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Исследована возможность уничтожения покоящихся микобактерий Mycobacterium smegmatis (Msm)
с помощью фотодинамической инактивации (ФДИ), используя их способность запасать эндоген-
ные порфирины в период перехода в состояние покоя. Покоящиеся клетки Msm получали при посте-
пенном закислении среды роста в стационарной фазе в течение 14 сут при разных концентрациях
ионов железа в среде, а также в присутствии 5-аминолевулиновой кислоты в среде роста. Клетки под-
вергали воздействию света с длиной волны 532 нм, испускаемой лазером LLD10 в течение 5–60 мин.
Показано, что увеличение концентрации копропорфирина у M. smegmatis через 6 суток роста при
оптимальной концентрации ионов железа 0.5 г/л коррелировало с началом снижения метаболиче-
ской активности и образованием овоидных покоящихся форм. Покоящиеся бактерии были чув-
ствительны к ФДИ и погибали через 15–30 мин освещения, в отличие от активных клеток. В при-
сутствии 5-аминолевулиновой кислоты происходило усиление продукции уропорфирина как в ак-
тивных, так и в покоящихся микобактериях, что сопровождалось повышением чувствительности к
действию ФДИ. Полученные результаты выявляют перспективу использования ФДИ для борьбы с
покоящимися формами возбудителя ТБ и латентной формой заболевания.
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Туберкулез (ТБ) является одной из 10 основных
причин смерти в мире. По данным ВОЗ в 2018 г. ту-
беркулезом заболели 10 млн чел. в мире, и 1.5 млн
чел. (в том числе 0.251 млн чел. с ВИЧ) умерли от
этой болезни. Туберкулез с множественной ле-
карственной устойчивостью (МЛУ-ТБ) по-
прежнему представляет серьезную проблему для
здравоохранения. По оценкам ВОЗ, в 2018 г. в
мире выявлено 484000 заболевших туберкуле-
зом, возбудитель которого обладал устойчиво-
стью к рифампицину – самому эффективному
препарату первой линии. Среди вновь выявлен-
ных больных ТБ в 2018 г. в 78% диагностировали
МЛУ-ТБ. Около одной четверти населения мира
имеют латентный туберкулез. Риск того, что ин-
фицированные туберкулезными бактериями за-
болеют туберкулезом, составляет 5–15%. Однако
люди с ослабленной иммунной системой, такие
как ВИЧ-инфицированные, а также неполноцен-
но питающиеся или курящие подвергаются го-
раздо более высокому риску заболевания. Без
надлежащего лечения в среднем 45% ВИЧ-нега-

тивных людей с туберкулезом и почти все ВИЧ-
позитивные люди с туберкулезом погибают.

Возбудитель ТБ – Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) способен в неблагоприятных условиях об-
разовывать покоящиеся формы, которые не толь-
ко приобретают устойчивость ко всем известным
антибактериальным препаратам, но и способны де-
сятилетиями сохранять жизнеспособность в орга-
низме человека и переходить в активное состояние,
вызывая возобновление болезни. Несмотря на не-
давние многочисленные исследования молекуляр-
ных механизмов, лежащих в основе перехода актив-
ных микобактерий в состояние покоя, мало извест-
но об особенностях метаболических процессов,
протекающих в покоящихся микобактериях. Исхо-
дя из того, что в состоянии покоя в бактериях про-
исходит торможение метаболизма, включающее
ингибирование многих ферментов и биохимиче-
ских путей, можно ожидать внутриклеточного на-
копления некоторых промежуточных метаболитов,
таких как метаболиты немевалонатного пути био-
синтеза терпеноидов [1]. В недавней работе [2] бы-
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ло показано накопление в значительных количе-
ствах промежуточных продуктов биосинтеза прото-
порфиринов – ключевых молекул гем-содержащих
ферментов. Быстрорастущий родственник возбу-
дителя ТБ – Mycobacterium smegmatis (Msm) спосо-
бен накапливать эндогенно свободные порфи-
рины, такие как копропорфирин III и уропор-
фирин III, а также их метиловые эфиры [2] во
время перехода в покоящееся состояние. В про-
теомном профиле покоящихся клеток Msm об-
наружено увеличение количества ферментов
синтеза порфирина: порфибилиногендеамина-
за, дегидратаза дельта-аминолевулиновой кис-
лоты, декарбоксилаза уропорфириногена, в от-
личие от активных микобактерий [3].

