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ВОЗМОЖНАЯ РОЛЬ ТУБЕРКУЛЕЗНОЙ ИНФЕКЦИИ  

В ВОЗНИКНОВЕНИИ ОПУХОЛЕЙ 

 

Резюме 
Из культуры клеток аденокарциномы шейки матки (HeLa) выделены cell wall deficient  (CWD) микобак-

терии туберкулеза. Изолят демонстрировал «бессмертность» и восстанавливал бактериальную форму после 

химической инактивации, ультразвукового разрушения, удаления детрита и молекул крупнее 100 kDa, и 3 kDa, 

давая рост клеток, почти не отличавшихся не только от исходных, но и от CWD M. tuberculosis H37Rv. Изоля-

ты были чувствительны только к фторхинолонам, не вызывали явного заболевания у морских свинок, но инду-

цировали развитие в органах микрогранулем с кислотоустойчивыми зернами. Предположено, что микобакте-

рии туберкулеза, инфицируя клетки, могут персистировать в них в необычной форме, возможно, интегрируя 

фрагменты генома в ДНК хозяина и при определенных условиях превращая их в раковые за счет своих необыч-

ных свойств. 

 

Summary 
Cell wall deficient (CWD) mycobacteria of tuberculosis is isolated from culture of cells of cervical adenocarci-

noma (HeLa). The isolate exhibited «immortality» and restored bacterial form after chemical inactivation, ultrasonic 

destruction, removal of detritus and molecules larger than 100 kDa and 3 kDa, giving growth of cells almost not differ-

ent not only from initial cells, but also from CWD M. tuberculosis H37Rv. Isolates were sensitive only to fluoroquin-

olones, did not cause obvious disease in guinea pigs, but induced development in organs of microgranulems with acid-

fast grains. It is suggested that mycobacteria of tuberculosis by infecting cells, can persistance in them in an unusual 

form, possibly integrating fragments of genome into the host DNA and under certain conditions, turning them into can-

cer at the expense of their unusual properties. 

 

Поступила в редакцию 22.04.2020 г. 

В ХIX и в первой трети XX века более 

90 % людей были инфицированы микобак-

териями туберкулеза (МБТ), каждая 5–7 

смерть связана с туберкулезом [1]. Благода-

ря санитарным мерам, вакцинации, улуч-

шению социальных условий с 30-х годов 

ХХ века заболеваемость туберкулезом 

начала снижаться (по данным ВОЗ, в по-

следние годы до 2 % в год). Тем не менее, 

элиминации  МБТ из популяции явно не 

происходит, не менее 30 % населения ин-

фицировано, более 3 млрд привито вакци-

ной BCG (Mycobacterium bovis) [2, 3]. 

Трансплацентарная передача как воз-

будителя  болезни,  так и вакцинного штам- 

ма [4] способствует поддержанию практи-

чески 100%-ного уровня инфицированно-

сти. То есть в организме, вероятно, каждо-

го человека персистируют МБТ, чаще в 

дормантной или в cell wall deficient (в том 

числе L) формах, не вызывая явного забо-

левания [5, 6]. 

На фоне снижения заболеваемости и 

смертности от туберкулеза, но при сохра-

няющейся инфицированности, отмечается  

рост онкологической патологии, от кото-

рой погибает более 9 млн человек ежегод-

но (UN News, 2019). Связь туберкулезной 

инфекции и рака подозревали еще в XIX 

веке, наблюдая похожие морфологические 
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процессы и вызывая туберкулез у морских 

свинок введением раковых тканей [7, 8]. 

Хотя в пору пандемии туберкулеза это ско-

рее объяснялось одновременным течением 

туберкулезной инфекции и онкогенеза. 

В первой половине XX века из опухо-

лей и крови больных были выделены ча-

стично кислотоустойчивые (ЧКУ) поли-

морфные фильтрующиеся  микроорганиз-

мы, предположительно МБТ с дефектной 

клеточной стенкой (CWD – cell wall defi-

cient) [9, 10, 11, 12]. Изоляты индуцировали 

опухоли у мышей [13] и синтезировали ана-

лог хорионического гонадотропина челове-

ка, стимулировавший размножение рако-

вых клеток [14]. Китайские исследователи 

на современном уровне подтвердили опре-

деленную связь CWD (L-) форм МБТ с он-

когенезом, которые как онкогенные вирусы 

могли интегрировать фрагменты своего ге-

нома в геном человека [15, 16, 17]. Но такие 

исследования выполнены на клиническом 

материале, когда трудно исключить одно-

временное независимое течение патологи-

ческих процессов. Более определенные све-

дения о связи туберкулезной инфекции и 

онкогенеза может дать исследование опу-

холевых клеток, культивируемых вне орга-

низма. В частности, обнаружена персистен-

ция вирусоподобных форм МБТ в культу-

рах клеток почки эмбриона овцы, инфици-

рованных вирусом бычьего лейкоза (FLK-

BLV), миелобластов больного миелоидным 

лейкозом (Kasumi-1) и Т-лимфоцитов чело-

века с Т-лимфобластной лейкемией (Jurkat) 

[18, 19, 20]. В связи с этим целью исследо-

ваний было изучение культуры клеток аде-

нокарциномы шейки матки (HeLa) с ис-

пользованием методов культивирования 

CWD МБТ. 

