мкл) иноку-
лировали в 4 мл среды Nutrient Broth (“Himedia”,
Индия) и выращивали до оптической плотности
ОП600 = 0.8 в течение 3 ч. После этого клетки оса-
ждали центрифугированием (12 000 g, 1 мин) и
трижды промывали на холоду раствором 10%-но-
го глицерина в стерильной деионизованной воде.
Отмытые клетки ресуспендировали в 40 мкл рас-
твора 10%-ного глицерина.

Получение компетентных клеток M. tuberculosis.
Жидкую культуру M. tuberculosis проводили через
два пассажа в среде Сатона и затем выращивали
до оптической плотности ОП600 = 1.0. Клетки оса-
ждали центрифугированием, осадок ресуспенди-
ровали в 2 мл 10%-ного глицерина и промывали,
как указано выше для E. сoli. Отмытые клетки ре-
суспендировали в 40 мкл 10%-ного глицерина.

Трансформация. Клетки M. tuberculosis штамм
H37RV и E. coli TG1 трансформировали по следу-
ющей схеме: ДНК (5 нг) для E. coli и (20 нг) для
M. tuberculosis добавляли к отмытым компетент-
ным клеткам. Клетки E. coli выдерживали 2 мин
при 4°С, M. tuberculosis – 10 мин при комнатной
температуре. Электропорацию проводили со-
гласно протоколу (“Bio-Rad”, США).

Анализ КОЕ ex vivo. Микобактериальные коло-
нии (N = 50), полученные из гомогенатов легких,

анализировали с помощью ПЦР для подтвержде-
ния присутствия введения гена Rv3676. Ампли-
фикацию проводили с использованием специфи-
ческих праймеров для pMind:

Up-pMind 5'CCGGGCCCCGAGCAACACG3'
Low-pMind 5'CCGCAGGCTCGCGTAGGAATCATC3'
Все полученные продукты имели длину около

1300 bp, что соответствовало размеру введения гена.
Инфицирование мышей. Мышей инбредных

штаммов I/StSnEgYCit (I/St) и C57BL/6JCit (B6)
выращивали и поддерживали в стандартных усло-
виях в виварии Центрального института туберку-
леза (международный код – CIT) в соответствии с
приказом Министерства здравоохранения Рос-
сии № 755, а также в соответствии с сертифика-
том № A5502-11 OLAW, NIH. Вода и корм дава-
лись ad libitum. В начале экспериментов были ис-
пользованы самки в возрасте 8–12 нед. Все
экспериментальные процедуры были одобрены
комитетом по этике (IACUC) “ЦНИИТ”. Мышей
инфицировали внутривенно в дозе 5 × 106 бакте-
рий на мышь в 0.5 мл стерильного PBS. Для оцен-
ки количества микобактерий в легких через 3 нед
после заражения гомогенаты (0.2 мл) органов, по-
лученных индивидуально от 4 мышей в каждой
группе, высевали на агар Дюбо с последователь-
ными 10-кратными разведениями, и после инку-
бации в течение 21–23 сут при 37°С подсчитывали
колонии. Были проведены два независимых экс-
перимента и их результаты объединены.

Статистика. ОП и КОЕ выражали как среднее
± SEM. Значение различий для экспериментов
in vivo оценивалось с помощью ANOVA, P < 0.05
считалось значимым.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе представлены несколько до-

казательств, свидетельствующих о важности
экспрессии гена цАМФ-ТФ Rv3676 для поддер-
жания жизнеспособности Mtb при росте в небла-
гоприятных условиях. Для изучения влияния
цАМФ-ТФ на рост Mtb был сконструирован
штамм pMindRv3676 гиперэкспрессирующий ген
этого белка под контролем тетрациклинового
промотора (Tet) и проведено сравнение роста это-
го штамма с контрольным штаммом (содержащим
“пустой” вектор pMind) в жидкой среде Сатона.
Как показано на рис. 1, в жидкой среде Сатона
бактерии pMindRv3676 росли быстрее, чем бакте-
рии pMind штамма. При этом существенная раз-
ница в скоростях роста была заметна, если исход-
ная доза бактерий была относительно невелика
(около 102 кл./мл), что создавало менее благопри-
ятные условия для инициации роста. Такие куль-
туры с низким содержанием бактерий трудно вы-
ращивать [11, 12], и чаще всего требуется внесе-
ние дополнительных внешних факторов роста,
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чтобы инициировать их активную репликацию
[11]. Напротив, если для инициирования жидкой
культуры использовалось большое количество
микобактерий, гиперэкспрессия гена Rv3676 не
влияла на динамику роста. Так, увеличение на-
чальных концентраций клеток в 1000 раз приво-
дило к практически одинаковой скорости роста
(данные не приводятся). Эти результаты сходны с

недавно опубликованными данными по поведе-
нию штамма Мtb с гиперэкспрессией аденилат-
циклазы Rv2212 [7].

