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Аннотация
В обзоре обобщены современные данные литературы об основных структурах и антигенах туляремий-
ного микроба, ответственных за адаптацию внутри теплокровного макроорганизма-хозяина (чувствитель-
ные животные, человек). Для успешного выживания Francisella tularensis в условиях стресса требуется 
взаимодействие всех клеточных структур микроба. Несмотря на активные исследования, проводимые в 
области изучения детерминант и механизмов устойчивости F. tularensis, причина высокой адаптационной 
способности при низкой изменчивости возбудителя туляремии не установлена. Эти исследования важны 
для понимания механизмов персистенции и вирулентности F. tularensis, а также для дальнейшей разра-
ботки вакцин и диагностических препаратов.
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The review summarizes current literature data on the main structures and components of the tularemia microbe 
responsible for adaptation to the warm-blooded host macroorganism (susceptible animals, humans). According to 
scientific data, the successful survival of Francisella tularensis under stress conditions requires the interaction of 
all cellular structures of the microbe. Despite active research carried out in the field of studying the determinants 
and mechanisms of F. tularensis resistance, the reason for the high adaptive capacity with low variability of the 
tularemia pathogen has not been established. These studies are important for understanding the mechanisms 
of persistence and virulence of F. tularensis, as well as for further development of vaccines and diagnostic tests.
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Введение
Возбудитель туляремии — Francisella tularensis 

имеет широкий спектр экологических резервуаров с 
большим количеством потенциальных хладнокров-
ных (членистоногих и пресноводных простейших) и 
теплокровных (грызунов и других млекопитающих, 
включая человека) хозяев, что указывает на хоро-
шую адаптивность бактерии [1]. F. tularensis может 
длительное время сохраняться в воде и вызывать 
заболевание у ондатр, водных полёвок и бобров [2]. 
Бактерии F. tularensis способны переживать небла-
гоприятные условия в амёбах и других простей-
ших [3]. Факторы, активирующие персистенцию 
возбудителя, присутствуют во внешней среде, что 
указывает на возможность выживания организма в 
водно-грязевых суспензиях [4]. 

Между вспышками туляремийный микроб мо-
жет сохраняться в окружающей среде в неактивном 
состоянии практически без репликации [5, 6]. Бак-
терия переходит в инфекционное, жизнеспособное, 
но «некультивируемое» состояние. При этом она 
всё еще способна переходить в вирулентные формы 
при изменении условий существования. Этим объ-
ясняется идентичность генотипа возбудителя туля-
ремии при возникновении вспышки через десятиле-
тия. Реверсия некультивируемых форм F. tularensis 
в исходное состояние осуществляется с помощью 
чувствительных животных. По мнению Л.В. Ро-
мановой и соавт., такое состояние следует рассма-
тривать как фактическую форму существования 
возбудителя туляремии в почвенных и водных эко-
системах [7]. Ревертанты некультивируемых форм 
туляремийного микроба восстанавливают свои ос-
новные свойства, в том числе вирулентность. Опре-
делено, что возбудитель туляремии наделен важной 
для персистенции адаптивной пластичностью, про-
являющейся в его адекватной реакции на стрессо-
вые факторы окружающей среды [7].

В чувствительном макроорганизме возбуди-
тель туляремии способен проникать, выживать и 
размножаться в широком спектре клеток-хозяев, 
включая макрофаги и дендритные клетки [8, 9]. 
Бактерии F. tula rensis «включают» ряд адаптацион-
ных механизмов, которые позволяют им выжить в 
агрессивных условиях макроорганизма хозяина, ха-
рактеризующихся высокой температурой, присут-
ствием активных форм кислорода, низким уровнем 
рН, недостатком железа и ограничениями в пита-
тельных веществах. 

Цель данной работы — обобщение данных о 
детерминантах адаптации F. tularensis внутри ма-
кроорганизма, их структурно-функциональных ха-
рактеристиках и взаимодействии друг с другом.

