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В связи с высоким темпом роста антибиотикоустойчивости 
микроорганизмов создание альтернативных антимикробных средств или 
способов их доставки является приоритетным направлением биологии, 
медицины и ветеринарии. Представлены результаты проекта по 
конструированию и тестированию ColE7-опосредованной «kill»–«anti-kill» 
системы на основе пробиотического штамма Nissle 1917. На факультете 
биотехнологии университета Любляны был создан генномодифицированный 
штамм Escherichia coli ŽP (киллерный донор), несущий на конъюгативной 
плазмиде ген колицина ColE7 с ДНК-азной активностью, а также ген immE7 в 
хромосоме, обеспечивающий клетке синтез иммунного белка, который прочно 
связывается с соответствующим колицином, ингибируя его активность в пределах 
клетки хозяина. Система апробирована с референтным штаммом E. coli в 
различных экспериментальных моделях: в планктонной культуре, в 
формирующейся и сформированной биопленках. Показано, что 
антимикробное действие на основе конъюгативного переноса генов 
бактериоцинов возможно. Определены перспективы использования E. coli ŽP в 
качестве основы пробиотического препарата, который, в отличие от аналогов, 
будет обладать высокой антибактериальной активностью против 
энтеропатогенов за счет нового механизма доставки колицина, позволяющего 
эффективно воздействовать на устойчивые к бактериоцинам штаммы. 

Ключевые слова: Escherichia coli, бактериоцины, колицин ColE7, конъюгация, 
пробиотический препарат. 

Формирование резистентности к анти-
микробным препаратам (антибиотикам, 
антисептикам, бактериофагам) является 
естественным адаптационным механиз-
мом микроорганизмов и представляет 
серьезную медицинскую и социальную 

проблему [2, 7]. На сегодняшний день 
большинство клинически важных пато-
генных и условно-патогенных бактерий 
способны вырабатывать устойчивость к 
антибактериальным веществам [16, 30]. 
Появились штаммы различных видов 
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микроорганизмов, не чувствительные к 
действию практически всех антибиоти-
ков, применяемых в медицинской практи-
ке, тогда как темпы получения новых 
препаратов существенно снизились [6]. 
Тенденция к увеличению количества ан-
тибиотикоустойчивых штаммов бактерий 
выявлена и на предприятиях сельского 
хозяйства [1, 12]. В связи с этим создание 
новых/альтернативных антимикробных 
средств или способов их доставки являет-
ся приоритетным направлением биоло-
гии, медицины и ветеринарии [16]. Такой 
альтернативой могут стать бактериоцины, 
низкомолекулярные пептиды, обладаю-
щие узкоспецифическим антибактериаль-
ным действием, направленным на штам-
мы филогенетически родственных или 
соименных видов бактерий [21, 27], дос-
тавленные в клетки-мишени путем конъ-
югативного переноса – естественного пу-
ти межклеточной коммуникации прока-
риотических клеток. 

Бактериоцины Escherichia coli. Бак-
териоциногения – биологический фено-
мен, широко распространенный в приро-
де, является оружием в конкуренции меж-
ду штаммами и способствует выживанию 
бактерий в полимикробных сообществах 
[14, 13]. Антибиотическая активность бак-
териоцинов, обусловливающая антаго-
низм между бактериями, известна давно: 
первые сведения были получены А. Gratia 
в 1925 г. в отношении ингибиторных суб-
станций, образованных E. coli [18]. Инте-
рес к бактериоцинам кишечной палочки 
связан с важной ролью этих бактерий в ка-
честве компонента микробиоты желудоч-
но-кишечного тракта человека и живот-
ных. Известно, что E. coli продуцирует два 
типа бактериоцинов, классифицирован-
ных по их молекулярной массе – колици-
ны (25–80 кДа) и микроцины (<10 кДа), а 
также механизму действия. В отличие от 
микроцинов синтез колицинов регулиру-
ется посредством одного из механизмов 
репарации ДНК, таких как SOS-ответ, и 
является летальным процессом для проду-
цирующей его клетки [34]. Кроме того, 
почти все колицины кодируются на плаз-
миде, тогда как гены микроцинов чаще об-
наруживаются в хромосоме. Микроцины 
разделяют по возможности посттрансля-
ционной модификации, организации об-
ласти генома и аминокислотной последо-

