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РОЛЬ ГЕНА mutR В МЕТАБОЛИЗМЕ 

И ВИРУЛЕНТНОСТИ ШТАММОВ 

STREPTOCOCCUS PYOGENES ГЕНОТИПА emm12

А.А. Зуткис, Б.Л. Мильман, А.В. Дмитриев

ФГБУ НИИ экспериментальной медицины СЗО РАМН, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В работе изучена функциональная роль гена белка-регулятора транскрипции mutR Streptococcus 

pyogenes (тип emm12). Ген mutR инактивирован в штаммах № 97 и № 152 методом инсерционного мутагенеза. 

Показано, что инактивация гена влияет на характер и динамику роста культур в жидких питательных средах. 

Обнаружено, что экспрессия секретируемых нуклеаз у мутантных штаммов существенно ниже по сравне-

нию с исходными штаммами. Методами двумерного электрофореза и масс-спектрометрии выявлена разница 

в экспрессии ряда белков у мутантных штаммов по сравнению с исходными штаммами. Показано, что в ре-

зультате инактивации гена mutR адгезивные свойства S. pyogenes к клеткам человеческого эпителия значи-

тельно снижаются. Анализ вирулентных свойств на мышиной модели выявил, что инактивация гена mutR 

привела к снижению вирулентных свойств штамма № 152 в 4,7 раза, а мутантный штамм № 97[mutR] оказался 

авирулентным по сравнению со штаммом № 97.
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Abstract. In the present study the functional role of the mutR regulatory protein gene of Streptococcus pyogenes (emm12) 

was studied. The mutR gene was inactivated in the strains no. 97 and no. 152 by insertional mutagenesis. Inactivation 

of the mutR gene was found to affect the dynamic and characteristics of bacterial growth in liquid medium. Expression 

of secreted nucleases was significantly lower in the mutant strains compared to the wild-type strains. Two-dimensional 

electrophoresis and mass-spectrometry revealed differences in expression of number of the proteins in mutant strains 

compared to the wild-type strains. Inactivation of the mutR gene negatively affected capacity of S. pyogenes to adhere 

to human epithelial cells. Finally, the virulence properties of the no. 152[mutR] mutant strains were found to be 4,7-fold 

less compared to the strain no. 152, while the no. 97[mutR] mutant strain became avirulent compared to the strain no. 97 

due to insertional inactivation of the mutR gene.
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Введение

Streptococcus pyogenes является одним из наи-

более часто встречающихся возбудителей бак-

териальных инфекций человека. К заболе-

ваниям, вызываемым S. pyogenes, относятся: 

тонзиллофарингит, скарлатина, рожистое вос-

паление, флегмоны, гломерулонефрит, некро-

тизирующий фасцит, синдром токсического 

шока и др. [11].

Штаммы S. pyogenes способны быстро и эф-

фективно адаптироваться к изменяющим-

ся условиям окружающей среды при помощи 

различных регуляторных механизмов [17]. 

Одним из таких механизмов является регуля-

ция транскрипции генов при помощи белков-

регуляторов. Такие белки содержат участок 

«спираль-поворот-спираль», за счет которого 

они взаимодействуют с промоторными об-

ластями отдельных генов, в том числе, генов 

патогенности, влияя на уровни их транскрип-

ции, и, как следствие, на уровни экспрессии 

кодируемых ими белков [9, 19].

Ген mutR S. pyogenes кодирует белок-ре-

гулятор транскрипции MutR. Этот ген лишь 

один из многочисленных генов-регуляторов 

S. pyogenes, контролирующих транскрипцию 

генов, которые вовлечены в разнообразные 

процессы, происходящие в S. pyogenes. К чис-

лу генов-регуляторов, изучаемых в настоящее 

время в ведущих лабораториях мира, относят-

ся гены mga [15, 16, 20], rivR [21, 25], ralp3 [18, 

22, 23], srv [10], rgg [5, 7], mtsR [24] и ряд других, 

и схема исследования подобных генов явля-

ется стандартной — выбор конкретного гена-

регулятора, что полностью зависит от желания 

и интуиции экспериментатора, инактивация 

гена в исходном штамме и сравнение свойств 

исходного и мутантного штаммов. В большин-

стве случаев полученные результаты носят 

фундаментальный характер и доказывают роль 

каждого из изучаемых генов в конкретном фи-

зиологическом процессе — адаптации к усло-

виям окружающей среды [8, 12], способности 

формировать биопленки [7], способности ис-

пользовать различные субстраты для размно-

жения и роста [8], способности активировать 

или репрессировать транскрипцию генов ви-

рулентности [6, 13, 14, 19, 25] и др. При этом 

многие из изучаемых белков-регуляторов 

S. pyogenes являются негативными регулято-

рами вирулентных свойств, то есть при инак-

тивации гена-регулятора штаммы становятся 

высоковирулентными [19, 26].