Капсулоподобный комплекс
В организме теплокровного хозяина F. tula ren-

sis размножается внутриклеточно, имея при этом 

длительную внеклеточную фазу [10, 11], что облег-
чает распространение. Во время этой фазы микроб 
подвергается воздействию различных антибактери-
альных факторов: система комплемента, антитела, 
фагоциты. Всё это препятствует распространению 
бактерии [12]. F. tularensis, как и другие патогенные 
микроорганизмы, по некоторым данным, окружена 
капсулой, которая ограничивает доступ иммунных 
эффекторов к мембране бактерии [13]. Внутри-
клеточная среда макрофага является триггером к 
образованию электронно-плотного капсульного ве-
щества толщиной 50–250 нм, которое исчезает при 
выходе из фагосомы [14]. I. Golovliov и соавт. вы-
двинули гипотезу о том, что как только F. tularensis 
переходит внутрь эндосомы или фагосомы, неко-
торые компоненты капсулоподобного комплекса 
(КПК) быстро высвобождаются, что приводит к 
деградации мембраны [15]. КПК не образуется при 
росте вне макрофагов, что, скорее всего, связано с 
отсутствием активирующих образование капсулы 
условий [16]. Однако A.B. Bandara и соавт. показали, 
что культивирование в сердечно-мозговом бульоне 
с добавлением глюкозы, галактозы или маннозы 
активировало усиленный синтез КПК [17]. Гипер-
трофированная капсула увеличивает вирулентность 
F. tularensis LVS в отношении мышей.

КПК является гетерогенным комплексом гли-
копротеинов, белков и, возможно, везикул и тру-
бок [14]. В отличие от большинства бактериальных 
капсул, всего 10% КПК составляют углеводы: глю-
коза, галактоза и манноза. Преимущественно капсу-
ла состоит из множества протеиназаустойчивых 
белков, гликопротеинов и высокомолекулярных гли-
копротеинов с молекулярной массой 150–250 кДа 
[17]. За образование КПК у F. tularensis отвечает ген 
capB, который имеет сходство с таковым у Bacillus 
anthracis, кодирующим белки капсулы поли-D-глу-
таминовой кислоты [18]. Делеция данного гена сни-
жает вирулентность F. tularensis, а вакцинация му-
тантным штаммом индуцирует защиту у мышей от 
заражения капсульным штаммом [19]. 

При подробном анализе капсулы F. tularensis 
был обнаружен полисахарид, идентичный субъеди-
нице О-антигена липополисахарида. Структурный 
состав О-антигена был экспериментально установ-
лен для большинства подвидов F. tularensis [20]. По-
теря О-антигена снижает вирулентность F. tularensis 
для мышей, но выработанные антитела после зара-
жения таким штаммом обеспечивают защиту от за-
ражения другими штаммами туляремийного микро-
ба [21]. За выработку О-антигена отвечает ген wbtA. 
Его инактивация приводит к полной потере O-ан-
тигена, повышению чувствительности к специфи-
ческой сыворотке, нарушению внутриклеточной 
репликации и сильному ослаблению вирулентности 
в мышах. Примечательно, но этот мутант всё ещё 
обеспечивает защиту от заражения F. tularensis LVS 
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[22]. Поскольку О-антиген тесно связан с капсулой 
F. tularensis, делеция генов, кодирующих гликозил-
трансферазы О-антигена, блокируют биосинтез 
О-антигена и капсулы. В то же время мутации в ге-
нах, кодирующих полимеразу О-антигена или ацил-
трансферазу, предотвращали только синтез О-анти-
гена, но не капсулы. У F. tularensis SCHU S4 был 
идентифицирован локус, который не связан с локу-
сом O-антигена, но необходим для биосинтеза О-ан-
тигена и капсулы. Мутации в любом из трех генов 
в этом локусе приводили к потере обеих структур 
и, следовательно, к повышению чувствительности 
к специфической сыворотке. Кроме того, мутанты 
быстрее атаковались макрофагами и имели снижен-
ный внутриклеточный рост [23]. 

Локализация антигенных детерминант (липо-
полисахаридов, белков наружных мембран) на по-
верхности клеток F. tularensis, формирующих его 
характерную полиэпитопную антигенную струк-
туру, а также данные о высокой протективной ак-
тивности субклеточных фракций и белков наруж-
ных мембран грамотрицательных бактерий [24] 
обусловливают возможность их использования при 
создании безопасных, эффективных и специфич-
ных иммунопрофилактических и диагностических 
средств. 

