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Изучали роль малых некодирующих РНК Mcr11 и DrrS и их возможную синергию в метаболизме
Mycobacterium tuberculosis. При выращивании на стандартных средах заметных различий в динамике
роста как штаммов с однократной делецией малых РНК ΔMcr11 и ΔDrrS, так и штамма с двойной
делецией ΔΔMcr11_DrrS по сравнению со штаммом M. tuberculosis дикого типа выявлено не было.
Однако, после пассирования in vivo этих штаммов в мышах линии B6, мутантные штаммы характе-
ризовались угнетением роста in vitro на среде Сотона с высоким содержанием глицерина (6% об.),
более выраженным у штамма с двойной делецией. Как известно, торможение роста в присутствии
высоких концентраций глицерина у клеток M. tuberculosis вызывала делеция генов Rv3679-3680, ко-
торое было обусловлено накоплением токсичного метаболита метилглиоксаля. Согласно биоин-
форматическим расчетам, мРНК гена Rv3679 содержит два потенциальных участка связывания с
малой РНК DrrS в 5'-нетранслируемой области, и, следовательно, является ее потенциальной ми-
шенью. При этом Rv3679 не содержит потенциальных участков связывания с малой РНК Mcr11, од-
нако ее делеция также ухудшает рост клеток M. tuberculosis на средах с высоким содержанием глице-
рина, что указывает на общность регуляторного действия малых РНК DrrS и Mcr11 с возникнове-
нием синергического эффекта в развитии “глицериновой токсичности” у штамма ΔΔMcr11_DrrS.
Таким образом, малые РНК Mcr11 и DrrS принимают участие в регуляции метаболизма глицерина
M. tuberculosis.
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Малые некодирующие РНК, осуществляющие
посттранскрипционную регуляцию экспрессии ге-
нов в клетках бактерий, действуют как преобразова-
тели сигналов окружающей среды и контролируют
транскрипцию, трансляцию и стабильность целе-
вых мРНК в ответ на изменение внешних условий
[1–4]. Особенно интересна роль малых некодирую-
щих РНК у патогенных бактерий, поскольку суще-
ствует ряд указаний на их участие во взаимодей-
ствии с иммунной системой организма-хозяина и
сохранении жизнеспособности бактерий в усло-
виях стрессового воздействия [1, 5].

Одной из наиболее распространенных в мире
инфекций человека является туберкулез, унося-
щий ежегодно свыше 8 миллионов человеческих
жизней [6]. В настоящее время у M. tuberculosis с

помощью биоинформатических подходов выяв-
лено несколько сотен потенциальных малых ре-
гуляторных РНК, при этом присутствие некото-
рых из них подтверждено экспериментально [4, 5,
7–9]. Механизм регуляторного действия, однако,
установлен лишь для крайне небольшого числа
[4, 10].

Особое внимание исследователей привлекают
малые некодирующие РНК M. tuberculosis, инду-
цируемые во время инфекции, поскольку изуче-
ние их функции может существенно углубить по-
нимание механизмов патогенеза туберкулезной
инфекции. Ранее было обнаружено, что малые
некодирующие РНК Mcr11 и DrrS интенсивно
экспрессируются в моделях хронической инфек-
ции мышей, и сравнимы с уровнем транскрипции
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16S рРНК [11, 12], что позволяет предположить,
что они участвуют в ответе на стрессовое воздей-
ствие, которое микобактерии испытывают после
фагоцитоза в организме хозяина. Малые РНК
Mcr11 и DrrS присутствуют только у патогенных
видов микобактерий туберкулезного комплекса,
пособных вызывать туберкулез у человека и живот-
ных. Они имеют стабильную вторичную структуру
и высоко консервативны [7]. Впервые они были
обнаружены в результате полнотраскриптомного
анализа M. tuberculosis методом RNA-seq и подтвер-
ждены Нозерн-блоттингом [11]. Позднее нами бы-
ло показано, что гиперэкспрессия этих малых
РНК в клетках M. tuberculosis приводит к замед-
лению роста патогена в стандартных условиях
in vitro [13].