Это необычное явление требует дальнейшего
исследования для установления особенностей
структуры накопленных порфиринов, характери-
стики ферментов, участвующих в их синтезе и
причин этого явления. С другой стороны, воз-
можное накопление порфиринов в условиях по-
коя Mtb может быть использовано для фотодина-
мической инактивации (ФДИ) таких форм и ле-
чения латентного ТБ. До настоящего времени
накопление покоящимися микобактериями пор-
фиринов до сих пор не было исследовано.

Цель работы − изучение накопления порфи-
ринов при переходе активных Msm в покоящееся
состояние, а также оценка эффективности фото-
динамической инактивации покоящихся мико-
бактерий.

МЕТОДИКА

Образование покоящихся форм M. smegmatis.
Клетки M. smegmatis штамма mc2155 выращивали
в питательном бульоне (NB) (“Himedia”, Индия)
при 37°C в течение 24 ч при перемешивании
(200 об./мин). Инокулят (1 мл) добавляли к 100 мл
среды Сатона, следующего состава (г/л): K2HPO4 −
0.5; MgSO4 ⋅ 7H2O − 1.4; L-аспарагин − 4.0; цитрат
аммония трехвалентного железа − 0.05; цитрат
Na − 2.0; ZnSO4 − 0.01 (“Sigma Aldrich”, США) и
глицерин (“Panreac”, Испания) − 60 мл, рН 6.0,
вместо обычного для этой среды рН 7.0. Для
предотвращения агрегации клеток добавляли
Твин 80 (конечная концентрация 0.05%). Культу-
ру выращивали при 37°С на качалке (200 об./мин)
в течение 13–16 сут, пока не установится значе-
ние рН среды ~ 6.0 [4].

Оценка жизнеспособности по КОЕ. Бактери-
альные суспензии покоящихся, активных и осве-
щенных микобактерий серийно разводили в све-
жей среде Сатона, и затем по три пробы 10 мкл из
каждого разведения наносили на агаризированную
среду NB (“Himedia”, India). Чашки Петри инку-
бировали при 37°С в течение 5 сут, затем подсчиты-

вали количество колониеобразующих единиц
(КОЕ). Предел обнаружения составил 10 КОЕ/мл.

Определение метаболической активности кле-
ток методом мониторинга включения 3Н-урацила.
Культуры активных и покоящихся клеток
М. smegmatis (1 мл) инкубировали с 1 мкл [5.6-3H]
урацила (конечная молярная активность –
1 мкКи/0.02 мкмоль) в течение 4 ч при 37°С на
шейкере (45–60 об./мин). Клетки собирали на
GFC-фильтрах из стекловолокна (“Whatman”,
Англия), промывали 3 мл 7%-ной трихлоруксус-
ной кислоты, а затем 3 мл абсолютного этанола.
Высушенные на воздухе фильтры помещали в
сцинтилляционную жидкость, радиоактивность
измеряли на сцинтилляционном счетчике LS6500
(“Beckman”, США).

Экстракция пигмента из клеток. Пигмент экс-
трагировали из биомассы бактерий по методу
Блая и Дайера [5]. К влажной биомассе (0.8 г) до-
бавляли 1.0 мл хлороформа и 2.0 мл метанола,
клетки перемешивали в течение 2 ч, затем цен-
трифугировали при 2500 g в течение 20 мин и к
надосадочной жидкости добавляли 1.0 мл воды и
1.0 мл хлороформа (для разделения фаз). Слой
хлороформа трижды промывали 0.1 М NaCl и за-
тем анализировали методом ВЭЖХ (Аквилон,
“Стайер”, Россия).