Таким образом, можно заключить, что: 
1. КПК — это гетерогенный комплекс, объеди-

няю  щий гликопротеины, полисахариды и бел-
ки. 

2. КПК имеется у всех подвидов F. tularensis.
3. КПК образуется при попадании в макрофаг, за-

щищая бактерию от окислительного стресса в 
фагосоме. 

Везикулы
Значительную роль во взаимодействии F. tula-

ren sis с клетками-хозяевами и с иммунной систе-
мой играют везикулы внешней мембраны (outer 
membrane vesicles — OMV). Это двуслойные мем-
бранные частицы небольшого размера (20–300 нм), 
образованные путём инкапсуляции периплазмы с 
содержимым частью внешней мембраны [25]. Вези-
кулы выполняют множество функций в образе жиз-
ни бактерий, главными из которых являются реали-
зация своих защитных механизмов и поддержание 
жизнеспособности при дальнейшем инфицирова-
нии клеток хозяев. Высвобождение ОМV является 
альтернативным способом секреции белков, в том 
числе ответственных за адаптацию к стрессу [26]. 
Таким образом, OMV действуют как система секре-
ции, которая способствует колонизации и распро-
странению бактерии. Несмотря на долгую историю 
исследований OMV, неизвестно, является ли их 
продукция неспецифическим побочным продуктом 
роста или регулируемым явлением, и возможные 
механизмы, позволяющие специфически нацели-

вать белки, такие как факторы вирулентности, ещё 
предстоит определить.

F. tularensis реплицируется внутри широкого 
спектра клеток-хозяев, преимущественно используя 
для этих целей макрофаги. А способность F. tula-
rensis образовывать везикулы с целью противодей-
ствовать защитным механизмам хозяина, имеет 
решающее значение для её выживания и вирулент-
ности. Строение OMV F. tularensis отличается от та-
ковых у других микроорганизмов. Установлено, что 
OMV, продуцируемые в F. novicida [27] и F. tularensis 
SchuS4 [28], имеют необычную нанотрубчатую фор-
му, содержащую факторы вирулентности и имму-
нореактивные белки. Протеомный анализ везикул 
выявил наличие многих известных антигенов (око-
ло 520) и факторов вирулентности F. tularensis [29]. 
Поскольку известно, что OMV продуцируются в те-
чение первого часа после попадания F. tularensis в 
клетку-хозяина, предполагается, что они могут рас-
сматриваться в качестве фактора вирулентности во 
время инвазии клеток-хозяев [15, 27]. 

Другой функцией везикул является защита 
F. tula rensis от стрессового воздействия в макро-
фагах. При созревании фагосомы в фаголизосоме 
падает рН, активируя протеолитические ферменты 
и способствуя образованию активных форм кис-
лорода [30]. F. tularensis предотвращает окисление 
и созревание фагосомы и через 1–4 ч выходит в 
цито золь клетки-хозяина, где реплицируется и ак-
тивирует гибель макрофага [31]. Высвобождение 
OMV увеличивается в ответ на стресс окружающей 
среды и условий, которые дестабилизируют бак-
териальную оболочку или приводят к накоплению 
развёрнутых белков [29]. Доказано, что везикулы 
возбудителя туляремии отвечают за реакцию на 
окислительный стресс, низкий рН, высокую (42°C) 
и низкую (25°C) температуру. Так, при повышении 
температуры и снижении рН скорость везикуляции 
многократно увеличивается [32]. Делеция гена, от-
вечающего за утилизацию железа (fupA/B), привела 
к повышению секреции OMV и усиленному обра-
зованию биоплёнки. Это связано с тем, что делеция 
fupA/B связана с нестабильностью внешней мем-
браны, что воспринимается клеткой как стресс-ус-
ловие [33].

В регуляции продукции везикул F. tularensis 
участвуют четыре гена: fumA, tktA, FTN_0908 и 
FTN_1037. Первые два задействованы в централь-
ном метаболизме углерода, в то время как два дру-
гих имеют неизвестную функцию. Триггером акти-
вации везикуляции является снижение цистеина в 
окружающей среде. Таким образом, аминокислот-
ное голодание является общим сигналом, регулиру-
ющим выработку везикул [28]. 