Важность цАМФ-ТФ была подтверждена в
экспериментах по получению покоящихся “не-
культивируемых” бактерий in vitro в условиях по-
степенного закисления среды. Для оценки того,
как гиперэкспрессия гена Rv3676 влияет на пере-
ход активно растущих бактерий в покоящееся со-
стояние, использовали ранее разработанную мо-
дель, в которой при постепенном закислении
среды во время продолжительной стационарной
фазы происходило образование покоящихся ово-
идных клеток микобактерий. Полученные в этих
условиях клетки Mtb обладали определенной
морфологией и характеризовались “некультиви-
руемостью”, то есть временной потерей способ-
ности расти на плотных средах [2]. Как показано
на рис. 2, в подобных условиях клетки штамма
pMindRv3676 также образовывали “некультиви-
руемые” покоящиеся клетки, но с замедленной
динамикой по сравнению с клетками контроль-
ного штамма pMind.

При реактивации полученных НК бактерий
pMindRv3676 отмечалась значительно укорочен-
ная лаг-фаза и более быстрая реактивация по сравне-
нию с контрольным штаммом pMind (рис. 3). Ранее
было обнаружено, что реактивация НК M. smeg-
matis может быть вызвана экзогенными жирными
кислотами, которые активировали аденилатцик-
лазу MSMEG_4279 (ортолог Rv2212) с последую-
щим увеличением внутриклеточной концентра-
ции цАМФ. При этом повышалась экспрессия
гена RpfA [4], который способствовал реактива-

Рис. 1. Кривая роста рекомбинантного штамма M. tu-
berculosis, содержащего вектор pMindRv3676 (1) и пу-
стой вектор pMind (2), в стандартной среде Сатона
(200 об./мин, 37°С, в 3-кратной повторности).

1

ОП600

0.1

0.01

0 2 4 6 8 10 12 14
сут

1

2

Рис. 2. Образование покоящихся “некультивируе-
мых” форм рекомбинантными штаммами M. tubercu-
losis, содержащими вектор pMindRv3676 (1) или пу-
стой вектор pMind (2) и выращенными в модифициро-
ванной среде Сатона (200 об./мин, 37°С). Минима-
льное количество детектируемых КОЕ – 10 кл./мл.
Стандартное отклонение при определении КОЕ соста-
вило 20%.

1010

109

108

107

106

105

104

103

102

101

100

КОЕ, кл./мл

–20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
сут

12

Рис. 3. Реактивация покоящихся “некультивируе-
мых” клеток M. tuberculosis штаммов pMindRv3676 (1)
и pMind (2), полученных после 180 сут инкубации в
модифицированной среде Сатона (показано среднее
квадратичное отклонение двух экспериментов).
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ции и росту покоящихся микобактерий [9]. Му-
тантный штамм M. smegmatis с делецией гена
MSMEG_4279 не был способен к реактивации в
присутствии жирных кислот до тех пор, пока не
был добавлен экзогенный цАМФ [4]. Таким обра-
зом, в экспериментах in vitro прослеживалась
связь аденилатциклазы с цАМФ-ТФ Rv3676 в
поддержании жизнеспособности микобактерий в
неблагоприятных условиях.

Для изучения влияния гиперэкспрессии
цАМФ-ТФ Rv3676 на течение реальной туберку-
лезной инфекции (ТБ) использовали мышей двух
инбредных линий с различной генетической вос-
приимчивостью к ней – более резистентных B6 и
гиперчувствительных I/St [13]. Мышей заражали
бактериями штаммов pMindRv3676 и pMind и
определяли параметры размножения микобакте-
рий в органах. Оказалось, что повышенный уро-

вень экспрессии Rv3676 в Mtb стимулировал раз-
множение микобактерий в органах мышей (рис. 4).
Ранее было показано, что повышенная экспрессия
гена аденилатциклазы Rv2212 в клетках Mtb при-
водила к улучшению их выживаемости в неблаго-
приятных условиях, в том числе в организме хо-
зяина [7]. Опубликован ряд доказательств того,
что продукция цАМФ имеет важное значение для
выживания патогена внутри клеток хозяина [14–17].