вательности лидирующего пептида.  
Объектами их поражения в микробной 
клетке являются ДНК-гиразa, ДНК-зави-
симая РНК-полимеразa и аспартил-
тРНК-синтетазa. В целом, микроцины рас-
сматриваются в качестве весьма перспек-
тивных антимикробных средств [4]. На ос-
нове механизма действия колицины мож-
но разделить на ферментативные (энзим-
ные), проявляющие функцию нуклеазы 
(субстратом может быть ДНК, рРНК или 
тРНК), и канал(поро)-формирующие коли-
цины, которые изменяют ионную прони-
цаемость и деполяризуют цитоплазмати-
ческую мембрану (табл. 1) [4, 11]. 

Продуцирующие колицин штаммы 
также синтезируют специфический белок 
иммунитета к своему бактериоцину, ко-
торый защищает клетку от летальных эф-
фектов белка-токсина [23]. Типичный 
кластер генов, ответственных за бакте-
риоциногению, включает гены, кодирую-
щие белок токсина, белок иммунитета и 
лизисный белок [22]. Последний, извест-
ный как белок высвобождения бактерио-
цина (BRP), может вызывать лизис бакте-
рий. В бактериальной популяции (без до-
полнительных искусственных воздейст-
вий) бактериоцин продуцируют только 
отдельные клетки, которые при этом по-
гибают, но большинство являются им-
мунными к действию гомологичного бак-
териоцина и сохраняют способность к его 
продукции в течение бесконечного ряда 
поколений. Активность колицинов зави-
сит от связывания с определенным рецеп-
тором (BtuB, Cir, FepA, FhuA и др.) во 
внешней мембране чувствительных кле-
ток и транслокации его к цели с помощью 
Tol (колицины группы А) или TonB (ко-
лицины группы В)-рецепторов [10]. Му-
тации в tol, tonB и exb в генах E. coli при-
водят к появлению устойчивости бакте-
рий к колицинам. 

Если на поверхности наружной мем-
браны клеток присутствует рецепторный 
белок распознавания колицинов и систе-
ма транслокации, такие бактерии называ-
ются чувствительными и колицины дей-
ствуют на них летально (рис. 1). Бактерии 
с отсутствием рецепторов к данному ко-
лицину классифицируются как резистент-
ные, бактерии с дефектом транслокацион-
ной белковой системы – как толерантные, 
а бактерии, продуцирующие белки имму-
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нитета, – как иммунные штаммы. Рези-
стентные, толерантные и иммунные клет-
ки не будут чувствительны к соответст-
вующим колицинам. 

Многочисленными исследованиями 
показано, что колицины часто очень эф-
фективны против энтеропатогенных и 
уропатогенных штаммов E. coli [26, 28, 

31]. Тем не менее их применение затруд-
нено тем, что быстро появляются штам-
мы бактерий с устойчивостью к различ-
ным колицинам [9]. Возможным решени-
ем этой проблемы является использова-
ние альтернативного режима доставки 
бактериоцинов на основе горизонтально-
го переноса col-генов c участием конъю-

Таблица 1 
Классификация колицинов E. coli [33] 