Экспрессия малой РНК Mcr11 зависит от фазы
роста микобактерий, а также от условий выращи-
вания. Показано, что уровень экспрессии повы-
шается при недостатке питательных веществ и
снижается при выращивании в среде с кислым рН
[14], что указывает на ее возможную роль в про-
цессах адаптации к стрессовым условиям. Mcr11
функционально связана со смежными генами –
Rv1264 и Rv1265. Rv1265 кодирует ДНК-, АТФ-
связывающий белок, увеличивающий экспрес-
сию Mcr11 в стационарной фазе роста [15]. Пред-
полагаемыми мишенями Mcr11 являются мРНК
генов Rv3282, fadA3, и lipB, вовлеченных в метабо-
лизм липидов [16]. При выращивании M. tubercu-
losis и M. bovis в среде без источников жирных
кислот штаммы с делецией малой РНК Mcr11 по-
казывали отставание в росте.

Малая РНК DrrS является очень стабильным
транскриптом, время полужизни которого состав-
ляет 6 ч, ее экспрессия функционально связана с
регулоном DosR, активирующемся при стрессовом
воздействии оксида азота, кислородных радикалов
и при гипоксии [17]. Недавно удалось показать, что
гиперэкспрессия DrrS в клетках M. tuberculosis при-
водила к повышению устойчивости бактерий к
стрессовым воздействиям [18]. В логарифмиче-
ской фазе роста такие бактерии сохраняли более
высокую метаболическую активность в условиях
повышенного окислительного стресса, голода-
ния, продукции оксида азота или при понижении
pH среды. Гиперэкспрессия DrrS повышала вы-
живаемость микобактерий при фагоцитировании
их макрофагами в экспериментах по инфициро-
ванию клеточной линии THP-1, тогда как гипер-
экспрессия Mcr11 несущественно сказывалась на
выживаемости M. tuberculosis в этих условиях [18].
Кроме того, показано, что в макрофагах, активи-
рованных γ-интерфероном, экспрессия DrrS по-
вышается [19], что указывает на ее роль в патоге-
незе M. tuberculosis.

Полученные данные указывают на вероятную
роль малых РНК Mcr11 и DrrS в адаптации M. tu-

berculosis к персистенции внутри макроорганизма
и их участии во взаимодействии “патоген-хозяин”.

Цель работы – изучение роли малых некоди-
рующих РНК Mcr11 и DrrS и их возможной си-
нергии в метаболизме M. tuberculosis.

МЕТОДИКА
Культивирование бактерий. Бактерии M. tuber-

culosis штамм H37Rv (“ЦНИИ Туберкулеза”,
Россия) выращивали в жидкой среде Сотона (г/л
дистиллированной воды): L-аспарагин – 4.0,
KH2PO4 – 0.5, MgSO4 – 1.4, железо лимоннокис-
лое аммиачное – 0.05, натрий лимоннокислый
трехзамещенный – 2.0, ZnSO4 – 0.1, глицерин –
60 мл, pH 7.2; а также в жидкой среде Сотон_R со
сниженной концентрацией глицерина (г/л ди-
стиллированной воды): L-аспарагин – 2.0,
KH2PO4 – 0.25, MgSO4 – 0.7, железо лимонно-
кислое аммиачное – 0.025, натрий лимоннокис-
лый трехзамещенный – 1.0, ZnSO4 – 0.05, глице-
рин – 6 мл, pH 7.2. Для выращивания также ис-
пользовали жидкую среду Миддлбрука (7Н9,
“HiMedia”, Индия) в присутствии ростовой до-
бавки альбумин-декстроза-каталаза (АДК, “Hi-
Media”, Индия), 0.05% твин-80 при 37°С и пере-
мешивании (200 об./мин). Культивирование на
плотных средах проводили в статическом режиме
без добавления твин-80.

