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с фибропластическими процессами, в легких мышей 
при развитии туберкулезного воспаления
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В настоящем исследовании проведен анализ экспрессии генов белков, участвующих во внутриклеточных сиг-
нальных путях, сопряженных с профибротическим ответом, активацией эпителиально-мезенхимального и эндо-
телиально-мезенхимального переходов, при моделировании туберкулезного гранулематоза и фармацевтических 
воздействиях. Материал и методы. Исследование проводили на мышах-самцах линии BALB/c двухмесячного 
возраста с массой тела 18–22 г. Генерализованный туберкулезный гранулематоз моделировали однократным 
внутривенным (ретроорбитально) введением 0,5 мг вакцины БЦЖ в 0,2 мл изотонического водного раствора 
NaCl (ФР), через 4 мес. часть мышей начинала получать препараты лечения, через 2 мес. животных выводили из 
эксперимента путем декапитации и выделяли легкие (через 6 мес. после введения вакцины БЦЖ). Мыши были 
разделены на шесть групп, по пять особей в каждой: интактные, которым внутривенно ретроорбитально вводи-
ли 0,2 мл ФР; инфицированные БЦЖ и получавшие внутрибрюшинные инъекции ФР; инфицированные БЦЖ и 
получавшие внутрибрюшинные инъекции раствора гидразида изоникотиновой кислоты (ГИНК); инфицирован-
ные БЦЖ и получавшие внутрибрюшинные инъекции раствора декстразида (конъюгат окисленного декстрана 
40 кДа и ГИНК); инфицированные БЦЖ и получавшие внутрибрюшинно либо ингаляционно раствор молеку-
лярно-наносомальных фармацевтических композиций окисленного декстрана (МНФК). По окончании экспе-
римента в ткани легкого мышей методом ПЦР в реальном времени определяли экспрессию мРНК матриксной 
металлопротеиназы-9, проколлагена типа iii, TGF-β и транскрипционных факторов ZEB1 и Snai1. Результаты. 
Обнаружено, что моделирование генерализованного туберкулезного гранулематоза сопровождается индукцией 
эпителиально-мезенхимального перехода и активацией профибротических процессов, что через 6 мес. прояв-
лялось в повышении экспрессии цепи α1 коллагена iii типа и TGF-β. Назначение животным в течение 2 мес. 
традиционных (ГИНК) и оригинальных (декстразид, МНФК) препаратов с противотуберкулезной активностью 
обладает ингибирующей активностью разной степени выраженности в отношении различных маркеров данных 
процессов.

Ключевые слова: туберкулезный гранулематоз, фиброз, окисленный декстран, декстразид, матриксная ме-
таллопротеиназа-9, проколлаген типа iii, TGF-β, ZEB1, Snai1.
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The study analyzes the expression of protein genes involved in intracellular signaling pathways associated with a 
profibrotic response, activation of epithelial-mesenchymal and endothelial-mesenchymal transitions, in modeling 
tuberculous granulomatosis and pharmaceutical effects. Material and methods. The study was performed on male 
BALB/c mice aged two months and weighing 18–22 g. Generalized tuberculous granulomatosis was simulated by a 
single intravenous (retro-orbital) injection of 0.5 mg BCG vaccine in 0.2 ml of isotonic aqueous NaCl solution (SS), after 
4 months a part of mice started to receive treatment drugs, after 2 months the animals were sacrificed by decapitation (6 
months after BCG vaccine administration) and their lung tissues were collected. Mice were divided into 6 groups, 5 males 
in each: intact, which were intravenously into the retro-orbital sinus injected with 0.2 ml SS (C); infected with BCG and 
receiving SS intraperitoneal injections (BS); infected with BCG and received intraperitoneal injections of isonicotinic 
acid hydrazide solution (iNAH) (Bi); infected with BCG and received intraperitoneal injections of dextrazide solution 
(conjugate of 40 kda oxidized dextran and iNAH) (Bd); infected with BCG and received intraperitoneal or inhalation 
injections of solution of molecular-nanosomal pharmaceutical compositions of oxidized dextran (MNPC) (BMP and 
BMH, respectively). Finally, the expression of mRNA of matrix metalloproteinase 9, type iii procollagen, TGF-β, and 
transcription factors ZEB1 and Snai1 was determined by real-time PCR in mice lung tissue. Results. The modeling 
of generalized tuberculous granulomatosis was found to be accompanied by the induction of epithelial-mesenchymal 
transition and the activation of profibrotic processes, which after 6 months was manifested in increase of the type iii 
collagen α1-chain and TGF-β mRNA expression. Administration of traditional (iNAH) and original (dextrazide, MNPC) 
preparations with anti-tuberculosis activity within two months has inhibitory activity of varying severity in relation to 
various markers of these processes.