Колицин Молекулярный вес, Da Механизм Рецептор Транслокатор 
E1 57279 канал(поро)-формирующий BtuB TolC, TolAQ 
К 59611 канал(поро)-формирующий Tsx OmpAF, TolABQR 
N 41696 канал(поро)-формирующий OmpF OmpF, TolABQR 
S4 54085 канал(поро)-формирующий OmpW OmpF, TolABQR 
E2 61561 ДНКаза BtuB OmpF, TolABQR 
E7 61349 ДНКаза BtuB OmpF, TolABQR 
E8 70000 ДНКаза BtuB OmpF, TolABQR 
E9 61587 ДНКазa BtuB OmpF, TolABQR 
E3 57960 16S рРНКаза BtuB OmpF, TolABQR 
E4 н.д. 16S рРНКаза BtuB OmpF, TolABQR 
E6 58011 16S рРНКаза BtuB OmpF, TolABQR 
DF13 59293 16S рРНКаза lutA OmpF, TolABQR 
E5 58254 тРНКаза BtuB OmpF, TolABQR 
B 54742 канал(поро)-формирующий FepA TonB-ExbBD 
la 69429 канал(поро)-формирующий Cir TonB-ExbBD 
lb 69923 канал(поро)-формирующий Cir TonB-ExbBD 
5 53137 канал(поро)-формирующий Tsx TonC, TonB-ExbBD 
10 53342 канал(поро)-формирующий Tsx TonC, TonB-ExbBD 
D 74683 тРНКаза FepA TonB-ExbBD 
M 29453 Пептидогликаназа FhuA TonB-ExbBD 
 

Рис. 1. Схема выделения и действия бактериоцина на чувствительную клетку: 1 – синтез 
бактериоцина, включающего три домена (домен транслокации – оранжевый, домен связывания  

с рецептором – желтый, цитотоксический домен – синий), и образование комплекса с его 
иммунным белком для защиты клетки-хозяина; 2 – выделение бактериоцина путем либо 
секреции, либо лизиса клеток; 3 – связывание бактериоцина с конкретными рецепторами  

на клетках-мишенях и перенос токсического домена внутрь клетки; 4 – токсический эффект, 
приводящий к гибели бактерий. Источник: [33]; http://2016.igem.org/Team:Dundee/Description 
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гативных плазмид [17], что позволит воз-
действовать на резистентные к бактерио-
цинам штаммы бактерий, утративших 
способность синтезировать рецепторы 
или белки транслокации. 

Конструирование ColE7-опосредо-
ванной «kill»–«anti-kill» конъюгатив-
ной системы. Колицины группы Е состоят 
из трех доменов: центрального домена, необ-
ходимого для узнавания и связывания с ре-
цепторами наружной мембраны, N-конце-
вого, участвующего в транслокации белка 
через мембрану, и С-концевого нуклеазного 
домена. Последний содержит H-N-H-мотив 
и обеспечивает неспецифическую нуклеаз-
ную активность бактериоцинов. На кафедре 
биотехнологии Университета Любляны 
на основе хорошо известного пробиоти-
ческого штамма Nissle 1917 [19] был соз-
дан генномодифицированный штамм 
E. coli ŽP (киллерный донор) путем вве-
дения сolЕ7-гена на конъюгативной плаз-
миде pOX38a – производной F-плазмиды 
[29]. В целях защиты Nissle 1917 от ле-
тального действия ДНКазы СolE7 в его 
хромосому вставлен immЕ7-ген. Было 
сделано предположение: плазмида 
pOX38a переносит сolЕ7 в клетку реци-
пиента, где начинается его немедленная 
транскрипция и синтез бактериоцина, ко-
торый «убивает» получателя. В качестве 
контроля конъюгативного переноса ис-
пользовали штамм E. coli N4i без сolЕ7 на 
pOX38a (контрольный донор). 

Таким образом, для доказательства 
конъюгационно-опосредованного меха-
низма действия бактериоцинов была 
предложена антимикробная бактериаль-
ная система «kill»–«anti-kill». Производ-
ство колицина ColE7 вновь сконструиро-
ванным штаммом E. coli ŽP было доказа-
но с помощью чувствительного штамма 
E. coli DH5α согласно [9] (рис. 2). Исход-

ный штамм Nissle 1917, продуцирующий 
два микроцина – H47 и M, вызывал лишь 
слабый лизис индикаторного штамма, то-
гда как вокруг колонии штамма E. coli ŽP 
зона лизиса E. coli DH5α была более вы-
ражена за счет действия колицина. 