В отсутствие селектирующего агента микобак-
терии часто элиминируют введенную плазмиду,
если встроенный в нее ген не обеспечивает како-
го-либо преимущества (неопубликованные дан-
ные). Для оценки стабильности присутствия
плазмиды гомогенаты легкого на 15 сут инфекции
были высеяны на агар Дюбо, и в полученных бак-
териальных колониях методом ПЦР было оцене-
но присутствие плазмиды. Все анализируемые
колонии содержали плазмиду с интактной встав-
кой Rv3676 даже при отсутствии селектирующего
гигромицина, что убедительно указывало на пользу
гиперэкспрессии цАМФ-ТФ для бактерий, раз-
множающихся в хозяине под давлением иммунного
ответа. Этот вывод был подкреплен тем фактом,
что в одинаковых условиях роста колонии pMin-
dRv3676 были заметно увеличены по сравнению с
колониями pMind (рис. 5).

Таким образом, в настоящей работе обнаруже-
но, что повышенная экспрессия транскрипцион-
ного фактора CRPМt, кодируемого геном Rv3676,
приводила к стимулированию роста Mtb в небла-
гоприятных условиях, а также более быстрой ре-
активации клеток из покоящегося состояния и
приобретения повышенной вирулентности для
мышей. Полученные результаты свидетельство-
вали в пользу предположения о том, что данный
фактор служит промежуточным звеном передачи
сигнала от аденилатциклазы через цАМФ по пока
не установленному механизму, стимулирующему

Рис. 4. Размножение микобактерий штаммов pMin-
dRv3676 (1) и pMind (2) в легких зараженных мышей
(Р < 0.01, ANOVA).
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Рис. 5. Колонии бактерий контрольного штамма pMind (а), изолированных из легких мышей, зараженных (В6), и
pMindRv3676 (б) после роста на агаре Дюбо в течение 3 нед. при 37°С.
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размножение бактерий. Такой механизм, воз-
можно, связан с экспрессией RpfA у Mtb, находя-
щегося под контролем цАМФ-зависимого тран-
скрипционного фактора Rv3676 [18]. Несомнен-
ная важность CRPMt для размножения патогена
in vivo и отсутствия данного белка у человека поз-
воляет рассматривать продукт этого гена в каче-
стве перспективной мишени при создании новых
противотуберкулезных соединений.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского научного фонда (проект
№ 16-15-00245, опыты in vitro) и Российского
Фонда Фундаментальных Исследований (проект
№ 17-04-00119А, опыты in vivo).
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Camp-Dependent Transcription Factor in Mycobacterium tuberculosis, Coded 
by the Gene Rv3676, as a Possible Target for the Development Anti-Tuberculous Drugs
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Adenylate cyclase Rv2212 plays a key role in the growth of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) and its reactiva-
tion from dormant state. Potentially, this enzyme could be a good target for the development of new anti-TB
drugs. However, for the metabolism of the host organism, enzymes of this type are also important, which
makes doubtful the usage of their inhibitors for the treatment of the disease. In the Mtb genome, the cAMP-
dependent transcription factor (cAMP-TF) encoded by the Rv3676 gene is annotated and absent in the hu-
man organism. Mtb strain with overexpression of this gene was designed. This strain rapidly grew in vitro and
in vivo under stress conditions. Bacteria of the new strain retained the plasmid with the Rv3676 gene in vivo
even in the absence of a selection agent, which indicated the advantages for survival with increased expression
of cAMP-TF. The obtained results demonstrated the importance of Rv3676 for maintaining the viability of
Mtb cells under unfavorable in vitro conditions and their virulence in vivo and were similar to those obtained
by overexpression of adenylate cyclase Rv2212. The transcription factor Rv3676 may be a new target for the
development of new anti-tuberculosis drugs.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, cAMP-dependent transcription factor, gene Rv3676
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