Недавно нами было показано, что белок-

регулятор MutR существенно отличается 

по своей функциональной роли от других ре-

гуляторов S. pyogenes. На модели штамма SF370 

(генотип emm1) было продемонстрировано, 

что инактивация гена mutR приводит к пол-

ной потере вирулентных свойств при модели-

ровании стрептококковой инфекции на лабо-

раторных животных; мутантный по гену mutR 

штамм эффективно подвергается фагоцито-

зу в цельной человеческой крови в отличие 

от штамма SF370; и мутантный штамм харак-

теризуется существенно меньшей адгезивной 

способностью к эпителиальным клеткам че-

ловека [1, 27].

Целью данного исследования является 

инактивация гена mutR у штаммов одного 

из наиболее часто встречающихся генотипов 

S. pyogenes (emm12) и дальнейшее изучение его 

функциональной роли в метаболизме и виру-

лентности стрептококков.

Материалы и методы

В исследовании использовали 30 штаммов 

S. pyogenes генотипа emm12 из коллекции ФГБУ 

НИИЭМ СЗО РАМН, выделенных от детей 

младшего школьного возраста: 18 штаммов 

были выделены в Санкт-Петербурге в 2007–

2008 гг., и 12 штаммов — в Пекине в 2006–

2009 гг. Все штаммы были выделены как 

от здоровых носителей, так и от детей с кли-

ническими проявлениями различных стреп-

тококковых инфекций, таких как гнойный 

синусит, скарлатина, острый и хронический 

тонзиллит. Штамм E. coli DH5α использова-

ли для получения препаративных количеств 

плазмидной ДНК.

Культивирование штаммов S. pyogenes осу-

ществляли в жидкой среде Todd-Hewitt Broth 

(HiMedia Laboratories, Индия) и на 1,5% агари-

зованных средах на основе Todd-Hewitt Broth 

с добавлением человеческой эритроцитарной 

массы до конечной концентрации 5% при тем-

пературе 37°С без перемешивания. Штамм 

E. coli культивировали в бульоне BHI (Gibco, 

США) при температуре 37°С и перемешивании 

на качалке роторного типа Sky Line (ELMI, Лат-

вия) или на 1,5% агаризованной среде на осно-

ве Luria-Bertani (HiMedia). Питательные сре-

ды готовили в соответствии с прилагаемыми 

к ним инструкциями. Концентрация эритро-

мицина при культивировании рекомбинант-

ных штаммов S. pyogenes и E. coli составила 2,5 

и 200 мкг/мл соответственно.

Генно-инженерные манипуляции (рест-

рикция, лигирование, трансформация E. coli 

лигазной смесью, электрофоретическое раз-

деление ДНК в агарозном геле) проводили 

в соответствии с руководством [2]. Выделение 
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хромосомной ДНК осуществляли методом фе-

нол/хлороформенной экстракции. Выделение 

ДНК из агарозного геля осуществляли с по-

мощью коммерческого набора «AxyPrep DNA 

Gel Extrection Kit» (Axygen, США) согласно ин-

струкции производителя. Плазмидные ДНК 

выделяли с использованием Axy Prep™ Plasmid 

Midiprep Kit (Axygen).

Трансформацию микроорганизмов осу-

ществляли методом электропорации на при-

боре Gene Pulser Xcell по методике, рекомендо-

ванной производителем (Bio-Rad Laboratories, 

США).

Для амплификации гена mutR проводили 

ПЦР с праймерами MutR-1 (5’-CAT GAC TGT 

CTC CTT TCT GAT TTT C -3’) и MutR+1 (5’- 

CCG TTA TTT AAA GGA CAG CTA GAC C -3’). 

Секвенирование использовали для определе-

ния последовательности гена mutR и подтверж-

дения того, что в результате инсерционного 

мутагенеза рекомбинантная плазмида встрои-

лась в ожидаемую область структурной части 

гена mutR. Секвенирование ДНК проводили 

на секвенаторе Beckman Coulter CEQ™ 8000 

(США) согласно инструкции производителя.