Key words: tuberculous granulomatosis, fibrosis, oxidized dextran, dextrazide, matrix metalloproteinase 9, type iii 
procollagen, TGF-β, ZEB1, Snai1.
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Фиброзирование является частым прогрес-
сирующим ответом на хроническое воспаление. 
Накопление компонентов внеклеточного матрик-
са, продуцируемого активированными интерсти-
циальными миофибробластами, в сочетании с 
нарушением его реорганизации приводит к на-
рушению нормальной архитектуры ткани и, тем 
самым, функции органа [10]. Белки семейства 
матриксной металлопротеиназы (MMP) уча-
ствуют в распаде внеклеточного матрикса в нор-
мальных физиологических процессах, таких как 
эмбриональное развитие, размножение, ангиоге-
нез, развитие костей, заживление ран, миграция 
клеток, обучение и память, а также в патологи-
ческих процессах, таких как артрит, внутримоз-
говое кровоизлияние, метастазы [9, 13]. К числу 
важных ферментов, участвующих в ремоделиро-
вании структур внеклеточного матрикса, отно-
сится MMP-9; данный фермент ассоциирован с 
многочисленными патологическими процессами, 
включая воспалительные, онкологические, имму-
нологические и сердечно-сосудистые заболева-
ния [2]. Основу соединительной ткани организма 
составляют коллагены – фибриллярные белки, 
обеспечивающие ее прочность и эластичность; 
95 % всего коллагена в дерме человека состав-
ляют коллагены i и iii типов, коллаген iii типа 
также содержится в других растяжимых соеди-
нительных тканях (легкие, сосудистая система), 
часто в сочетании с коллагеном типа i [15].

В процессе воспаления мононуклеары и ма-
крофаги инфильтрируют область воспаления и 
секретируют различные цитокины, необходимые 
для клеточной миграции, активации, дифферен-
цировки. Фибробласты активируются и диф-
ференцируются в миофибробласты и начинают 
синтезировать белки внеклеточного матрикса 
(коллаген, фибронектин, эластин, протеоглика-
ны) для восстановления поврежденного матрикса 
и поддержания гомеостаза ткани. В физиологиче-
ских условиях этот процесс достигается за счет 
баланса между уровнем синтеза белков внекле-
точного матрикса и уровнем их разрушения за 
счет протеолитических ферментов.

Существует много сигнальных путей, приво-
дящих к активации фибробластов (опосредован-
ных TGF-β, iL-1β, iL-4, iL-6, EGF). К основным 
индукторам активации фибробластов относит-
ся TGF-β. Он принадлежит к Th1-цитокинам и 
синтезируется многими клетками, включая ма-
крофаги, лимфоциты и фибробласты [3, 11]. 
TGF-β осуществляет передачу сигнала от по-
верхности клетки к ядру за счет активации Smad-
сигнального пути. Цитокин связывается с консти-
тутивно активным TGF-β-рецептором ii, который 
стимулирует TGF-β-рецептор i и образует с ним 

активный комплекс, фосфорилирующий цито-
плазматические сигнальные молекулы Smad2 
и Smad3. Активированные Smad2 и Smad3 со-
единяются с Smad4, и образовавшийся комплекс 
транслоцируется в ядро, где взаимодействует со 
Smad-связывающим элементом, что в конечном 
итоге приводит к транскрипции целевых генов и 
синтезу коллагена. TGF-β также активирует инги-
бирующую сигнальную молекулу Smad7, которая 
взаимодействует с рецептором TGF-β и блокирует 
фосфорилирование Smad2/3, контролируя таким 
образом магнитуду сигнального ответа на TGF-β 
за счет образования петли негативной обратной 
связи [3, 11]. Существуют альтернативные пути 
передачи сигнала, например, MAP-киназный и 
Pi3/Akt/PKB-киназный [12]. Образование боль-
шого количества коллагена может быть также 
связано с уменьшением количества репрессо-
ров TGF-β-связанных сигнальных путей: Smad7, 
PPAR-γ, p53, Fli-1. Кроме того, цитокины TNF-α, 
iFN-γ снижают TGF-β-опосредованный синтез 
коллагена за счет активации супрессоров (NF-kB, 
STAT-1, AP-1).