Дизайн экспериментов. I этап − вы-

явление в клетках HeLa антигенов, реагиру-

ющих с антителами к M. tuberculosis. 

II этап − разрушение клеток HeLa, 

инкубация лизата со стимулятором роста, 

посев на питательную среду, проведение 

«слепых» пересевов. 

III этап − культивирование изолята из 

клеток HeLa, изучение морфологии, иден-

тификация в ПЦР. 

IV этап − ультразвуковая дезинтегра-

ция изолята, ультрафильтрация сониката 

через Amicon Ultracel®  100 K и 3 K, стери-

лизация ультрафильтратов фильтрацией 

через фильтры 0,22 µm. 

V этап − инкубация ультрафильтра-

тов 100 K и 3К со стимулятором роста, по-

сев на питательную среду, проведение  

«слепых» пересевов. 

VI этап − культивирование изолятов 

из ультрафильтратов, изучение морфоло-

гии, идентификация в ПЦР, определение 

лекарственной устойчивости. 

VII этап − получение соникатов изо-

лятов из ультрафильтратов, исследование  

антигенного состава. 

VIII этап − заражение изолятами 

морских свинок, исследование патологиче-

ского материала. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Культура клеток HeLa (коллекция 

культур клеток БГУ, Минск) выращена на 

среде 199 с 10 % фетальной бычьей сыво-

ротки (FBS). 

Микроскопия. На стекла наносили 

75−100 мкл суспензии клеток HeLa (или 

изолятов) и 30 мкл 3 % H202 для инактива-

ции эндогенной пероксидазы (ЭП). Мазки 

фиксировали (65 °С) и окрашивали по Kin-

youn или дифференцирующим иммунопе-

роксидазным методом (ДИП), включав-

шим окраску по Kinyoun, инкубацию с 

конъюгатом пероксидазы и аффинно-

очищенных антител к M. tuberculosis H37Rv, 

обработку раствором 3,3`диаминобензиди- 

на с H202. Метод обеспечивал окрашива-

ние кислотоустойчивых (КУ) клеток в 

красный, некислотоустойчивых (НКУ) 

CWD МБТ − в коричневый, а немикобак-

териальной микрофлоры и тканей – в си-

ний цвет. Результаты учитывали, если в 

контрольных мазках, окрашенных по Kin-

youn и обработанных раствором 3,3`диа- 

минобензидина с H202, все объекты были 

синего (сине-зеленого) цвета, что указыва-

ло на инактивацию ЭП [21]. Микроскопию 

проводили на Olimpus B51Х, 10×100. 

Для посева лизатат клеток HeLa 

смешивали 1:2 со стимулятором роста ВКГ 
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(патент Украины № 43467), выдерживали 

48 ч при температуре 37 °С и по 0,3 мл 

вносили в пробирки со средой MyсСel DW 

(включавшей агар, аспарагин, пептон, 

триптон, крахмал, железо лимоннокислое 

аммиачное, CaCl2, MgSO4, KH2PO4, 

Na2HPO4, ZnSO4). Посевы инкубировали 

при температуре 37 °С. Контролем служи-

ли посевы стимулятора роста с FBS (2:1), 

использовавшейся для культуры клеток 

HeLa.  

Полимеразная цепная реакция 

(ПЦР). Изоляты (0,2−0,5 мг/мл) прогре-

вали 5 мин (95 °С) в лизирующем буфере. 

ДНК выделяли на колонках с сорбентом 

(ИБОХ НАНБ). Амплификацию проводили 

на С1000TM ThermoCycler (BioRad) с прай-

мерами 16S RNA, MPB 70, МРВ 64 

(«Праймтех»). Результаты электрофореза 

амплификатов учитывали на GelDoc TM    

XR+ (BioRad). ПЦР – real time поводили с 

праймерами IS 6110 («Праймтех»). 

Приготовление соникатов. Изоля-

ты выращивали на среде MyсСel DW. Бак-

териальную массу отмывали 1%-ным рас-

твором фенола и дезинтегрировали на Ban-

delin Sonopuls 2400 (3 цикла 8х по 5 мин). 

Ультрафильтрация сониката изо-

лята из лизата клеток HeLa и посев уль-

трафильтратов. Соникат центрифугиро-

вали 4 мин при 17000g, надосадочную 

жидкость фильтровали через Amicon Ul-

tracel® 100 K и 3 K. Предварительно уль-

трафильтры стерилизовали 0,1N раствором 

NaOH и отмывали стерильной водой. Це-

лостность ультрафильтров проверяли сразу 

после ультрафильтрации с использованием 

IgG крупного рогатого скота (для 100К) и 

пероксидазы хрена (для 3К) [22]. 

Ультрафильтраты стерилизовали 

фильтрацией через Millex® GP 0.22 µm, 

смешивали 1:2 со стимулятором роста, вы-

держивали 48 ч при температуре 37 °С и 

по 0,3 мл вносили в пробирки со средой 

MyсСel DW. Посевы инкубировали при 

температуре 37 °С. Во всех случаях посева 

на среду MyсСel DW при отсутствии роста 

колоний делали «слепые» пересевы. 