Определение порфирина методом ВЭЖХ. Хло-
роформные экстракт, содержащий порфирины,
анализировали методом ВЭЖХ; использовали
колонку размером 4.6 × 250 мм с сорбентом Kro-
masil 100-5 С18 (“Akzo Nobel”, Швеция); в гради-
ентном режиме с буфером A (30%-ный водный
CH3CN) и буфером B (100% CH3CN); скорость
потока, 1 мл/мин, объем образца 50 мкл. Копро-
порфирин III и протопорфирин IX (Calbiochem,
США) были использованы в качестве стандартов.
Длина волны регистрации − 400 нм.

Фотодинамическая инактивация. Для экспери-
ментов по инактивации светом использовали сус-
пензии покоящихся или активных клеток Msm с
ОП = 0.1, что соответствовало ~107 бактерий в мл.
В лунки 96-луночного планшета Nunc (“Ther-
moFisher Scientific”, США) вносили по 100 мкл
суспензий бактерий. Образцы освещали с помо-
щью лазера LLD10 (“ATC Semiconductor Devices”,
Россия) при 532 нм. Плотность мощности света
определяли с помощью измерителя мощности
2936-c (“Newport”, США). Световой пучок кол-
лимировали до диаметра 5 мм, что соответствовало
диаметру лунок 96-луночного планшета. Освещали
в течение 5, 15, 30 или 60 мин. Температурный кон-
троль осуществлялся с помощью мультиметриче-
ского термопарного датчика 80BK типа K (“Fluke”,
Германия) непосредственно в микроячейке до и
после освещения, а также в присутствии и без сус-
пензии M. smegmatis с точностью ±0.2°C. Темпе-
ратура была ниже 40°С в лунках в течение всех
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экспериментов. После освещения образцов де-
сятикратные разведения (от 10–1 до 10–7) высева-
ли на чашки с агаризованным МПБ для опреде-
ления КОЕ. Инкубацию проводили при 37°C в
течение 5 сут.

Микроскопия. Фазово-контрастную эпифлуо-
ресцентную микроскопию осуществляли с ис-
пользованием микроскопа Eclipse Ni-U (“Nikon”,
Япония) при увеличении ×1500. Эпифлуоресцент-
ную микроскопию проводили в “канале TRITC”
(Ex = 540/25; DM = 565; BA = 605/55). Фотогра-
фии были сделаны с помощью камеры DS Qi2
(“Nikon”, Япония). Конечная концентрация до-
бавленного к клеткам йодида пропидия (PI) 1 мкг
на мл.

Проточная цитометрия. Для количественной
оценки бактериальных клеток, окрашенных PI
(пропидий йодид) использовали проточный ци-
тометер FACSCalibur (“Becton Dickinson”, США).
Анализировали распределение клеток в коорди-
натах SSC-H ~ FL3 (регистрировалось 10000 кле-
ток со скоростью записи 1000 клеток/с). Анализ
данных проводился с использованием программ-
ного обеспечения FlowJo LLC (“Орегон”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В экспериментальных моделях образования
покоящихся форм микобактерий in vitro показа-
но, что такие клетки обладают низкой активно-
стью метаболизма и устойчивостью к известным
противотуберкулезным препаратам [6]. Действие
многих антибиотиков основано на ингибирова-
нии таких основных биосинтетических путей, как
синтезы белка, нуклеиновых кислот или полиме-
ров клеточной стенки, что в конечном счете при-
водит к гибели бактерий. Покоящиеся бактерии с
незначительной метаболической активностью мо-
гут избежать действия таких “биохимических
блокаторов” несмотря на то, что они все еще со-
держат подходящую мишень. Можно предполо-
жить, что эффект полного подавления жизне-
способности покоящихся “некультивируемых”
микобактерий может быть обеспечен другим ти-
пом противомикробных препаратов, вызываю-
щих прямое вредное воздействие на бактериаль-
ную клетку [6]. Такие соединения могут модифи-
цировать внутриклеточные компоненты путем
алкилирования, гидролиза, восстановления/окис-
ления и т.д. Так, 2-тиопиридины способствуют
транспорту Cu++ и накоплению этого иона в ток-
сичных концентрациях в клетке путем формиро-
вания стабильного заряженного комплекса [7],
что приводит к стерилизующему эффекту в отно-
шении покоящихся форм Mtb. Подобный эффект
наблюдался в отношении покоящихся микобак-
терий при использовании полидиаллиламинов,
вызывающих деструкцию клеточной стенки [8].