Предложенная система может обеспе-
чить большую конкурентноспособность 
штамма в смешанной микробной популя-
ции, где присутствуют продуценты не-
скольких бактериоцинов, в различных 
экологических нишах. Стабильность 
плазмиды в штамме E. coli ŽP контроли-
ровали в течение 6 месяцев на агаризо-
ванной среде, содержащей хлорамфени-
кол. Потери или перестроек плазмиды, 
влияющих на экспрессию бактериоцина, 
не наблюдалось. 

Система была апробирована с рефе-
рентным штаммом E. coli K-12 TG1 в раз-
личных экспериментальных моделях: в 
планктонной культуре, в формирующейся 
и в сформированной биопленках [29]. По-
следние две модели были необходимы, 
так как in vivo, в том числе в кишечном 
тракте, микроорганизмы существуют в 
основном в составе прикрепленных сооб-
ществ. Кроме того, как известно, именно 
в биопленках бактериальные клетки наи-
более устойчивы к действию биоцидов. 

Как видно из табл. 2, трансконъюган-
ты не были детектированы во всех четы-
рех моделях анализа конъюгативного пе-
реноса между «киллерным» донором 
E. coli ŽP (Nissle 1917 с immЕ7 в хромосо-
ме, сolE7 на плазмиде) и штаммом-реци-
пиентом. Доказательство того, что конъ-
югация между клетками происходила, 
было получено в экспериментах с кон-
трольным донорным штаммом E. coli N4i: 
частота передачи составила 10–4–10–3 и 
была сопоставима во всех четырех моде-
лях (в планктонной культуре в большом и 
малом объеме, в формирующейся и в 
предварительно сформированной био-
пленках). Сделан вывод, что все клетки-
реципиенты, получившие сolЕ7-ген по-
средством конъюгативного переноса, экс-
прессировали его и были лизированы из-
за ДНК-азной активности колицина. 

Перспективы использования 
ColE7-опосредованной «kill»–«anti-kill» 
конъюгативной системы. В сфере меди-
цины применение бактериоцинов и штам-
мов-продуцентов ограничивается зонами 

Рис. 2. Зоны подавления роста E. coli DH5α, 
образованных штаммами E. coli ŽP (ŽP)  

и Nissle 1917 (EcN) [29] 
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слизистых оболочек – ротовая и ушная 
полости, желудочно-кишечный и репро-
дуктивный тракты. Препараты на основе 
кишечной палочки активно применяются 
для лечения и профилактики дисбакте-
риоза кишечника человека. В настоящее 
время в России известные пробиотики 
«Колибактерин» и «Бификол» разработа-
ны на основе штамма E. coli М17, кото-
рый является производным выделенного 
А. Ниссле штамма, используемого для 
получения препарата «Mutaflor» (Герма-
ния) [2, 19]. Разработка новых комбини-
рованных, сбалансированных, бактерио-
циногенных микробных комплексов на 
основе известных штаммов-продуцентов 
бактериоцинов и вновь созданного штам-
ма E. coli ŽP позволит создать высокоэф-
фективные пробиотические препараты с 
широким спектром антагонистической 
активности. 

Создание новых методов и средств 
специфической профилактики и тера-
пии бактериальных инфекций сельско-
хозяйственных животных активно осу-
ществляется в России и за рубежом. 
Предложены две основные стратегии 
применения бактериоцинов: в первом 
случае очищенные бактериоцины непо-
средственно добавляются к корму для 
животных в качестве противоинфекцион-
ных добавок, во втором – с помощью 
пробиотических штаммов формируют ки-
шечную микрофлору с первых часов жиз-
ни животного. Обе процедуры способст-
вуют снижению количества энтеропато-
генов животных, а также патогенов, пере-
дающихся через пищевые продукты. Как 
следствие, это может предотвратить появ-
ление бактерий, устойчивых к антибиоти-
кам, экономические потери и негативные 
последствия для здоровья человека [8]. 