Антисыворотки получали гипер- 

иммунизацией кроликов соникатами инак-

тивированной 1%-ным фенолом бактери-

альной массы M. tuberculosis H37Rv, «Is 

HeLa is 6, Is HeLa 100 kDa+0.22», «Is HeLa 

3 kDa+0.22» (5-кратно подкожно по            

1−1,4 мг в 1,5 мл ISA 70, через 12−14 дней). 

Реакцию иммунодиффузии (РИД), 

перекрестный иммуноэлектрофорез с 

промежуточным гелем (ПИЭФ ПГ), ра-

кетный иммуноэлектрофорез (РИЭФ) 

ставили по N.Axelsen, J. Kroll, B. Weeke 

(1977). Антигенный состав изолятов изуча-

ли в сравнении составом соникатов CWD 

штаммов M. tuberculosis H37Rv. 

Лекарственную устойчивость изо-

лятов изучали в диффузионном тесте на 

среде MyсСel DW, используя стандартные 

диски с антибиотиками (НИЦФ). 

Определение патогенности изоля-

тов. Морским свинкам вводили подкож-

но по 2 мг бактериальной массы изолятов 

в 0,5 мл стерильного минерального масла. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

При ДИП окраске клетки HeLa и их 

ядра окрашивались в коричневый цвет, то 

есть в них были антигены, связывающие 

антитела к антигенам M. tuberculosis (рису- 

нок 1b). 

Рисунок 1. − ДИП окраска клеток HeLa: 1а − клетки зелено-голубого цвета  

(полная инактивация ЭП); 1b − ДИП окраска с использованием антител  

к M. tuberculosis (клетки коричневого цвета) 

  

1а 1b 
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После посева инкубированного в 

стимуляторе роста лизата клеток HeLa че-

рез 2 суток появились мелкие стекловид-

ные образования. С каждым «слепым» пе-

ресевом их количество возрастало. В маз-

ках из пробирки 6 «слепого» пересева об-

наружена НКУ и ЧКУ зернистость (рису- 

нок 2а), а также единичные палочковид-

ные формы (рисунок 2b). После их пересе- 

ва начался рост («Is HeLa is 6») типичных 

колоний полиморфных палочковидных 

форм и «пустых» клеток с «хвостом» (ри-

сунок 3), который исчезал при пересевах 

изолята (рисунок 4). У части клеток обна-

руживались ЧКУ или КУ элементы (рису-

нок 4). При ДИП окраске клетки связывали 

антитела к антигенам M. tuberculosis и ок- 

рашивались в коричневый цвет (рисунок 3). 

  

2а  2b  

Рисунок 2. – Рост «Is HeLa is 6» в 6 «слепом» пассаже посева клеток HeLa:  

2а − НКУ и ЧКУ зернистость (красная стрелка); 2b − зернистые палочки 

  

3а  3b  

Рисунок 3. – Первичный рост «IsHeLa is 6»: 3а – Полиморфные палочковидные  

формы и «пустые» клетки с «хвостом» (стрелки); 3b – увеличено (10х100+25 %),  

ДИП окраска (клетки коричневого цвета) 

  

Рисунок 4. – Рост «Is HeLa is 6» в пересеве. Исчезновение «хвостов» у «пустых» клеток, 

частичная КУ клеток (синие стрелки), КУ зерно в длинной палочке (черная стрелка), 

Kinyoun, 10х100, +25 %  

Рисунок 5. – Амплификаты ДНК «Is HeLa is 6»,  

полученные в ПЦР с праймерами 16s RNA,  

MPB 70, MPB 64 (t+ − положительный контроль,  

фракции сверху вниз) 
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В ПЦР ДНК «Is HeLa is 6» реагирова-

ла с праймерами 16s RNA, MPB 70, MPB 64 

(рисунок 5) и с IS 6110 (Cq 36.04). То есть 

«Is HeLa is 6» с учетом НКУ и культураль-

но-морфологических свойств явно относил-

ся к CWD МБТ. 

В пересевах «Is HeLa is 6» рос в виде 

характерных для CWD МБТ [19] полимор-

фных палочковидных форм (рисунок 6). 

Клетки разной формы явно имели одинако- 

вое происхождение и, вероятно, первично 

образовывались в протопластах (рису-    

нок 7). В дальнейшем делящиеся клетки 

могли образовывать клетки с разной мор-

фологией (рисунок 6). 

Контрольный посев стимулятора 

роста с FBS, которую добавляли в культу-

ральную среду с последующими 8 «сле- 

пыми» пересевами, дал отрицательный 

результат. 

Рисунок 6. − «Is HeLa is 6» − характерные для CWD МБТ формы:  

6a − пустая клетка с «хвостом», длинная палочка с 2 зернами (красная стрелка),  

коккоид (черная стрелка); 6b – колбовидная клетка (красная стрелка),  

короткая «пустая» биполярная клетка (синяя стрелка);  

6с−6f – веретеновидная клетка, толстые биполярные и зернистые палочки 

6b  6c  

6d  6e  

   

   

6f  

6а  

Рисунок 7. – Начало роста «Is HeLa is 6».  