Обнаруженное ранее явление накопления сво-
бодных и метилированных порфиринов в покоя-
щихся микобактериях [2] может быть использо-
вано для проведения их фотодинамической инак-
тивации. Среди имеющихся в настоящий момент
фотосенсибилизаторов (ФС) у порфирина и его
аналогов имеются следующие преимущества:
1) многие из них являются эффективными проду-
центами синглетного кислорода; 2) они обычно
не генерируют синглентный кислород в отсут-
ствие света; 3) имеют заметное поглощение в
красной области оптического спектра; 4) они от-
носительно стабильны. В настоящей работе была
проведена экспериментальная проверка влияния
фотодинамической инактивации на жизнеспо-
собность покоящихся форм Msm.

Бактерии M. smegmatis, выращенные в среде Са-
тона, в условиях постепенного подкисления среды
роста, образовали покоящиеся клетки овоидной
формы после 14 сут культивирования. Появление
овоидных клеток в популяции сопровождалось
снижением метаболической активности, о чем
свидетельствует уменьшение включения H3-ура-
цила, в то время как КОЕ в культуре оставалась по-
чти постоянным в течение 30 сут. Также такие
формы микобактерий имели низкую дыхательную
активность и были значительно менее чувстви-
тельны к ингибированию синтеза РНК (рифампи-
цин) и белка (гигромицин) или H+АТФазы (беда-
квилин) (табл. 1). В таких покоящихся клетках
Msm было обнаружено накопление значительно-
го количества уропорфирина/копропорфирина и
их метильных производных [2]. Поскольку пор-
фирины являются предшественниками гема, для
синтеза которого также требуются ионы железа,
можно предположить, что концентрация железа
внутри клетки может влиять на скорость синтеза
предшественников гема. Была проанализирована
динамика внутриклеточного накопления порфи-
ринов при переходе микобактерий в состояние
покоя в среде Сатона, содержащей разные коли-
чества ионов Fe3+ в диапазоне от 0 до 3.2 г/л цит-
рата железа (III)-аммония ((NH4)5[Fe(C6H4O7)2]),
остальные компоненты среды добавляли в неиз-
менной концентрации. В норме количество цит-
рата железа (III)-аммония составляло 0.05 г/л
среды. Наибольшая интенсивность накопления
веществ порфириновой структуры (до 1.2 мкМ
против 0.4 мкМ при стандартной концентрации
железа) была обнаружена при концентрации
цитрата железа (III)-аммония, соответствующей
0.5 г/л (рис. 1). При отсутствии железа микобакте-
рии не переходят в покоящуюся форму (рис. 2).
Микроскопические исследования показали, что
при отсутствии железа овоидные формы мико-
бактерий не образуются, клетки продолжали де-
литься и были представлены тонкими длинными
палочками (рис. 2). При этом закисления внеш-
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ней среды в стационарной фазе роста культуры не
наблюдалось. При концентрации цитрата железа
(III) аммония 0.05 и 0.5 г/л появлялись типичные
овоидные формы клеток, которые ассоциирова-
ны с состоянием покоя у микобактерий, в этих
случаях происходило самозакисление окружаю-
щей среды до значений 5.6–6.2. При концентра-
ции цитрата аммонийного железа (III) 1.3 и 3.2 г/л
наблюдалось сильно выраженная гетерогенность
клеток в культуре, при которой наряду с овоидны-
ми клетками присутствовали и короткие палочки.
Увеличение концентрации копропорфирина в
стационарной фазе (после 6 сут роста) коррелиро-
вало с постепенным подкислением культуры, на-
чалом снижения метаболической активности и об-
разованием овоидных покоящихся форм (табл. 2).