OMV образуются и вне клеток-хозяев. При 
культивировании в жидкой питательной среде про-
дукция везикул увеличивается при переходе из экс-
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поненциальной фазы роста в стационарную, а их 
содержимое имеет различный белковый профиль. 
Данная особенность позволяет предположить, что 
их функция может изменяться в зависимости от 
фазы роста [29]. Кроме того, продукция везикул у 
F. tularensis очень чувствительна к составу пита-
тельной среды. K.R. Hazlett и соавт. [34] показали, 
что белковый профиль OMV F. tularensis, выращен-
ного в сердечно-мозговом бульоне, очень похож на 
профиль везикул F. tularensis, выделенных из инфи-
цированных макрофагов. 

Таким образом, можно сделать следующие вы-
воды: 

1. OMV могут быть вовлечены в защиту от вред-
ных воздействий внутри фагосомы, таких как 
активные формы кислорода. 

2. Генерация и высвобождение большого коли-
чества мембранных структур может защитить 
бактерии от мембранно-активных молекул, та-
ких как антимикробные пептиды. 

3. OMV могут играть роль в доставке эффектор-
ных молекул в клетку-хозяина во время инфек-
ции для манипулирования их реакциями.

Стресс-белки
Координация экспрессии стресс-белков осу-

ществляется островом патогенности F. tularensis — 
FPI [35] и производится тремя ключевыми белка-
ми-регуляторами, называемыми MglA, SspA и pIgR 
(также известный как FevR). Первые два являют-
ся членами семейства белков строгого голодания 
и образуют гетеромерный комплекс, связанный с 
РНК-полимеразой [36]. Белок F. tularensis MglA 
(Mutual gliding-motility protein) влияет на экспрес-
сию более 100 генов и белков, координирует реак-
цию туляремийного микроба на стресс и необходим 
для выживания бактерий в суровых условиях. Этот 
главный транскрипционный регулятор связывается 
с SspA (stringent starvation protein A), образуя гете-
родимер, способный взаимодействовать с РНК-по-
лимеразой, и стабильность которого тесно связана 
с неорганическим полифосфатом. Делеция гена, 
кодирующего белок MglA, понижает жизнеспособ-
ность F. tularensis и повышает восприимчивость к 
супероксид-аниону, катализатором которого являет-
ся паракват. При этом повышается устойчивость к 
воздействию H2O2 [37]. 

Белки окислительного стресса
Попадая в макрофаг, F. tularensis подвергается 

окислительному стрессу, который подавляет, выде-
ляя серию кислых фосфатаз, таких как AcpA, -B, 
-C и HapA. Мутанты, у которых произошла деле-
ция кислых фосфатаз, были более восприимчивы 
к атакам макрофагов и выходили из фагосом позже 
[38]. Однако механизм секреции кислых фосфатаз у 
F. tularensis до сих пор неизвестен [39]. 

Помимо кислых фосфатаз, которые выделяются 
в ответ на снижение рН, у F. tularensis был обнару-
жен протеин 14,7 кДа, кодируемый геном FTN_1133, 
являющийся белком устойчивости к H2O2. Он имеет 
сходство с органическим белком устойчивости к ги-
дропероксидам Ohr — ферментом, участвующим в 
реакции бактерий на окислительный стресс, и вовле-
чен в детоксикацию органических перекисей. Пока-
зано, что ген FTN_1133 необходим для устойчивости 
к органическим гидропероксидам и их деградации, 
а также устойчивости к действию НАДФН-оксида-
зы в макрофагах. Делеционный мутант FTN_1133 
F. tu larensis LVS обладал уменьшенной скоростью 
деления как в питательной среде, так и в макрофа-
гах. Кроме того, делеция FTN_1133 приводила к 
снижению вирулентности у мышей [40].