Пассирование мутантных штаммов in vivo. Му-
тантные штаммы М.tuberculosis с делецией генов
малой РНК MTS0997 и MTS1338 были получены
по методике, описанной в статье [20].

Делеция генов была подтверждена полногеном-
ным секвенированием. Данные о мутантных
штаммах содержатся в базе данных NCBI (иденти-
фикатор проекта: PRJNA701202). Для восстановле-
ния вирулентности мутантных штаммов с делеци-
ей малой РНК DrrS (ΔDrrS), малой РНК Mcr11
(ΔMcr11) штамма с двойной делецией малых РНК
Mcr11 и DrrS (ΔΔMcr11_DrrS), полученных in vitro,
и штамма дикого типа (wt) клетки выращивали в
стандартных условиях культивирования на среде
Сотона с добавлением АДК и 0.05% твина-80 до
ОП = 1, отмывали от среды и ресуспендировали в
физиологическом растворе. Полученную суспен-
зию использовали для заражения мышей линии
C57BL/6Ycit (B6), резистентных к туберкулезу, с
целью восстановления вирулентных свойств бак-
терий M. tuberculosis (доза 105 бактерий/мышь,
внутривенный способ инфицирования).

Мыши содержались в обычных условиях в ви-
варии Центрального научно-исследовательского
института туберкулеза (Россия) в соответствии с
рекомендациями Минздрава России № 755. Для
эксперимента использовали самок мышей в воз-
расте 2.5–3.0 мес. Экспериментальные процеду-
ры были одобрены Комитетом по биоэтике Цен-
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трального научно-исследовательского института
туберкулеза. Через 21 сут после инфицирования
мышей выводили из эксперимента, готовили гомо-
генаты селезенок и высевали их на плотные пита-
тельные среды Сотона и Миддлбрука в присут-
ствии АДК.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческую обработку данных проводили с помощью
t-теста Стьюдента. За статистически достоверные
принимались значения с p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

При культивировании бактерий в жидкой сре-
де Сотона с добавлением ростовой добавки АДК
и твин-80 in vitro было обнаружено, что кривая
роста штамма ΔΔMcr11_DrrS была аналогична
кривым роста штаммов с однократной делецией
малых РНК ΔMcr11 и ΔDrrS, и кривой роста
штамма дикого типа H37Rv, взятого в качестве
контроля (рис. 1). Также не наблюдалось разли-
чий в динамике роста указанных штаммов в жид-
кой среде Миддлбрука с добавлением ростовой
добавки АДК и твин-80. Таким образом, при ро-
сте на стандартных средах заметных различий в
динамике роста как штаммов с однократной де-
лецией малых РНК ΔMcr11 и ΔDrrS, так и штамма
с двойной делецией ΔΔMcr11_DrrS по сравнению
со штаммом M. tuberculosis дикого типа выявлено
не было.

При высеве гомогенатов селезенок заражен-
ных мышей линии B6, резистентных к туберкуле-
зу, на плотную питательную среду Сотона с ро-
стовой добавкой АДК и параллельно на среду
Миддлбрука с ростовой добавкой АДК, было об-
наружено, что, несмотря на идентичный характер
роста на среде Миддлбрук + АДК, характер роста
штаммов на среде Сотон + АДК был неодинако-
вым. На плотной среде Сотона у штаммов
ΔΔMcr11_DrrS, ΔMcr11 и ΔDrrS наблюдали тор-
можение роста, более выраженное у штамма с
двойной делецией, у которого рост почти полно-
стью отсутствовал (рис. 2). Колонии, полученные
после высева гомогенатов селезенок инфициро-
ванных мышей линии B6, были пересеяны на
жидкую среду для дальнейшей дифференциации.
Оказалось, что штаммы с делецией малой РНК
ΔMcr11 и малой РНК ΔDrrS, а также двух малых
РНК ΔΔMcr11_DrrS после пассирования in vivo
были не способны расти на стандартной среде
Сотон + АДК с твином (рис. 3а), и при этом хоро-
шо росли на среде Миддлбрук + АДК с твином
(рис. 3б). Для штамма дикого типа заметной раз-
ницы в росте на этих двух средах не наблюдалось.