Для увеличения внутриклеточной концентра-
ции порфиринов в микобактериях была исполь-
зована 5-аминолевулиновая кислота (АЛК), кото-
рую добавляли в среду выращивания. В этом слу-
чае наблюдалось увеличение внутриклеточной
концентрации неметилированных порфиринов
(уропорфирина) в бактериях стационарной фазы
развития культуры и в покоящихся микобактери-
ях (табл. 3), но не в клетках логарифмической фа-
зы роста (не показано). Анализ экстрагирован-
ных порфиринов из активных и покоящихся кле-
ток, выращенных в присутствии АЛК, методом
ВЭЖХ показал, что в присутствии избытка АЛК в
среде наблюдалось уменьшение продукции мети-
лированной формы копропорфирина и увеличе-
ние количества уропорфирина (табл. 3).

Было изучено влияние света с длиной волны
532 нм (совпадает с максимумом поглощения
порфиринов в видимой области [2]) на жизнеспо-

собность активных и покоящихся форм микобак-
терий, выращенных в присутствии 3.0 мМ АЛК и
без нее (рис. 3). Наибольшее снижение выживае-
мости микобактерий наблюдалась при воздей-
ствии света на покоящиеся микобактерии, выра-
щенные в присутствии АЛК (снижение показате-
ля в 1000 раз при 30 мин освещения), в случае
воздействия света на покоящиеся микобактерии,
выращенные без добавления АЛК также отмеча-
лось значительное снижение выживаемости кле-
ток в 100 раз (рис. 3а), что косвенно подтвердило
накопление порфиринов в покоящихся клетках

Таблица 1. Свойства активных и покоящихся клеток M. smegmatis

*Количество клеток в популяции, устойчивых к обработке гигромицином (100 мкг/мл), рифампицином (50 мкг/мл) и беда-
квилином (50 мкг/мл) было выявлено из соотношения значений НВЧК до и после обработки клеток антибиотиками.

Параметр Активные клетки Покоящиеся клетки

Размер клетки, длина/ширина, мкм 3.43 ± 1.05/0.61  ± 0.06 1.42 ± 0.35/0.55  ± 0.08

Скорость включения H3-урацила при 37°C, CPM/мг влаж-
ного веса клеток

21383 ± 3401 646 ± 13

Скорость включения H3-урацила при 25°C, CPM/мг влаж-
ного веса клеток

6036 ± 793 30 ± 5

Активность дыхания:

Активность ДФИ-редуктазы, ОП600 /мин–1 мг–1 0.18 ± 0.01 0.01 ± 0.005

Потребление кислорода, нмоль O2 мин–1 мг–1 20 ± 4.5 2.5 ± .075

АТФ, пкмоль × влажного веса клеток–1 82 ± 13 10 ± 2

Устойчивость к рифампицину, %* 0.02 ± 0.007 62.5 ± 17.8

Устойчивость к гигромицину, %* 0.0001 ± 0.00005 10 ± 2

Устойчивость к бедаквилину, %* 1.4 ± 0.5 30.8 ± 9.2

Рис. 1. Влияние концентрации железа на продукцию
порфиринов в процессе образования покоящихся ми-
кобактерий. На оси абсцисс – концентрация железа в
(г/л). На оси ординат – концентрация экстрагирован-
ных из клеток M. smegmatis порфиринов в (мкМ).
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Msm. В дальнейшем изучали влияние времени
воздействия света с λ 532 нм на жизнеспособ-
ность клеток Msm трех типов: 1) клетки логариф-
мической фазы роста, выращенные в присут-
ствии 3.0 мМ АЛК в течение 18 ч; 2) клетки ран-
ней стационарной фазы роста (27 ч); 3) клетки
ранней стационарной фазы роста, выращенные в
течение 27 ч в присутствии АЛК (рис. 3б). При об-
лучении лазером с λ 532 нм в течение 15 мин актив-
ные бактерии ранней стационарной фазы роста,
выращенные в присутствии АЛК, быстро погибали,
при этом КОЕ с 107 уменьшалось до 2 × 104, в отли-
чие от двух других вариантов культур; продолже-
ние освещения не приводило к дальнейшему сни-
жению КОЕ (рис. 3б).

ВЭЖХ-анализ порфиринов, экстрагирован-
ных из освещенных покоящихся микобактерий,
выявил выраженное уменьшение пика (20 мин),
соответствующего копропорфиринам, и появле-
ние дополнительного пика (23.5 мин, не показа-

но), что, очевидно, связано с накоплением фото-
модифицированной формы порфиринов.

Чтобы проанализировать возможное разруше-
ние клеток после светового воздействия, накоп-
ление поврежденных клеток оценивали методом
проточной цитометрии с помощью окрашивания
иодидом пропидия, который формирует флуо-
ресцентный комплекс с ДНК при повреждении
барьера проницаемости клеток бактерий. Типич-
ная картина распределения неокрашенной пробы
клеток микобактерий, включающая в себя попу-
ляцию живых и мертвых клеток продемонстриро-
вана на рис. 4 (проба без красителя). Однако, если
к этой пробе добавить ДНК-связывающийся кра-
ситель PI, который связывается с исключительно
поврежденными (мертвыми) бактериальными
клетками, интенсивность сигнала FL3 (красная
флуоресценция) значительно возрастала, особен-
но для образца, предварительно освещенного ла-
зером. Наложение точечных диаграмм окрашен-

Рис. 2. Изменение значений рН и морфологии бактерий в процессе перехода в состояние покоя клеток Msm при раз-
ных концентрациях железа в среде роста.
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Таблица 2. Концентрации порфиринов в клетках M. smegmatis при переходе в состояние покоя

Время, сут pH
Тетраметил-копропорфирин в CHCl3, 

ммоль/г влажного веса клеток
Копропорфирин в CH3OH, ммоль/г 

влажного веса клеток

2 6.65 24.32 ± 4.5 0.16 ± 0.01
3 7.27 34.61 ± 5.0 0.93 ± 0.1
4 7.58 67.55 ± 5.5 0.57 ± 0.04
5 7.64 76.11 ± 4.2 1.05 ± 0.08
6 7.47 200.43 ± 7.5 1.14 ± 0.1
7 7.15 194.5 ± 14.6 1.23 ± 0.11
8 7.03 272.74 ± 8.5 0.53 ± 0.06
9 6.6 312.93 ± 10.5 0.48 ± 0.03

10 6.3 307.03 ± 6.5 0.35 ± 0.03
11 6.18 286.07 ± 10.2 0
12 6.23 402.64 ± 7.5 0
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ных и неокрашенных клеток позволило выявить
клетки с красной флуоресценцией, а следова-
тельно, установить процент поврежденных кле-
ток. Цитометрия неосвещенных клеток в присут-
ствии иодида пропидия выявила некоторое коли-
чество поврежденных бактерий (33.3 ± 3.3%)
(рис. 4), которые отражают существование не-
жизнеспособных клеток даже в неэкспонирован-
ной культуре. На рис. 4б показано увеличение ко-
личества поврежденных клеток сразу же после
воздействия света по сравнению с неосвещенны-
ми клетками. По данным проточной цитометрии,
после 30 мин воздействия света около 60 процен-
тов (58.73 ± 4.9%) клеток были повреждены.