Образование в протопласте клеток разной морфологии:  

короткие зернистые и биполярные палочки,  

длинные толстые и «пустые» палочки. ДИП, 10х100  

Бактериальную массу «Is HeLa is 6» 

дезинтегрировали, соникат после отделе-

ния детрита фильтровали через  Amicon 

Ultracel® 100К и 3К, ультрафильтраты 

фильтровали через Millex® GP 0.22 µm и 

после 48 ч инкубации в стимуляторе роста 

(1:2, 37 °С) сеяли на среду MycCel DW. 

Через 7 дней в пробирке I «слепого»  

пересева ультрафильтрата 100 kDa появи-

лись желтоватые колонии – «Is HeLa 100 

kDa+0.22» (рисунок 8). В мазках превали-

ровали коккоиды, собранные в тетрады 

(рисунок 9а). В последующих пересевах 

коккоиды группировались хаотично (рису- 

нок 9b−d) и при длительном росте стано-

вились «пустыми» (рисунок 9с). 
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Коккоиды «Is HeLa 100 kDa+0.22» 

при ДИП окраске связывали антитела к 

антигенам M. tuberculosis, окрашивались в 

коричневый цвет (рисунок 9d), агглютини-

ровались антисывороткой к M. tuberculosis  

(рисунок 10). Их принадлежность к CWD 

МБТ подтверждена положительной ПЦР с 

праймерами MPB 64 и IS 6110 (Cq 35,84) 

(рисунок 15). 

Рисунок 8. − Первичный рост  

«Is HeLa 100 kDa+0.22» в первом 

«слепом» пересеве (отдельные  

колонии по ходу петли) 

Рисунок 9. – «Is HeLa 100 kDa+0.22»: 9a − рост в 1-м «слепом» пересеве;  

9b – рост во 2-м пересеве; 9с – «пустые» коккоиды при длительном росте  

без пересева. 9a−9c – Kinyoun; 9d − ДИП окраска 

    

9а  9b  9c  9d  

Рисунок 10. − РА «Is HeLa  

100 kDa+0.22»: 10а – отсутствие  

агглютинации в сыворотке  

с высоким содержанием  

«нормальных» антител; 

10b – агглютинация ++++  

в антисыворотке  

к M. tuberculosis H37Rv  

  

10а  10b  

Через 10 дней в 1-м «слепом» пересе-

ве ультрафильтрата сониката «Is HeLa is 6», 

полученного фильтрацией через Amicon 

Ultracel® 3К, обнаружен газонный рост по-

лиморфных палочек (рисунок 11), в том 

числе «пустых» клеток (рисунок 12), похо-

жих на клетки материнского «Is HeLa is 6» 

(рисунки 3, 4). В последующих пересевах 

клетки изолята «Is HeLa 3 kDa+0.22» при-

обретали характерный для CWD МБТ по-

лиморфизм (рисунок 13) [19], как и клетки  

материнского штамма «Is HeLa is 6» (ри- 

сунки 3, 4, 6). 

Рисунок 11. − Первичный рост  

в посеве ультрафильтрата 3К  

сониката «Is HeLa is 6»  

(«Is HeLa 3 kDa+0.22»),  

Kinyoun, 10×100  



 

 1/2020 Экология и животный мир 59 

 

Рисунок 12. – «Is HeLa 3 kDa+0.22»  

в 1-м пересеве: 

12a − контроль инактивации ЭП; 

12b – ДИП окраска, 10х100  

  

12а  12b  

В одном из пересевов «Is HeLa      

100 kDa+0.22» произошла трансформация 

коккоидов в ЧКУ зернистую массу (рису- 

нок 14а), давшую рост типичных для CWD 

МБТ полиморфных палочковидных       

форм − «Is HeLa 100 kDa+0.22 rod» (рису- 

нок 14 b). В ПЦР ДНК изолята реагировала 

с праймерами MPB 70, MPB 64 (рису-     

нок 15) и IS 6110 (Cq 36,89). 

В ИФА соникаты изолятов реагиро-

вали с разведениями антисыворотки к       

M. tuberculosis H37Rv 1:1280-1:2560 и выше 

(таблица 1). По показателю  ОП с разве-

дениями антисыворотки к M. tuberculosis 

H37Rv наибольшим родством с типичными 

МБТ обладал изолят «Is HeLa 3 kDa+0.22». 

Остальные   изоляты  имели  примерно  та- 

кую же степень антигенного родства с      

M. tuberculosis H37Rv, как и штамм CWD 

M. tuberculosis H37Rv (таблица 1). 

В ИФА, РИД, РИЭФ, ПИЭФ ПГ с 

антисывороткой к CWD M. tuberculosis 

H37Rv (таблица 2, рисунки 16−18) «Is 

HeLa is 6», «Is HeLa 100 kDa+0.22 rod», 

«Is HeLa 3 kDa+0.22» показали выражен-

ное антигенное родство с CWD M. tu-

berculosis H37Rv. Относительно слабо с 

ней реагировал только соникат «Is HeLa 

100 kDa+0.22» (таблица 2), но по резуль-

татам иммунодиффузии (рисунки 19−21) 

было видно, что он содержал антигены, 

идентичные антигенам CWD M. tuberculo-

sis и других изолятов, хотя в меньшей 

концентрации (рисунки 17−20). 