Основным отличием в составе сред является
различная концентрация глицерина, которая в
среде Сотона составляла 6 об. %, а в среде Миддл-
брука – всего 0.5 об. %. В связи с этим, было выдви-
нуто предположение о токсичном воздействии гли-
церина на рост штаммов с делецией малых РНК
ΔMcr11, ΔDrrS и ΔΔMcr11_DrrS. Действительно,

Рис. 1. Динамика роста штаммов wt, ΔMcr11, ΔDrrS и ΔΔMcr11_DrrS M. tuberculosis на средах Сотона (а) и Миддлбрука (б).
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при выращивании штаммов в среде Сотона со сни-
женной в 10 раз концентрацией глицерина (0.6%,
среда Сотон_R) рост штамма ΔDrrS возобнов-
лялся после незначительно увеличенного лаг-
периода (рис. 4). При выращивании штаммов
ΔΔMcr11_DrrS и особенно ΔMcr11 на среде Со-
тон_R наблюдали значительно увеличенный лаг-
период (рис. 4). Однако позднее рост также воз-
обновлялся.

Анализ литературы показал, что подобное тор-
можение роста M. tuberculosis на плотных питатель-
ных средах в присутствии высоких концентраций
глицерина наблюдалось при делеции генов Rv3679-
3680, кодирующих белковый комплекс с АТФ-аз-
ной функцией [21], и, что особенно интересно, оно
тоже проявлялось только после пассирования му-
тантных клеток in vivo. Авторы исследования пока-
зали, что при понижении концентрации глицери-
на в среде рост мутантных штаммов восстанавли-
вался, подобно тому, как это было в наших
экспериментах с мутантными штаммами ΔMcr11,
ΔDrrS и ΔΔMcr11_DrrS.

Малые РНК, как известно, часто осуществля-
ют регуляторную функцию посредством связыва-
ния с мРНК гена-мишени, что ингибирует или
активирует его трансляцию. Была поставлена за-
дача поиска возможного связывания малых РНК
Mcr11 и DrrS с мРНК генов Rv3679 и Rv3680. Со-
гласно биоинформатическим расчетам, мРНК ге-
на Rv3679 в 5'-нетранслируемой области действи-
тельно содержит 2 потенциальных участка связы-

Рис. 2. Рост штаммов M. tuberculosis после высева из гомогенатов селезенок инфицированных мышей линии B6 на
плотной среде Сотона (1) и Миддлбрука (2); а – дикий тип, б – ΔMcr11, в – ΔDrrS, г – ΔΔMcr11_DrrS.

(а) (б) (в) (г)