Фибробласты являются основным источни-
ком белков внеклеточного матрикса. Изначально 
предполагалось, что зрелые фибробласты образу-
ются из эмбриональных мезенхимальных клеток, 
а пролиферирующие резидентные фибробласты и 
циркулирующие фиброциты являются основным 
источником миофибробластов, участвующих в 
процессе фиброгенеза. Однако показано, что зре-
лые фибробласты также образуются из эпители-
альных (эпителиально-мезенхимальный переход, 
ЭМП) и эндотелиальных клеток (эндотелиально-
мезенхимальный переход) [3, 14]. Эпителиальные 
клетки приобретают фибробластоподобную мор-
фологию и начинают экспрессировать маркеры 
фибробластов/миофибробластов, такие как FSP-1, 
α-SMA, N-кадгерин, виментин, теряя при этом 
эпителиальные маркеры – E-кадгерин, окклюдин, 
десмоплакин. ЭМП характеризуется трансфор-
мацией эпителиальных и эндотелиальных клеток 
в мигрирующие и инвазивные мезенхимальные 
клетки. При этом происходит разъединение плот-
ных и адгерентных контактов, растворение дес-
мосом, потеря апикально-базальной ориентации 
клеток, реорганизация актинового цитоскелета и 
инициация миграции клеток.

Гиперактивация ЭМП играет важную роль 
в развитии и прогрессии фиброза в различных 
органах. Во время такого перехода происходит 
утрата эпителиальных и эндотелиальных мар-
керов и появление мезенхимальных маркеров 
(α-SMA, коллаген). Основным индуктором ЭМП 
являются белки семейства TGF-β, активирующие 
транскрипционные факторы семейства SMAd 
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[6], которые ингибируют транскрипцию эпите-
лиальных генов и активируют гены транскрип-
ционных факторов, участвующих в ЭМП, – Snail, 
ZEB и bHLH. Клетки первичного альвеолярного 
эпителия под воздействием TGF-β на протяже-
нии 3–6 дней подвергаются трансформированию 
в фибробласты и миофибробласты [16]. Молеку-
лярное репрограммирование, происходящее при 
ЭМП, управляется различными транскрипци-
онными факторами (EMT-activating transcription 
factors): Snail, Twist, ZEB1 [5, 14]. Эти факторы 
работают как молекулярные переключатели, от-
вечающие за известные сигнальные пути, и регу-
лируют ЭМП [3, 8]. Одновременно TGF-β акти-
вирует SMAd-независимые сигнальные каскады, 
которые необходимы для потери межклеточных 
контактов, а также активации пролиферации и 
миграции клеток: Rho ГТФазы, киназы ERK/
MAP, PAR6 и Pi3 [7].

Интересно, что фиброз, опосредуемый раз-
личными этиологическими факторами, ассоции-
рован с активацией Th17-клеток, которая проис-
ходит при воздействии TGF-β и iL-6 на наивные 
Th-клетки [4]. Данные клетки рассматриваются 
как одна из причин фибротических осложнений, 
их активность ассоциирована с тяжестью пора-
жения легких [17].

В настоящем исследовании проведен анализ 
экспрессии генов белков, участвующих во вну-
триклеточных сигнальных путях, сопряженных с 
профибротическим ответом, активацией эпители-
ально-мезенхимального и эндотелиально-мезен-
химального переходов, при моделировании ту-
беркулезного гранулематоза и фармацевтических 
воздействиях.

материал и методы

Исследование проводили на мышах-самцах 
линии BALB/c двухмесячного возраста массой 
тела 18–22 г, полученных из Государственного 
научного центра вирусологии и биотехнологии 
«Вектор» (Кольцово). Генерализованный тубер-
кулезный гранулематоз моделировали однократ-
ным внутривенным (ретроорбитально) введени-
ем 0,5 мг вакцины БЦЖ в 0,2 мл изотонического 
водного раствора NaCl (ФР) [1], через 4 мес. часть 
мышей начинала получать препараты лечения 
внутрибрюшинно либо ингаляционно по опи-
санной ниже схеме, выведение из эксперимента 
путем декапитации – через 2 мес. после начала 
назначения препаратов (через 6 мес. после введе-
ния вакцины БЦЖ). Животные были разделены 
на шесть групп, по пять особей в каждой. Груп-
па «К» – интактные мыши, которым внутривен-
но ретроорбитально вводили 0,2 мл ФР. Группа 