Белок OxyR также является продуктом реакции 
на окислительный стресс. Он активируется, ког-
да экзогенный H2О2 накапливается до 0,2 мкМоль 
в цитоплазме [41], после чего стимулирует транс-
крипцию генов 128 белков. Активируемые белки 
делятся на три категории: белки, которые снижают 
концентрацию H2О2, белки, которые снижают кон-
центрацию железа, и белки, которые устраняют 
повреждения, вызываемые H2О2. Например, про-
дукция каталазы KatG, супероксиддисмутаз SodB и 
SodC, пероксидазы AhpC возрастает более чем в 10 
раз, чтобы противостоять окислительному стрессу, 
генерируе мому внутри клетки-хозяина [42, 43]. Все 
они активно секретируются как во внеклеточную 
среду, так и в цитозоль инфицированных макро-
фагов [44]. Экспрессия этих первичных антиокси-
дантных генов начинается сразу после фагоцитоза 
F. tularensis и не снижается во время фагосомальной 
и цитозольной фаз, что позволяет предположить, 
что туляремийный микроб испытывает окислитель-
ный стресс во всех фазах [45]. Всё это повышает 
устойчивость к активным формам кислорода, тем 
самым способствуя внутриклеточному выживанию 
микроорганизма и повышая его вирулентность у 
мышей [37]. 

Железо-ассоциированные белки
Снижение количества доступного железа яв-

ляется важной частью системы защиты организ-
ма-хозяина. Для патогенов важно обойти это, и 
они разработали различные стратегии, такие как 
использование сидерофоров, которые являются 
высокоаффинными хелаторами железа, синтезиру-
емыми в ответ на ограничение Fe2+ [46]. Одним из 
таких сидерофоров у F. tularensis является ризос-
феррин. Он содержит два цитратных фрагмента, 
связанных амидными связями с путресциновой 
основой. Гены синтеза и транспорта ризоферрина  
F. tularensis расположены на сидерофорном оперо-
не fslABCDEF [47]. Помимо оперона fslABCDEF, 
накоплению и утилизации железа могут способ-
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ствовать транспортные белки FeoA и FeoB. Дан-
ная система является единственным переносчиком 
двухвалентного железа через внутреннюю мембра-
ну у F. tularensis [48]. 

С другой стороны, поглощение железа пато-
генами должно чётко регулироваться, т.к. избыток 
железа усиливает токсичность H2О2, генерируя вы-
сокореактивные гидроксильные радикалы и анио-
ны [49]. Бактериоферритин (Bfr) действует как бе-
лок-накопитель железа и может играть роль в защи-
те от повреждающих клетки свободных радикалов, 
образующихся из кислорода в присутствии свобод-
ного железа. Мутантный штамм Δbfr был гораздо 
менее жизнеспособен в сравнении с родительским 
штаммом. Это связано с тем, что в отсутствие Bfr 
внутриклеточные уровни железа повышены, что 
может привести к увеличению количества железа 
и, следовательно, к повышению токсичности H2О2 
для клеток [50]. Комплекс Bfr-О, состоящий из Bfr 
и О-антигена, обладает высокой иммуногенной ак-
тивностью и защищает белых мышей при подкож-
ном заражении вирулентным штаммом F. tularensis 
subsp. holarctica 503/840 [51]. 

Белки температурного стресса
Поскольку большую часть жизненного цикла 

F. tularensis проводит внутри млекопитающих хозя-
ев, адаптация к повышенным температурам являет-
ся залогом успешного выживания. В ходе эволюции 
F. tularensis обрела уникальный σ32 (или RpoH) фак-
тор. Он является основным регулятором, который 
контролирует транскрипцию генов во время тепло-
вого шока и некоторых других общих стрессовых 
состояний. Экспрессия многих генов, кодирующих 
белки теплового шока, таких как Hsp40, GroEL, 
GroES, DnaK, DnaJ, GrpE, ClpB, ClpX, ClpP и HtpG, 
находится под его контролем. Так, при добавлении 
данного фактора в избыточном количестве в клет-
ку экспрессия белков-шаперонов теплового стресса 
увеличивается в 2 раза [52]. 

Один из белков-шаперонов, ClpB, выполняет 
свою роль путём дезагрегирования и реактивации 
сильно агрегированных белков в сотрудничестве с 
системой шаперонов DnaK. Данный комплекс яв-
ляется консервативным и обладает устойчивостью 
только к экстремальным температурам (до 50оС) 
в течение длительного времени, что позволяет 
F. tularensis активно размножаться в макрофагах 
теплокровных животных. При этом ClpB-DnaK не 
участвует в ответе на окислительный стресс. Моде-
лирование работы комплекса in silico показало, что 
мутация одного из участков DnaK сделала бактерию 
чрезвычайно восприимчивой к тепловому шоку, но 
не оказала никакого влияния на вирулентность. На-
против, удаление N-конца ClpB лишь незначитель-
но повлияло на реакцию теплового шока, но сильно 
снизило вирулентность [53].