Таким образом, в данном исследовании выяв-
лено, что освещение бактерий лазерным светом
приводило к инактивации микобактерий, нахо-
дящихся в стадии покоя, в противоположность
активным бактериям логарифмической фазы ро-
ста (рис. 3). Очевидно, что снижение выживаемо-
сти бактерий под действием света действительно
связано с накоплением порфиринов, поскольку
введение АЛК в среду роста стимулировало выра-
ботку порфиринов (табл. 3) и повышало чувстви-
тельность клеток к освещению (рис. 3). Ранее
стимуляция синтеза порфиринов под действием
АЛК была описана для культур Mycobacterium phlei
и M. smegmatis [9], но фотодинамическое действие
эндогенных порфиринов в отношении микобак-
терий не оценивалось.

Хотя большинство клеток (около 99%) в иссле-
дованных популяциях были высокочувствитель-
ными к освещению, менее 1.0% клеток были либо
устойчивы к освещению при 532 нм, либо значи-
тельно менее чувствительны к нему (рис. 3). Од-
ной из причин возникновения остаточной устой-
чивости клеток к освещению может быть “эф-
фект фильтра”, когда свет рассеивается клетками
в суспензии, что приводит к снижению световой
дозы в глубоких слоях образца. Гетерогенность
клеток в популяции, содержащих различное ко-
личество порфиринов, также может объяснять
этот эффект. Интересно, что оценка количества
поврежденных и, очевидно, нежизнеспособных
клеток сразу же после освещения методом про-

точной цитометрии (рис. 4) выявляет значитель-
ную часть популяции как неповрежденную (око-
ло 40%). Последнее означает, что в популяции
действительно присутствуют высокочувствитель-
ные к освещению клетки и менее чувствитель-
ные. Однако последние также содержат опреде-

Таблица 3. Содержание порфиринов в активных и покоящихся клетках M. smegmatis, выращенных в присутствии
5-аминолевулиновой кислоты и без нее

Вариант опыта
Метилированный копропорфирин

(экстракция ацетоном и аммиаком),
мкг/мг влажного веса клеток

Уропорфирин
(экстракция хлороформом

и метанолом с водой),
мкг/мг влажного веса клеток

Покоящиеся Msm 0.575 ± 0.08 0.00345 ± 0.0001
Покоящиеся Msm + АЛК 0.305 ± 0.008 0.14 ± 0.014
Активные Msm 0.04667 ± 0.006 0.02233 ± 0.002
Актвные Msm + АЛК 0.07667 ± 0.006 0.11767 ± 0.011

Рис. 3. Влияние света λ – 532 нм на выживаемость
клеток покоящихся (а) и активных (б) клеток Msm,
выращенные с добавлением АЛК (2) и без нее (1). б −
1, 2 – выращивание 18 ч, 3 – 27 ч.

0 10 20 30 40 50 60
103

104

105

106

107

мин

1

2

3

(б)

К
О

Е
/м

л

0 5 10 15 20 25 30
103

104

105

106

107

мин

1

2

(а)

К
О

Е
/м

л



248

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2020

ШЛЕЕВА и др.

ленные повреждения, которые приводят в конеч-
ном итоге к гибели около 99% клеток.

Полученные нами результаты согласуются с ис-
следованиями, в которых описывается возмож-
ность фотодинамической инактивации микобакте-
рий в основном при помощи экзогенно добавлен-
ных ФС. Так, Санг с соавт. продемонстрировали
возможность фотоинактивации штаммов Mtb с
множественной лекарственной устойчивостью с
применением экзогенно введенного фотосенсиби-
лизатора радахлорина in vitro [10]. Ранее было пока-
зано, что Mycobacterium bovis BCG [11], M. marinum
[12], M. fortutinum [13] могут быть инактивирова-
ны путем фотодинамического воздействия с при-
менением экзогенно добавленных порфиринов,
как in vitro, так и in vivo. Применение катионных
ФС порфириновой природы приводило к значи-
тельному снижению числа жизнеспособных кле-
ток M. smegmatis при ФДИ белым светом в экспе-
риментах in vitro [14]. Иногда в качестве таких
экзогенно добавленных фотосенсибилизаторов
используют вещества порфириновой структу-
ры. Так, для фотодинамической инактивации зо-

лотистого стафилококка применяли порфирины,
связанные с циклодекстрином [15].