«БФ» – мыши, инфицированные вакциной БЦЖ 
и получавшие внутрибрюшинные инъекции ФР. 
Группа «БГ» – мыши, инфицированные вакциной 
БЦЖ и получавшие 2 раза в неделю внутрибрю-
шинные инъекции раствора гидразида изонико-
тиновой кислоты (ГИНК) (14 мг/кг массы тела, 
50 мкл). Группа «БД» – мыши, инфицированные 
вакциной БЦЖ и получавшие 2 раза в неделю 
внутрибрюшинные инъекции декстразида (конъ-
югат окисленного декстрана с молекулярной 
массой 40 кДа и ГИНК, 2%-й раствор, 50 мкл). 
Группа «БМВ» – мыши, инфицированные вак-
циной БЦЖ и получавшие 2 раза в неделю вну-
трибрюшинные инъекции раствора молекулярно-
наносомальных фармацевтических композиций 
окисленного декстрана (МНФК: смесь 2%-го 
декстразида и 1%-го фосфатидилхолина; 50 мкл). 
Группа «БМИ» – мыши, инфицированные вакци-
ной БЦЖ и получавшие 2 раза в неделю ингаля-
ционно раствор МНФК (животных помещали на 
5 мин в затравочную камеру с распыленным рас-
твором МНФК из расчета 50 мкл на мышь).

РНК из ткани легкого выделяли с использо-
ванием TRizol Reagent согласно инструкции. Для 
получения кДНК проводили обратную транскрип-
цию с использованием набора реагентов iScript 
cdNA Syntesis Kit согласно инструкции. Измене-
ния экспрессии мРНК генов исследовали мето-
дом TaqMan ПЦР в режиме реального времени на 
амплификаторе CFX96 («Bio-Rad Laboratories», 
США). Реакцию амплификации выполняли в сле-
дующих условиях: реакционная смесь ПЦР объ-
емом 20 мкл содержала буфер для ПЦР, 2,5 мМ 
MgCl2, 0,2 мМ dNTP’s, 1,25 е.а. Taq-полимеразы. 
Амплификацию проводили согласно следующей 
программе: 3 мин при 95 °С начальной денатура-
ции, далее 40 циклов: 10 с при 95 °С для денатура-
ции, 20 с при 60 °С для гибридизации праймеров, 
съем флуоресцентного сигнала, 20 с при 72 °С для 
элонгации. Уровень экспрессии мРНК генов нор-
мировали относительно референсного гена Gapdh. 
Уровень экспрессии рассчитывали согласно ме-
тоду Pfaffl. Подобранные с помощью программы 
PrimerQuest Tool (integrated dNA Technologies, 
США) пары праймеров (прямых и обратных) и 
TaqMan-зондов приведены в таблице.

Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили, вычисляя среднее ариф-
метическое значение (М), ошибку среднего ариф-
метического значения (m), и представляли в виде 
M ± m. Различия между группами оценивали с 
помощью критерия Стьюдента, достоверными 
считались результаты при р < 0,05. Связь между 
различными признаками в исследуемой выборке 
определяли с помощью корреляционного анализа 
величиной коэффициента корреляции Пирсона (r).

Кожин П.М. и др. Экспрессия генов белков, сопряженных с фибропластическими процессами...

СИБИРСКИЙ	НАУЧНЫЙ	МЕДИЦИНСКИЙ	ЖУРНАЛ	2019;	39	(4):	22–29



26 

результаты и их обсуждение

На рисунке представлены результаты анализа 
экспрессии мРНК MMP-9 (рисунок, а), проколла-
гена типа iii (рисунок, б), TGF-β (рисунок, в) и 
транскрипционных факторов ZEB1 (рисунок, г) 
и Snai1 (рисунок, д). Развитие генерализованно-
го туберкулезного гранулематоза закономерно 
сопровождалось индукцией ЭМП и активацией 
профибротических процессов, что проявлялось 
в повышении экспрессии цепи α1 коллагена iii 
типа и TGF-β (см. рисунок, б, в). В легких мы-
шей через 6 мес. после инъекции вакцины БЦЖ 
экспрессия гена участвующего в индукции ЭМП 
транскрипционного фактора ZEB1 не изменя-
лась (см. рисунок, г), а содержание мРНК фак-
тора Snai1 даже уменьшалось (см. рисунок, д). 
Экспрессия гена TGF-β уменьшалась только в 
результате введения декстразида. Однако несмо-
тря на снижение экспрессии гена основного ин-
дуктора активации фибробластов, TGF-β [3, 11], 
декстразид не разрывал биохимического каска-
да ЭМП, не оказывая статистически значимого 
влияния ни на экспрессию исследованных ге-
нов транскрипционных факторов, участвующих 
в ЭМП, ни на экспрессию генов MMP-9 и про-
коллагена iii.