Перспективным на сегодняшний день 
считается применение искусственно 
сконструированных штаммов с множест-
венной продукцией бактериоцинов или 
комбинированных пробиотических пре-
паратов, сочетающих несколько штаммов 
с различными свойствами. Так, например, 
в связи с утратой пробиотическим штам-
мом Е. coli M17 антагонистических 
свойств было предложено восстановить 
его конкурентоспособность с помощью 
рекомбинантных плазмид, детермини-
рующих продукцию двух бактериоцинов 
(микроцина В5 и колицин El), а также ус-
тойчивость к ним. Показано, что штамм 
E. coli, продуцирующий одновременно 
микроцин и колицин, жизнеспособен в 
условиях кишечника животных [3, 5]. 

Перспективность данного направле-
ния обусловлена также запретом приме-
нения в животноводстве синтетических 
стимуляторов продуктивности и ограни-
чением использования антибиотиков. По-
этому в последние годы в сельскохозяй-
ственном производстве возрос интерес к 
пробиотикам, но они не всегда достаточ-
но эффективны из-за нарастающей бакте-
риоциноустойчивости энтеропатогенных 
бактерий. Новый штамм E. coli ŽP, в от-
личие от аналогов, обладает высокой ан-
тибактериальной активностью против эн-
теропатогенов за счет конъюгативного 
механизма передачи колицина и будет 
эффективно действовать на резистентные 
и толерантные к бактериоцинам штаммы. 
Его введение повысит общее содержание 
в кишечнике бактерий группы кишечной 
палочки, подавляя при этом развитие па-
тогенных представителей данного вида, 
без заметного влияния на молочнокислую 
и бифидофлору кишечника животных, 
поэтому сельское хозяйство является наи-

Таблица 2 
Конъюгативная передача плазмиды pOX38a в клетки E. coli K-12 TG  

с использованием «kill»–«anti-kill» системы 
Состав конъюгативной смеси 

Контрольный донор N4i × 
 K-12 TG1 

Киллерный донор ŽP ×  
K-12 TG1 Модель 

R T ν R T ν 
Жидкая культура (4 мл) 6,1×107 6,4×104 1,0×10–3 3,9×107 0 0 
Планктон (200 мкл) 1,6×108 1,3×105 8,0×10–4 1,1×108 0 0 
Формирующаяся биопленка (200 мкл) 3,1×107 7,1×103 2,3×10–4 3,7×107 0 0 
Сформированная биопленка (200 мкл) 5,4×107 4,9×105 9,2×10–3 2,7×107 0 0 

Примечание:  R – реципиент, КОЕ/мл; Т – трансконъюгант, КОЕ/мл; ν – частота конъюгативной передачи, 
рассчитана как отношение числа клеток-трансконъюгантов к числу клеток-реципиентов [20]. Время экспозиции 6 ч. 
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более перспективной отраслью, где воз-
можно использование пробиотического 
препарата на основе созданного штамма 
E. coli ŽP. 

Заключение. В настоящее время рас-
пространение антибиотикорезистентно-
сти микроорганизмов приняло глобаль-
ный характер. Актуальность и серьез-
ность этой проблемы в полной мере осоз-
нана как международным медицинским 
сообществом, так и производителями 
сельскохозяйственной продукции. В 
2006 г. вступил в силу запрет на исполь-
зование антибиотиков в кормах в Европе, 
за исключением двух антибиотиков в 
кормах для домашней птицы [12]. Все-
мирная организация здравоохранения 
разработала и опубликовала в 2014 г. 
«Глобальную стратегию ВОЗ по сдержи-
ванию устойчивости к противомикроб-
ным препаратам», в которой рекомендо-
вано рассматривать указанную проблему 
в качестве одного из приоритетов нацио-
нальных систем здравоохранения [32]. 
Основой нового плана действий стал еди-
ный подход к борьбе с лекарственной ус-
тойчивостью среди людей и животных. 