Рисунок 13. – Характерные формы клеток «Is HeLa 3 kDa+0.22», ДИП окраска, 10×100 

   

Рисунок 14. – Трансформация «Is HeLa 100 kDa+0.22»: 14а – ЧКУ клетки (красноватого 

цвета); 14b – рост трансформированной культуры в пересеве, Kinyoun, 10×100  

  

14а  14b  
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Рисунок 15. – Амплификаты, полученные в ПЦР  

с ДНК: 12 − «Is HeLa is 100 kDa+0.22»;  

15 − «Is HeLa 100 kDa+0.22 rods» с праймерами 16s 

RNA, MPB70, MPB 64 (К+ − положительный контроль) 

ИФА с антисывороткой к «Is HeLa 

is 6» показал антигенное родство изолятов, 

происходивших от этого штамма, на что 

указывали интенсивные реакции их сони-

катов  с  антисывороткой  в  разведении  

1:2560 (таблица 3) и образование преци-

питатов в РИЭФ (рисунок 19). Близость 

антигенного состава изолятов HeLa под-

тверждалась и в РИЭФ с антисывороткой 

к «Is HeLa 3kDa+0.22» (рисунок 20).  

Таблица 1. − ОПХ в ИФА соникатов изолятов из клеток HeLa с антисывороткой             

M. tuberculosis H37Rv  

Разведения  

антисыворотки 

Соникты 

CWD M. tuberculosis 

H37Rv 
Is HeLa is 6 

Is HeLa 

100+0.22 

Is HeLa 

100+0.22 rods 

Is HeLa  

3+0.22 

1:20 4,6 4,3 3,3 3,7 2,3 

1:40 5,7 6,7 3,5 3,8 3,1 

1:80 5,9 4,0 3,8 3,9 4,9 

1:160 4,7 3,3 4,7 3,9 5,8 

1:320 2,4 4,2 4,4 5,0 8,4 

1:640 2,7 2,3 4,1 3,2 5,4 

1:1280 1,6 2,4 4,1 2,1 5,5 

1:2560 1,4 1,4 2,6 1,9 5,8 

Сумма    ОП 29 28,6 30,5 27,5 41,2 

Примечание − Х − ОП = ОП с исследуемой антисывороткой : ОП с  нормальной сывороткой крови  

Таблица 2. −  ОПХ в ИФА соникатов изолятов из клеток HeLa с антисывороткой к CWD        

M. tuberculosis H37Rv 

Разведения  

антисыворотки 

Соникаты 

CWD M. tuberculosis  

H37Rv 
Is HeLa is 6 

Is HeLa 

100+0.22 

Is HeLa  

100+0.22 rods 

Is HeLa  

3+0.22 

1:20 7,7 6,3 1,7 4,8 2,4 

1:40 17,7 15,4 2,0 7,7 3,5 

1:80 27,3 11,2 2,0 12,5 7,1 

1:160 31,3 14,0 1,8 18,1 10,3 

1:320 24,6 27,7 1,4 40,6 21,2 

1:640 25,6 20,2 1,5 25,7 15,0 

1:1280 21,5 24,7 1,6 26,7 19,8 

1:2560 14,5 21,0 1,6 18,2 28,0 

Сумма    ОП 170,2 140,5 13,6 154,3 107,3 
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Рисунок 16. – РИД: в центре антисыворотка к CWD  

M. tuberculosis H37Rv. В периферических лунках соникаты: 

1 – CWD M. tuberculosis H37Rv; 2 – «Is HeLa is 6»; 3 – «Is 

HeLa 100 kDa+0.22»; 4 – «Is HeLa 100 kDa+0.22 rods»;  

5 − «Is HeLa 3kDa+0.22»; 6 – CWD МБТ из крови  

человека (АII) с латентной туберкулезной инфекцией 

3  

5  

6  

2  1  

4  

Рисунок 17. – РИЭФ соникатов: 1 – CWD M. tuberculosis 

H37Rv; 2 – «Is HeLa is 6»; 3 – «Is HeLa 100 kDa+0.22»;  

4 – «Is HeLa 3kDa+0.22» с антисывороткой к CWD  

M. tuberculosis H37Rv. Соникат «Is HeLa 100 kDa+0.22»  

содержит общие антигены с CWD M. tuberculosis  

H37Rv, идентичные антигенам «Is HeLa is 6» и  

«Is HeLa 3kDa+0.22», но в значительно меньшей  

концентрации (красные стрелки)  

2  4  3  1  

  

 Рисунок 18. − ПИЭФ ПГ сониката CWD  

M. tuberculosis H37Rv (в геле I направления 

по 100 мкл в круглых лунках)  

с антисывороткой к CWD M. tuberculosis 

H37Rv (в геле II направления, 44 мкл/см3 

агарозы). В ПГ по 100 мкл соникатов:  

18a − «Is HeLa is 6»;  

18b − «Is HeLa 100 kDa+0.22»;  

18c − «Is HeLa 3kDa+0.22».  

Общие антигены обозначены стрелками 

18а 

Изоляты оказались устойчивыми к 

аминогликозидам, цефалоспоринам, тетра-

циклинам, частично к пенициллинам, от-

носительно слабо на них действовали мак-

ролиды.  Только фторхинолоны  эффектив- 

но подавляли их рост (таблица 4). В целом 

профиль их лекарственной устойчивости 

был близок к CWD M. tuberculosis H37Rv. 