Другим известным комплексом белков-шаперо-
нов является GroEl/GroES. Эти белки отвечают как 
на тепловой, так и на перекисный стресс. M. Ericsson 
и соавт. определили, что повышение температу-
ры с 37 до 42оC и воздействие 5 мМоль перекиси 
водорода вызывали увеличение синтеза данного 
комплекса [54]. Способность реагировать на пере-
кись водорода синтезом шаперонов может иметь 
основополагаю щее значение для внутриклеточно-
го выживания F. tularensis, которые подвергаются 
окислительному стрессу при проникновении в ма-
крофаги хозяина. При стрессовом ответе на повы-
шение температуры GroEl выделяется в окружаю-
щую среду [55].

Немаловажными детерминантами вирулентно-
сти являются системы секреции типа VI (T6SS). Они 
обнаружены у многих грамотрицательных патоге-
нов, включая F. tularensis. Это комплекс субъ единиц, 
который работает по принципу шприца или гарпуна 
и выбрасывает токсичные белки в цитоплазму клет-
ки, захватившей бактерию [56]. После попадания в 
макрофаг возбудитель туляремии с помощью систе-
мы секреции VI типа выходит из фагосом. Некото-
рые белки до того, как были обнаружены в составе 
T6SS, изучались как эффекторные белки. Например, 
белок IglC2 индуцируется бактериями внутрь макро-
фагов в условиях окислительного стресса [57]. 

В последнее время интенсивно развивается 
направление по изучению антигенов, выделяемых 
в среду культивирования в процессе роста ми-
кроорганизма. Установлено, что в составе белков, 
выделяемых F. tularensis, содержатся белок тепло-
вого шока 65 кДа, GroEL и ферменты: суперок-
сиддисмутаза, щелочная гидропероксидредуктаза, 
каталаза-пероксидаза. Был выделен полипептид, 
синтезируемый при стрессовом ответе на повыше-
ние температуры. По ряду признаков (индукция в 
условиях стрессового ответа, масса субъединиц, 
полиморфное строение, морфология при электрон-
ной микроскопии) данный полипептид был иденти-
фицирован как стрессовый белок-шаперон GroEL. 
Показано, что подобные белки вызывали значитель-
ный клеточно-опосредованный иммунный ответ 
у мышей, инфицированных штаммом F. tularensis 
LVS [58]. Моделирование условий внутриклеточ-
ной среды и культивирование штаммов-продуцен-
тов F. tularensis позволит получить такие антигены 
с целью их применения в качестве иммуногенов для 
изучения их воздействия на организм хозяина.

Таким образом, можно сделать следующие вы-
воды:

1. Экспрессия большинства стресс-белков ре-
гулируется путём взаимодействия трех бел-
ков-регуляторов: MglA, SspA и PIgR.

2. Степень экспрессии и активности белков те-
плового шока регулируется уникальным для 
F. tularensis σ32-фактором.
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3. Стресс-белки, выделяемые во внеклеточное 
пространство, являются иммунореактивными, 
что позволяет использовать их в качестве ком-
понентов для диагностических и профилакти-
ческих препаратов.

Заключение
Анализ данных литературы (таблица) показал, 

что в процессе внутриклеточного цикла F. tularensis 
адаптируется за счёт специфичных детерминант 
устойчивости. Все они играют важную и взаимо-
дополняющую роль в устойчивости F. tularensis к 
стрессовым условиям внутри макроорганизма. Бла-
годаря активному изучению стрессовых условий 
in vivo стала возможной их имитация in vitro. Это 
позволяет проводить анализ изменения протеома 
F. tularensis, в частности, продукции иммунореак-
тивных белков-шаперонов, везикул и О-антигена. 
Эти исследования подчёркивают потенциальную 
возможность применения антигенов F. tularensis 
в качестве диагностических и профилактических 
препаратов. Дальнейшие исследования приспосо-
бления F. tularensis к большому разнообразию кле-
ток хозяев: млекопитающих, членистоногих и про-
стейших, будут способствовать пониманию внутри-
клеточных и внеклеточных механизмов адаптации 
возбудителя. 
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