Анализ активности секретируемых ДНКаз 

осуществляли методом пересева штаммов уко-

лом на плотную среду с метиленовым зеленым 

и выращиванием их в течение ночи. Зона во-

круг колонии свидетельствовала о наличии 

у штамма секретируемых ДНКаз, об уровне 

экспрессии которых судили по диаметру зоны 

просветления [14].

Для оценки адгезивных свойств штаммы 

выращивали при 37°С в 40 мл бульона Todd-

Hewitt Broth в течение ночи, клетки центри-

фугировали и отмывали физиологическим 

раствором. Отмытые клетки ресуспендиро-

вали в физиологическом растворе, и 107 КОЕ 

S. pyogenes инкубировали с 105 эпителиальных 

клеток при температуре 37°С в течение 30 мин. 

Число адгезировавших клеток стрептокок-

ков оценивали при помощи микроскопа Leica 

DM750 (Leica Microsystems).

Анализ клеточных лизатов осуществля-

ли с помощью электрофореза в полиакрила-

мидном геле (SDS-PAGE) и двумерного гель-

электрофореза. Для приготовления лизатов 

осадки клеток суспендировали в физиологи-

ческом растворе, смешивали с равным объ-

емом буферного раствора, содержащего 10% 

β-меркаптоэтанола, и кипятили в течение 

10 мин. Двумерный электрофорез проводили, 

как описано ранее [8]. Анализируемые белки, 

разделенные методами SDS-PAGE и двумерно-

го гель-электрофореза, подвергали трипсино-

лизу в геле по стандартной методике.

Масс-спектрометрию проводили на прибо-

рах масс-спектрометр Ultraflextreme и хрома-

то масс-спектрометр Maxis 4G (Bruker, Гер-

мания). Триптические пептиды определяли 

методом масс-спектрометрии MALDI LIFT 

ToF/ToF. Для каждого белка регистрировали 

масс-спектр (MC1) суммы пептидов, содержа-

щий пики их ионов [M+H]+. Для 8–12 наибо-

лее интенсивных пиков регистрировали масс-

спектры фрагментных ионов в режиме LIFT 

(MC2). Соответствующие белки идентифици-

ровали по совпадению масс ионов пептидов 

(спектры МС1) и их фрагментов (спектры МС2) 

с использованием программы Mascot и баз 

данных аминокислотных последовательностей 

SwissProt и NCBInr.

В качестве лабораторных животных исполь-

зовали беспородных мышей (самцы, 10–12 нед., 

вес 14–16 г, питомник лабораторных животных 

«Рапполово»). Для моделирования стрепто-

кокковой инфекции штаммы выращивали при 

37°С в 40 мл бульона Todd-Hewitt Broth в тече-

ние ночи, клетки центрифугировали и отмы-

вали физиологическим раствором. Отмытые 

клетки ресуспендировали в физиологическом 

растворе. Животным вводили внутрибрюшно 

по 0,5 мл микробной суспензии с различными 

концентрациями возбудителя (3,5 × 108 — 4 × 
108 КОЕ/животное), в зависимости от штамма 

микроорганизма. Для каждой дозы заражения 

использовали по 15 мышей. Наблюдение вели 

в течение 10 дней. Для подтверждения гибели 

животных от стрептококковой инфекции де-

лали счетные высевы микроорганизмов из се-

лезенок.

Статистическую достоверность различий 

в вирулентности штаммов при внутрибрюш-

ном заражении лабораторных мышей опреде-

ляли с использованием кривых выживаемости 

Каплана–Мейера, логарифмического ранго-

вого критерия и программного обеспечения 

«GraphPad Prism».

Результаты

Конструирование штаммов S. pyogenes, 

мутантных по гену mutR

Все 30 штаммов S. pyogenes генотипа emm12, 

использованные в работе, были проанализи-

рованы на наличие гена mutR методом ПЦР. 

В результате было обнаружено, что все штам-

мы содержали данный ген. Ранее было по-

казано, что в штамме SF370 (генотип emm1) 

ген mutR контролирует вирулентные свойства 

[27]. Исходя из этого, с использованием моде-

ли внутрибрюшного заражения лабораторных 

мышей были отобраны два наиболее вирулент-



342

Инфекция и иммунитетА.А. Зуткис, Б.Л. Мильман, А.В. Дмитриев

ных штамма генотипа emm12 — штамм № 97 

(острый тонзиллит, Россия) и штамм № 152 

(бессимптомное носительство, Россия).