Изоляты меняли морфологию не 

только  при  первичном росте, но особенно 

18b 

18c 
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заметно под действием антибиотиков на 

границах зон задержки роста (рисунок 21). 

Интересно, что под действием стрептоми-

цина, неомицина и левофлоксацина у «Is 

HeLa is 6» проявлялась ЧКУ и часть кле-

ток окрашивалась в красный (с оттенками)  

цвет (рисунок 21). Под влиянием наиболее 

эффективных фторхинолонов, вероятно, 

как адаптивная реакция, появлялись сим-

пласты, дававшие рост неокрашивающих-

ся ветвящихся форм (рисунок 21, стрелки).  

Таблица 3. −   ОПХ в ИФА соникатов изолятов из клеток HeLa с антисывороткой к          

«Is HeLa is 6» 

Разведения  

антисыворотки 

Соникты 

CWD M. tuber-

culosis H37Rv 
Is HeLa is 6 

Is HeLa 

100+0.22 

Is HeLa  

100+0.22 rods 
Is HeLa 3+0.22 

1:20 6,8 6,0 2,3 4,7 2,2 

1:40 11,4 15,5 2,8 6,5 3,4 

1:80 14,3 12,2 2,7 9,5 6,5 

1:160 12,7 16,0 3,2 12,9 9,1 

1:320 7,8 31,5 2,9 27,3 15,8 

1:640 6,7 23,6 3,1 14,2 12,0 

1:1280 4,8 29,2 2,2 11,4 9,5 

1:2560 3,1 23,4 1,9 5,3 10,4 

Сумма   ОП 67,6 157,4 21,1 91,8 68,9 

Заражение морских свинок изолята-

ми HeLa не вызвало у них признаков забо-

левания и явной потери живой массы, но 

через 1 месяц в лейкоцитах обнаружены 

антигены, реагировавшие с антителами к 

M. tuberculosis, что при ДИП окраске при-

давало им коричневый цвет (рисунок 22). 

 

Кроме того, в крови обнаруживались 

специфически окрашенные палочковидные 

формы с типичной для CWD МБТ морфо-

логией (рисунок 22). В одном случае заме-

чен контакт такой формы с макрофагом, 

содержавшим антигены, связывавшие ан-

титела к M. tuberculosis (рисунок 22). 

Рисунок 19. – РИЭФ соникатов:  

1 – CWD M. tuberculosis H37Rv; 2 – «Is HeLa is 6»;  

3 – «Is HeLa 100 kDa+0.22»; 4 – «Is HeLa 3kDa+0.22»  

с антисывороткой к «Is HeLa is 6»  

1  4  2  3  
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Таблица 4. – Диаметры зон задержки роста (в мм) изолятов в диффузионном тесте со стан-

дартными дисками антибиотиков 

CWD МБТ 

Пенициллины Аминогликозиды 

Азитроми-

цин 
Пенициллин 

Амокси-

циллин 

Стрепто-

мицин 
Неомицин Канамицин 

«Is HeLa is 6» 12Х 24 14 19± 15 22 

«Is HeLa  

3kDa+0.22» 
0 12 8 14 18 22 

CWD M. tuberculosis 

H37Rv 
0 25 22 24 21 22 

CWD МБТ 

Фторхинолоны Цефалоспорины 

Тетраци-

клин Левофло-

ксацин 
Ципрофлоксацин Цефалотин Цефаклор 

«Is HeLa is 6» 36 36 0 0 16 

«Is HeLa  

3kDa+0.22» 
32 34 0 0 18 

CWD M. tuberculosis 

H37Rv 
37 35 12 0 23 

Примечание − х красным шрифтом выделены результаты, указывающие на резистентность к 

антибиотику (диаметр зоны задержки 18 мм и менее) 

На вскрытии у зараженных морских 

свинок не обнаружено заметных  патологи-

ческих изменений, кроме увеличения селе-

зенки. Но при микроскопическом исследо-

вании во внутренних органах всех зара-

женных животных обнаружены микрогра-

нулемы  с  КУ зернистыми формами, часто 

с коричневыми ореолами, свидетельство-

вавшими о присутствии антигенов, реаги-

ровавших с антителами к антигенам МБТ 

(рисунки 22−25). Кроме того, часть клеток 

внутренних органов по результатам ДИП 

окраски содержало антигены МБТ. 

Рисунок 20. – РИЭФ соникатов:  

1 – CWD M. tuberculosis H37Rv; 

2 – «Is HeLa is 6»; 3 – «Is HeLa 100 kDa+0.22»;  

4 – « Is HeLa 3kDa+0.22»  

с антисывороткой к «Is HeLa 3kDa+0.22» 

2  1  3  4  
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Рисунок 21. − Изменение морфологии «Is HeLa is 6» под действием антибиотиков  

на границе зоны задержки роста в диффузионном тесте. Размер зоны задержки роста  

в мм в соответствии с таблицей 4, Хстрелки − неокрашивающиеся ветвящиеся формы,  

Kinyoun 10×100  

   

   

   

   

«Is HeLa is 6» исходный  Цефалотин 0  Цефаклор 0  

Бензилпенициллин 12  Стрептомицин 14  Канамицин 15  

Тетрациклин 16  Неомицин 19  Азитромицин 22  

Левофлоксацин 36 Ципрофлоксацин 36X
 ЦипрофлоксацинХ  
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  

Ранее антигены, общие с МБТ, были 

найдены в гепатокарциномах, меланомах 

[23, 24, 25], в миелобластах (Kasumi-1) при 

миелоидном лейкозе, Т-лимфоцитах (Jur- 

lat) при Т-лимфобластной лейкемии [20]. 