Содержание мРНК MMP-9 было одинаковым 
практически во всех группах, за исключением 
инфицированных БЦЖ животных, получавших 

МНФК внутрибрюшинно. Данный факт можно 
рассматривать как потенциально позитивный те-
рапевтический эффект, поскольку известно, что 
Mycobacterium tuberculosis индуцирует гиперпро-
дукцию клетками хозяина протеаз, главным обра-
зом MMP, что приводит к образованию полостей 
и формированию антибиотикорезистентности 
[13]. Под действием тестируемых соединений 
содержание мРНК проколлагена iii снижалось 
(в случае ГИНК и МНФК внутрибрюшинно – 
статистически значимо), возвращаясь к уровню, 
характерному для животных контрольной груп-
пы, что косвенно свидетельствует об угнетении 
дифференцировки фибробластов в миофибро-
бласты. Следует отметить, что, согласно полу-
ченным нами данным, традиционно использую-
щийся в терапии туберкулеза ГИНК оказывает 
влияние на течение туберкулезного гранулема-
тоза, минуя TGF-β-зависимый путь, не влияя 
на уровень экспрессии гена TGF-β, но подавляя 
экспрессию гена проколлагена iii. Внутрибрю-
шинное введение МНФК приводило к снижению 
экспрессии ZEB1 у инфицированных животных, 
что согласуется с уменьшением экспрессии в их 
легочной ткани мРНК MMP-9; на сопряженность 
процессов с участием MMP-9 и ZEB1 указыва-
ет и наличие значимой корреляционной связи 
между величинами этих показателей (r = 0,68; 
p = 0,0013). К сожалению, менее инвазивный 
ингаляционный путь введения МНФК оказал-

Таблица
Перечень генов, подобранных пар прямых (F) и обратных (R) праймеров, TaqMan-зондов (Pr)

Table
List of genes, forward (F), reverse (R) primer sequences and TaqMan probes (Pr) 

Ген GenBank ассоциированный номер Последовательность праймера

Gapdh NM_001289726.1
NM_008084.3

F: 5′-AACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTC-3′
R: 5′-ACCAGTGGATGCAGGGATGATGTT-3′
Pr: R6G-5′-ATGACCACAGTCCATGCCATCACTGCCA-3′-Q

Mmp9 NM_013599.4 F: 5′-CTCCAACCTCACGGACAC-3′
R: 5′-GACTGCTTCTCTCCCATCATC-3′
Pr: Fam-5′-AGCTGGCAGAGGCATACTTGTACC-3′-BHQ1

Col3a1 NM_009930.2 F: 5′-CCCTTCTTCATCCCACTCTTATT-3′
R: 5′-GATCCTGAGTCACAGACACATATT-3′
Pr: Fam-5′-TCATCTACGTTGGACTGCTGTGCC-3′-BHQ1

Tgfb1 NM_011577.2 F: 5′-CCTGAGTGGCTGTCTTTTGA-3′
R: 5′-CGTGGAGTTTGTTATCTTTGCTG-3′
Pr: Fam-5′-CCCTGTATTCCGTCTCCTTGGTTCA-3′-BHQ1

Zeb1 NM_011546.3 F: 5′-AGACACCGCCGTCATTTATC-3′
R: 5′-CAGGTGAGCAACTGGGAAA-3′
Pr: Fam-5′-ACACCAGAAGCCAGCAGTCATGAT-3′-BHQ1

Snai1 NM_011427.3 F: 5′-CTGCACGACCTGTGGAAAG-3′
R: 5′-GTTGGAGCGGTCAGCAAA-3′
Pr: Fam-5′-ACCCACACTGGTGAGAAGCCATTC-3′-BHQ1
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ся неэффективен в отношении исследованных 
нами показателей.

Таким образом, обнаружено, что моделиро-
вание генерализованного туберкулезного гра-
нулематоза сопровождается индукцией ЭМП и 
активацией профибротических процессов, что 
через 6 мес. проявлялось в повышении экспрес-

сии цепи α1 коллагена iii типа и TGF-β. Назна-
чение животным в течение 2 мес. традиционных 
(ГИНК) и оригинальных (декстразид, МНФК) 
препаратов с противотуберкулезной активностью 
обладает ингибирующей активностью разной 
степени выраженности в отношении различных 
маркеров данных процессов.

Рис.  Экспрессия мРНК белков, сопряженных с фибропластическими процессами, в легких мышей при раз-
витии туберкулезного воспаления. Результаты нормированы на контроль, выбросы исключены с ис-
пользованием критерия Шовене. Обозначены статистически значимые (p < 0,05) отличия от величин 
соответствующих значений: * – контроля, # – группы «БФ», ^ – группы «БГ»

Fig.  Expression of protein genes participating in fibroplastic processes in mice lung during the development of 
tuberculous inflammation. Results are normalized to control, outliers excluded using Chauvenet’s criterion. 
* – p < 0.05 compared with control, # – p < 0.05 compared with BS group
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