Высокая адаптивность микроорганиз-
мов к постоянно меняющимся условиям 
среды, их способность приобретать ус-
тойчивость к антибиотикам является ос-
новной причиной, ограничивающей эф-
фективность антибактериальной терапии 
человека и животных. Во всем мире ве-
дутся интенсивные поиски альтернативы 
антибиотиков, новых кормовых добавок, 
применяемых в животноводстве и птице-
водстве, что позволит добиться высокой 
конкурентоспособности на рынке. В свя-
зи с запретом использования синтетиче-

ских стимуляторов продуктивности, а 
также ограничением использования анти-
биотиков в последние годы в животно-
водстве/птицеводстве возрос интерес к 
использованию пробиотиков – прямых 
доноров нормальной эволюционно закре-
пленной микрофлоры кишечника [1, 8]. 
Современная биотехнология, разрабаты-
вающая генно-инженерные методы созда-
ния генетически модифицированных био-
логических продуктов различного назна-
чения активно используется и для полу-
чения новых пробиотических препаратов. 
Возможность конструирования новых 
штаммов с альтернативными механизма-
ми антимикробного действия в перспек-
тиве может оказаться главным методом 
борьбы с антибиотикоустойчивыми пато-
генными бактериями. 

Результаты исследований по созданию 
и тестированию нового пробиотического 
штамма E. coli ŽP c конъюгационно-опо-
средованным механизмом действия коли-
цинов свидетельствуют о его высокой эф-
фективности in vitro. Антибактериальное 
воздействие на устойчивые к бактериоци-
нам клетки достигается за счет конъюга-
тивного переноса сolЕ7 в клетку реципи-
ента, в которой начинается синтез коли-
цина, убивающего получателя. Учитывая, 
что обеспечение защиты сельскохозяйст-
венных животных от инфекционных бо-
лезней остается одной из главных задач 
медицинской/ветеринарной науки и прак-
тики, актуальным является дальнейшее 
изучение эффективности генномодифи-
цированного штамма при лечении и про-
филактике эшерихиозов и оценка его те-
рапевтического и противоэпидемическо-
го потенциала. 
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CONUGATIVE TRANSFER OF BACTERIOCIN GENES – NEW MECHANISM  

OF ANTIMICROBIAL ACTION OF PROBIOTIC PREPARATIONS 
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In connection with the high rate of antibiotic resistance growth of microorganisms, the creation 

of alternative antimicrobial agents or methods for their delivery is a priority in biology, medicine and 
veterinary medicine. The results of the design and testing of the ColE7-mediated "kill"–"anti-kill" 
system based on the probiotic strain Nissle 1917 are presented. The genetically modified strain 
Escherichia coli ŽP (donor killer) has been made at University of Ljubljana (Slovenia), carrying the 
colicin gene СolE7 with DNA-ase activity on the conjugative plasmid, as well as the immE7 gene in 
the chromosome. It provides the cell with the synthesis of an immune protein that binds tightly to the 
corresponding colicin, inhibiting its activity within the host cell. The system has been tested with the 
reference E. coli strain in various experimental models: in plankton culture, in a forming and formed 
biofilm. It has been shown that the antimicrobial action based on the conjugative transfer of 
bacteriocin genes is possible. Prospects for the use of E. coli ŽP as the basis of a probiotic 
preparation, which, unlike analogues, will have a high antibacterial activity against enteropathogens 
due to a new delivery mechanism of colicin, allowing an effective treatment of strains resistant to 
bacteriocins are identified. 
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