Если  в  ранних исследованиях  [23,  24, 25]  

это объяснялось возможным иммунохими-

ческим родством антигенов тканей и мик-

роорганизмов, не предполагая связи с 

МБТ, то из клеток Kasumi-1, Jurkat, FLK-

BLV, HeLa были выделены CWD МБТ, что 

позволяет серьезно рассматривать роль 

туберкулезной инфекции в онкогенезе. 

Рисунок 22. – Обнаружение антигенов, реагирующих с антителами к M. tuberculosis 

H37Rv в клетках крови морских свинок, зараженных изолятами из клеток HeLa  

Заражены  

изолятом 

Контроль инактивации  

ЭП 
ДИП окраска 

CWD МБТ в крови 
ДИП окраска 

«Is HeLa is 6» 

   

«Is HeLa 100 

kDa+0.22» 

   

«Is HeLa 3  

kDa+0.22» 

   

Интактная 

морская  

свинка 
(контроль) 

  

CWD МБТ на макрофаге,  

содержащем антигены, связавшие  

антитела к M. tuberculosis H37Rv 

Факт выделения CWD МБТ из куль-

тур раковых клеток – еще не свидетельство 

того, что именно такая форма МБТ в них 

персистировала. «Is HeLa is 6» выделен 

благодаря использованию стимулятора рос- 

та и среды MyсСel DW. Особенностью ме-

тода  является то, что независимо от того, в  

какой форме в пробе присутствуют МБТ 

(КУ палочки, в том числе инактивирован-

ные, L-, CWD, вирусоподобные, споропо-

добные, зернистые формы), в любом слу-

чае появляется рост CWD МБТ, своеобраз-

ного маркера туберкулезной инфекции. 

Инкубация  в стимуляторе роста  включает 
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программы восстановления и стимулирует 

рост CWD МБТ, чему способствуют и 

«слепые» пересевы, при которых происхо-

дит необходимый контакт и взаимодей-

ствие ростовых элементов. Регенерация 

МБТ  в CWD  форме биологически целесо- 

образна ввиду ее повышенной жизнеспо-

собности (рост на простых средах в широ-

ком диапазоне температур, адаптация к 

изменяющимся условиям, в том числе бла-

годаря уникальному полиморфизму).  

Рисунок 23. − Отпечатки органов морской свинки, зараженной «Is HeLa is 6».  

Гранулемы с рубиново-красными (КУ) зернистыми МБТ: 23a − почка; 23b – легкое;  

23d − селезенка; 23f – почки. Ткани и клетки, содержащие антигены,  

реагирующие с антителами к M. tuberculosis H37Rv: 23b – легкое; 23с − печень;  

23d – селезенка; 23f – почки). Палочковидные CWD МБТ (23b – легкое, синяя стрелка).  

23a – Kinyoun, 23b−23f – ДИП окраска 

Рисунок 24. − Отпечатки органов морской свинки, зараженной «Is HeLa 100 kDa+0.22». 

Гранулемы с рубиново-красными (КУ) зернистыми МБТ: 24a, 24b – печень;  

24c − легкое; 24d – селезенка. Ткани и клетки, содержащие антигены, реагирующие  

с антителами к M. tuberculosis H37Rv: 24b – печень; 24с − легкое; 24f – печень.  

24a, 24d – Kinyoun, 24b, 24c, 24f – ДИП окраска  

     

23а  23b  23c  23d  23f  

     

24a  24b  24c  24d   (40×100)  24f  

В лейкозных [20] и клетках HeLa не 

обнаружено  типичных и CWD МБТ, кото-

рые могли синтезировать антигены и дать 

рост бактериальных форм. Возможно, в 

них персистировали трудноразличимые 

внутри клеток L-формы МБТ в виде зерен, 

вакуолей или диффузных протопластов [4, 

17]. Необычные свойства изолятов [20, 22] 

позволяют предположить существование и 

неизвестных форм персистирования МБТ в 

клетках, в том числе с интеграцией генома 

или его фрагментов в геном хозяина [15, 

16, 17].  Ведь «Is HeLa is 6»,  как и изоляты 

из клеток Kasumi-1 и Jurkat [20], демон-

стрировали своеобразную «бессмерт- 

ность» и образование супермелких и су-

перустойчивых форм типа прионов и 

нанобактерий. То, что оставалось от их 

клеток после летального химического и 

механического разрушения, удаления дет-

рита и молекул крупнее не только 100 kDa, 

но и 3 kDa (!?), давало рост клеток, почти 

не отличавшихся не только от материнско-

го изолята, но и от экспериментально по-

лученного штамма CWD M. tuberculosis 

H37Rv. 
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25a  25b  25c  (40×100)  25d  25f  

Интересно, что такая «бессмерт- 

ность», «суперфильтруемость», невероят-

ный механизм передачи генетической ин-

формации, обеспечивающие регенерацию 

клеток, изначально присущи МБТ [22]. 