1

2

Рис. 3. Культивирование штаммов M. tuberculosis с
восстановленной вирулентностью на жидкой среде
Сотона (а) и на среде Миддлбрука (б) в присутствии
ростовой добавки АДК и 0.05% твина-80 в течение
7 дней культивирования: 1 – дикий тип, 2 – ΔDrrS,
3 – ΔΔMcr11_DrrS.
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вания с малой РНК DrrS, но не с малой РНК
Mcr11 (Григоров А.С, персональное сообщение
на основании алгоритма CopraRNA https://rna.in-
formatik.uni-freiburg.de), что позволило предполо-
жить, что Rv3679 может являться мишенью DrrS,
а DrrS является регулятором глицеринового мета-
болизма M. tuberculosis. При этом мРНК гена
Rv3679 не содержит потенциальных участков свя-
зывания с малой РНК Mcr11, однако ее делеция
также ухудшает рост клеток M. tuberculosis на средах
с высоким содержанием глицерина, при этом тор-
можение роста на средах с высоким содержанием
глицерина особенно ярко проявляется у штамма с
двойной делецией ΔΔMcr11_DrrS (рис. 2б, 4). По-
лученный результат, по все вероятности, указы-
вает на возникновение синергического эффекта в
развитии “глицериновой токсичности” у штамма
ΔΔMcr11_DrrS M. tuberculosis. Подобный синер-
гитический эффект был ранее отмечен у другого
внутриклеточного бактериального патогена Legio-
nella pneumophila. Примечательно, что делеция двух
малых РНК rsmY и rsmZ приводила к резкому сни-
жению вирулентности клеток штамма ΔΔrsmYZ
L. pneumophila и их способности к внутриклеточ-
ному росту в макрофагах, тогда как делеция ма-
лых РНК rsmY и rsmZ по-отдельности не оказывала
заметного влияния на вирулентность патогена [22].

Полученные нами результаты открывают пер-
спективы дальнейшего изучения двух малых не-
кодирующих РНК Mcr11 и DrrS ex vivo и in vivo и
их регуляторной роли в метаболизме глицерина
M. tuberculosis и накоплении токсических метабо-
литов с целью поиска новых антибиотических ве-
ществ, использующих возможности клеточного
суицида для уничтожения опасного патогена.

Заявление о работе в соответствии
с международными Правилами работы

с животными

Исследования на лабораторных мышах линии
B6 проводили в строгом соответствии с этически-

ми нормами обращения с животными, приняты-
ми Европейской конвенцией по защите позво-
ночных животных, используемых для исследова-
тельских и иных научных целей (European Treaty
Series, № 123).

А.А. Острик и Е.Г. Салина благодарят РФФИ
(проект № 20-34-90015) за финансовую поддерж-
ку работы.
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Small RNAS Mcr11 and DrrS of Mycobacterium tuberculosis 
as Possible Regulators of Glycerol Metabolism

А. А. Ostrika, *, А. S. Grigorovb, I. V. Bocharovac, А. S. Kaprelyantsa, T. L. Azhikinab, and Е. G. Salinaa

a A.N. Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy
of Sciences, Moscow, 119071 Russia

b Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia
c Central Institute for Tuberculosis, Moscow, 107564 Russia

*e-mail: albina.ostrik@gmail.com

The role of small non-coding RNAs Mcr11 and DrrS with its possible synergy in the metabolism of M. tuber-
culosis was studied. There were no noticeable differences in the growth dynamics of both strains with a single
deletion of small RNAs ΔMcr11 and ΔDrrS and a strain with a double deletion ΔΔMcr11_DrrS compared to
the wild-type M. tuberculosis strain during growth on standard media in vitro. However, it was found that after
virulence restoration of these strains by in vivo passage through B6 mice, they showed a growth defect on Sau-
ton’s medium with a high content of glycerol (6 vol. %) in vitro, more pronounced in the strain with a double
deletion. As it is known, growth inhibition in the presence of high concentrations of glycerol in M. tuberculosis
cells was caused by the deletion of the Rv3679-3680 genes, which was due to the accumulation of the toxic
metabolite methylglyoxal. According to bioinformatic predictions, the mRNA of the Rv3679 gene in the
5'-untranslated region contains 2 potential binding sites for the DrrS, but not for the Mcr11, suggesting that
Rv3679 may be a DrrS target. The obtained result may indicate a common regulatory activity for small RNAs
DrrS and Mcr11 of M. tuberculosis with the occurrence of a synergistic effect in the development of “glycerol
toxicity” in the ΔΔMcr11_DrrS strain. Thus, small RNAs Mcr11 and DrrS are involved in the regulation of
M. tuberculosis glycerol metabolism pathways.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, persistence, virulence, small non-coding RNA, regulation of transla-
tion, glycerol metabolism
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