В штаммах S. pyogenes № 97 и № 152 ген mutR 

был инактивирован методом инсерционного 

мутагенеза с использованием ранее сконстру-

ированной плазмиды pVA891[mutR] [1]. Ин-

серционный мутагенез должен был привести 

к встраиванию плазмиды pVA891[mutR] в ген 

белка-регулятора mutR и нарушению структур-

ной области гена. В результате электропорации 

штаммов S. pyogenes № 97 и № 152 были получе-

ны клоны, устойчивые к действию эритроми-

цина, а полученные мутантные штаммы были 

названы № 97[mutR] и № 152[mutR] соответ-

ственно. Секвенирование подтвердило ожи-

даемое встраивание плазмиды pVA891[mutR] 

в структурную часть ген mutR (данные не при-

ведены).

Сравнительный анализ метаболизма штаммов

При росте штаммов в жидкой питательной 

среде Todd-Hewitt Broth были отмечены суще-

ственные различия. Так, например, штаммы 

№ 97 и № 152 имели характерный придон-

ный рост, а штаммы № 97[mutR] и № 152[mutR] 

росли во всем объеме среды, и только к сере-

дине стационарной фазы их рост становился 

придонным и сходным с таковым у исходных 

штаммов (данные не приведены), подтверж-

дая существенную роль гена mutR в метабо-

лизме S. pyogenes. При этом инактивация гена 

mutR привела к значительным изменениям 

в скорости роста штаммов. Так, у штамма 

№ 152 инактивация гена mutR привела к зна-

чительному уменьшению продолжитель-

ности лаг-фазы и лог-фазы роста, при этом 

стационарной фазы роста мутантный штамм 

№ 152[mutR] достиг уже через 4 ч, тогда как 

исходный штамм — через 6 ч (рис. 1). В то 

же время, в штамме № 97 инактивация гена 

mutR привела к совершенно другим резуль-

татам — продолжительность лаг-фазы у му-

тантного штамма № 97[mutR] немного уве-

личилась. При этом оптическая плотность 

культуры № 97, соответствующая стационар-

ной фазе роста, превышала таковую культуры 

№ 97[mutR] (рис. 1).

Рисунок 1. Рост штаммов S. pyogenes в Todd-Hewitt Broth

Примечание. Значения оптических плотностей (ось ординат) и доверительные интервалы приведены, 
исходя из результатов трех независимых экспериментов.
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При анализе экспрессии секретируемых ну-

клеаз было показано, что у обоих мутантных 

штаммов она оказалась существенно снижена 

по сравнению с таковой у исходных штаммов 

№ 97 и № 152 (рис. 2).

При анализе внутриклеточных белков мето-

дами SDS-PAGE и двумерного электрофореза 

был выявлен ряд отличий. Так, для штаммов 

№ 152 и № 152[mutR], а также для штаммов № 97 

и № 97[mutR] некоторые из белковых продук-

тов были идентифицированы методом масс-

спектрометрии, и выявлена разница в экспрес-

сии ряда белков/изоформ белков. В частности, 

у штамма № 152[mutR] оказались снижены уров-

ни экспрессия энолазы, фактора элонгации Ts, 

пируваткиназы по сравнению со штаммом 

№ 152 (рис. 3). Кроме того, в мутантном штамме 

перестала экспрессироваться одна из изоформ 

фосфоглицераткиназы и начала экспрессиро-

ваться одна из изоформ фактора элонгации Tu 

(рис. 3). У штамма № 97[mutR] оказался снижен 

уровень экспрессии орнитинкарбомоилтранс-

феразы и повышен уровень экспрессии фактора 

элонгации Tu по сравнению со штаммом № 97 

(данные не приведены).

Сравнительный анализ вирулентных свойств 

штаммов

В результате исследования обнаружено, что 

в результате инактивации гена mutR адгезив-

ные свойства S. pyogenes к клеткам человече-

ского эпителия значительно снижаются. Так, 

среднее число стрептококковых клеток на одну 

эпителиальную клетку для штаммов № 97 

и № 97[mutR] оказалось равным 26 и 8 соответ-

ственно, а для штаммов № 152 и № 152[mutR] — 

79 и 9 соответственно (данные не приведены). 

Анализ вирулентных свойств на мышиной мо-

дели показал, что инактивация гена mutR при-

вела к снижению вирулентных свойств штамма 

№ 152 в 4,7 раза, а штамм № 97[mutR] оказался 

авирулентным по сравнению со штаммом № 97 

(рис. 4).