Работы, в которых использовались эндогенные
ФС для инактивации клеток бактерий, находящих-
ся в состоянии покоя, ранее не проводились. Обна-
руженный нами факт накопления эндогенных пор-
фиринов в процессе перехода микобактерий в со-
стояние покоя является уникальным и расширяет
горизонты для использования фотодинамической
терапии в отношении возбудителя туберкулеза.

В настоящем исследовании впервые показана
возможность фотоинактивации in vitro активных
и покоящихся форм микобактерий на примере
быстрорастущего родственного возбудителю ту-
беркулеза Msm штамма. Таким образом, настоящее
исследование выявляет перспективу использова-
ния ФДИ для борьбы с покоящимися формами воз-
будителя ТБ и латентной формой заболевания.

Эксперименты по проведению фотодинамиче-
ской инактивации микобактерий были проведены
при поддержке гранта РНФ № 19-15-00324. Харак-

Рис. 4. Анализ количества поврежденных клеток M. smegmatis после освещения лазером с длиной волны 532 нм мето-
дом проточной цитометрии. I – контроль (неосвещенные клетки); II – освещенные клетки. Диаграммы распределе-
ния построены в координатах: по оси абсцисс SSC-H (боковое рассеяние света), по оси ординат FL3 (красная флуо-
ресценция). На диаграммах распределения полигоном отмечена популяция клеток, окрашиваемых по PI, которая со-
ответствует доли поврежденных клеток.
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теристика покоящихся микобактерий проведена
при поддержке гранта РНФ № 16-15-00245.

При проведении исследований использовалось
оборудование Центра коллективного пользования
“Промышленные биотехнологии” Федерального
государственного учреждения “Федеральный ис-
следовательский центр "Фундаментальные основы
биотехнологии” Российской академии наук”.
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The Effect of Photodynamic Inactivation Against Dormant Forms
and Active Growing Cells of Mycobacterium smegmatis
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aBach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre ‘Fundamentals
of Biotechnology’ of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
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The causative agent of tuberculosis (TB) – Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is able to form dormant forms un-
der adverse conditions, which not only acquire resistance to all known antibacterial drugs, but are also able to
remain viable in the human body for decades and go into an active state, causing the disease to resume. To solve
the problem of latent TB, it is necessary to develop new approaches. Earlier, we discovered the accumulation of
significant concentrations of porphyrins in the dormant culture of Mycobacterium smegmatis (Msm), which is a
close, rapidly growing relative of the causative agent of tuberculosis. In this work, we investigated a new possi-
bility of killing dormant mycobacteria using photodynamic inactivation (PDI) based on stored porphyrins as en-
dogenous photosensitizers (PS). The dormant Msm cells were obtained under gradually acidification of the
growth medium in the stationary phase for 14 days at different concentrations of culture medium in stationary
phase during 14 days under different concentrations of ferric ions and presence of 5-aminolevulinic acid in the
growth medium. Cells were exposed to light with a wavelength of 532 nm emitted by an LLD10 laser for 5–
60 min. An increase in the concentration of coproporphyrin in M. smegmatis after 6 days of growth correlated
with the onset of a decrease in metabolic activity in cells and the formation of ovoid dormant forms. The dor-
mant bacteria were sensitive to PDI and were destroyed after 15–30 min of illumination, in contrast to active
cells. In the presence of 5-aminolevulinic acid and optimum concentration of ferric ions (0.5 mg/L), there was
an increase in the production of uroporphyrin in both active and dormant mycobacteria, which was accompa-
nied by an increase in sensitivity to the action of PDI. Obtained results open a new approach for the killing of
dormant mycobacteria and to combat latent tuberculosis.

Keywords: Mycobacterium smegmatis, porphyrin, photodynamic inactivation, dormant mycobacteria
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