Причем «ультрафильтруемость» обнаруже-

на 90 лет назад, когда было установлено, 

что какие-то формы МБТ проходили через 

коллодиевые фильтры, не пропускавшие 

столбнячный (150 kDa) и дифтерийный ток-

сины (62 kDa) [27] и задерживались только 

фильтром 397 Da (фильтруемость азотно-

кислого стрихнина) [28]! 

Безусловно, констатирую уникаль-

ные свойства МБТ и возможности новых 

методов культивирования, необходимо оце-

нить риск возможной контаминации. Ком-

понент, который потенциально мог содер-

жать МБТ – эмбриональная сыворотка 

(FBS). Но ее получают от эмбрионов тубер-

кулинотрицательных коров и стерилизуют 

фильтрацией через тройные мембранные 

фильтры 0,1 µm. То есть, типичные МБТ не 

должны попасть в конечный продукт. В ис-

следованиях использовали FBS дополни-

тельно   стерилизованную  гамма-лучами. 

Это исключает спорную возможность при-

сутствия в ней фильтрующихся форм МБТ. 

Самое главное – контрольный посев FBS 

со стимулятором роста, позволявший вос-

становить жизнеспособность даже инакти-

вированных фильтрующихся форм [22], 

если они в ней находились, дал отрица-

тельный результат. 

Участию МБТ в канцерогенезе спо-

собствует свободное проникновение в  

клетки, чему помогает локализующийся в 

клеточной стенке белок Mce4A [29]. Пе-

роксид водорода, лизоцим и другие защит-

ные факторы, убивающие внутри клетки 

обычную микрофлору, для МБТ являются 

трансформирующими агентами, превраща-

ющими их в CWD (L-) [30], а главное − в 

вирусоподобные формы. На это указывает 

идентичность морфологии первичных изо-

лятов из лизированной и профильтрован-

ной через фильтр 0.22 µm крови человека с 

латентной туберкулезной инфекцией, из 

клеток HeLa и ультрафильтрата 3 kDa 

(рисунки 26, 27), восстанавливающихся из 

фильтрующихся вирусоподобных форм.  

Рисунок 25. − Отпечатки органов морской свинки, зараженной «Is HeLa 3 kDa+0.22».  

Гранулемы с рубиново-красными (КУ) зернистыми МБТ: 25a − легкое; 25с – печень;  

25f – селезенка. Ткани и клетки, содержащие антигены, реагирующие с антителами  

к M. tuberculosis H37Rv: 25b – легкое; 25d − печень; 25f – cелезенка.  

25a, 25с – Kinyoun, 25b, 25d, 25f – ДИП окраска  

  

26a 26b 

Рисунок 26. – Первичный рост:  

26а – фильтрованной через фильтр 0.22 µm  

лизированной крови человека  

с латентной туберкулезной инфекцией;  

26b – «Is HeLa is 6».  

Видны «пустые» клетки с «хвостом».  

26а – Kinyoun, 26b – ДИП окраска  
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Персистенция МБТ в клетках может 

вызывать геномную нестабильность [31, 

32], облегчающую интеграцию генов МБТ, 

включая гены «бессмертия». Придание ин-

фицированным клеткам хозяина «бессмер- 

тности» дает МБТ возможность размно-

жаться с каждым их делением, избегая 

контакта с иммунной системой, наступаю-

щим при апоптозе клетки. 

На изоляты из клеток HeLa эффек-

тивно действовали только фторхинолоны. 

Это еще не значит, что они могут приме-

няться для лечения рака, так как МБТ явно 

не персистируют в клетках в бактериаль-

ной форме. Но не исключено, что на каких-

то этапах онкогенеза, когда в крови и тка-

нях появляются CWD МБТ, они могут 

быть полезны, тем более известно, что 

многие  противораковые  лекарства эффек- 

тивно действуют на МБТ [33]. 

Выделенные изоляты по фенотипу 

резко отличались от типичных КУ МБТ. 

Тем не менее, они имели общие антигены, 

у них проявлялась частичная кислото-

устойчивость, особенно после контакта с 

некоторыми антибиотиками. Но не только 

результаты ПЦР были решающими в их 

идентификации. При заражении изолятами 

морских свинок во всех случаях они вызы-

вали образование микрогранулем с КУ зер-

нами, что характерно для латентной тубер-

кулезной инфекции МБТ со сниженной 

патогенностью. 

Полученные результаты, конечно, не 

бесспорны, но они демонстрируют нали-

чие у МБТ необычных свойств и необхо-

димость изменения подходов к профилак-

тике туберкулезной инфекции. 

Рисунок 27. − Пересев роста:  

27а − фильтрованной через фильтр  

0.22 µm гемолизированной крови  

человека с латентной туберкулезной  

инфекцией (ЧКУ клеток);  

27b – «Is HeLa 3kDa+0.22»,  

Kinyoun,10×100  

  

27а 27b 
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