Обсуждение

Исследования молекулярных механизмов 

регуляции экспрессии генов, в том числе, генов 

патогенности, обеспечивающих микроорганиз-

мам способность приводить к патологическим 

процессам в организме человека, являются од-

№ 97

№ 152
№ 152[mutR]

№ 97[mutR]

Рисунок 2. Экспрессия секретируемых нуклеаз у штаммов S. pyogenes

Рисунок 3. Анализ клеточных лизатов штаммов № 152[mutR] и № 152 методами двумерного 

электрофореза и спектрометрии

Примечание. Цифрами отмечены продукты, соответствующие следующим белкам: 1 — энолаза; 
2 — фосфоглицераткиназа; 3 — фактор элонгации Ts; 4 — пируваткиназа; 5 — фактор элонгации Tu.

75 kDa

№ 152[mutR] № 152

50 kDa

35 kDa
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ним из наиболее приоритетных направлений 

современной микробиологии [4]. S. pyogenes, 

вызывающий широкий спектр инфекционных 

заболеваний, в том числе, тяжелые инвазивные 

заболевания, и являющийся причиной пост-

стрептококковых осложнений — один из ин-

тенсивно изучаемых микроорганизмов [11].

Цель исследований большинства из генов-ре-

гуляторов S. pyogenes — показать функциональ-

ную роль конкретного гена в конкретном фи-

зиологическом процессе, например, адаптации 

к условиям окружающей среды [8, 12], способ-

ности формировать биопленки [7], способнос ти 

ферментировать различные биологические мо-

лекулы [8], способности влиять на транскрип-

цию генов вирулентности и вирулентные свой-

ства [6, 13, 14, 19, 25]. При этом крайне сложно 

предположить, какое место в разветвленной 

регуляторной сети S. pyogenes занимает конкрет-

ный ген-регулятор транскрипции.

Следует отметить, что регуляция экспрес-

сии генов и вирулентных свойств у S. pyogenes 

может кардинальным образом отличаться 

у разных штаммов. Так, например, результаты 

инактивации одного и того же гена-регулятора 

транскрипции rgg у трех разных штаммов харак-

теризовались штаммовой специфичностью — 

инактивация либо не приводила к изменению 

вирулентности, либо приводила к увеличению 

вирулентности, либо приводила к уменьшению 

вирулентности соответственно [3, 19].

В данной работе в качестве объекта иссле-

дования был выбран ген-регулятор транскрип-

ции mutR, инактивация которого в штамме 

S. pyogenes генотипа emm1 приводила к потере 

вирулентных свойств [1, 27]. В результате инак-

тивации данного гена у двух штаммов одно-

го из наиболее распространенных генотипов, 

emm12, было показано его влияние на много-

численные физиологические процессы. Напри-

мер, было показано, что ген mutR контролирует 

скорость и характер роста штаммов в жидкой 

питательной среде (рис. 1), активирует экс-

прессию секретируемых нуклеаз, являющих-

ся факторов факторами патогенности (рис. 2), 

влияет на экспрессию ряда белков, важных для 

размножения и роста S. pyogenes (рис. 3). Мно-

гие из проанализированных свойств зависели 

от активности гена mutR штаммоспецифичес-

ким образом, что неудивительно, учитывая 

штаммоспецифическую активность другого 

гена-регулятора S. pyogenes — rgg [13, 14].

Рисунок 4. Динамика гибели лабораторных мышей при внутрибрюшном заражении штаммами 

S. pyogenes № 152, № 152[mutR] и штаммами № 97, № 97[mutR]

Примечание. На оси абсцисс — количество дней от начала заражения животных, на оси ординат — процент выживших 
животных.
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Вместе с тем, во всех трех изученных штам-

мах S. pyogenes ген mutR выполняет роль гена-

активатора вирулентных свойств. Важно отме-

тить, что это свойство характерно для наиболее 

распространенных генотипов S. pyogenes, emm1 

и emm12. Инактивация гена mutR приводит к зна-

чительному снижению вирулентных свойств или 

их полной утрате микроорганизмом при модель-

ных экспериментах на лабораторных животных, 

в цельной человеческой крови и на эпителиаль-

ных клетках [1, 27].

Таким образом, полученные в настоящем 

исследовании данные значительно расширили 

представления о функциональной роли гена-

регулятора mutR в патогенезе заболеваний, 

вызываемых S. pyogenes. Дальнейшие исследо-

вания могут быть направлены на разработку 

нового класса антибактериальных препаратов, 

селективно действующих на ген mutR или его 

белковый продукт, MutR, с целью профилак-

тики и лечения стрептококковых заболеваний 

человека.
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