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На основе использования методов репортерных генных слияний, ПЦР в 
реальном времени, сопряженной с обратной транскрипцией, а также генных 
нокаутов показано участие генов стрессорного ответа rpoS, rmf, relA и spoТ в 
формировании персисторного состояния в клетках периодической культуры 
Escherichia coli при переходе в стационарную фазу. В этот период уровни 
экспрессии изученных генов положительно модулируются полиаминами 
(путресцин, спермидин, кадаверин) пропорционально их концентрации. Таким 
образом, эффект полиаминов направлен на усиление функции глобальных 
клеточных регуляторов, участвующих в стрессорных ответах и формировании 
персисторных клеток. Результаты, полученные в данной работе, могут быть 
использованы для разработки новых антибактериальных препаратов, а также 
методов усиления действия традиционных клинических антибиотиков. 

Ключевые  слова: персистенция, антибиотики, толерантность, полиамины, 

генная экспрессия. 

Введение 

Полиамины представляют собой эво-

люционно древние молекулы, что обу-

словливает их распространение  среди 

представителей всех царств живых орга-

низмов, от бактерий и вирусных частиц 

до человека [7, 28]. Наиболее распростра-

ненными формами полиаминов являются 

путресцин, спермидин и кадаверин, кото-

рые преобладают у прокариот (бактерии), 

а также спермин, присутствующий, 

дополнительно к вышеперечисленным,  

в эукариотических клетках высших 

организмов. Важной особенностью этих 

природных соединений является наличие 

в их молекулах аминогрупп, протониро-

ванных в условиях внутриклеточного 

содержимого, что придает им свойства 

поликатионов и определяет тип их взаи-

модействия с основными биополимерами 

клетки, несущими отрицательный заряд 

(ДНК, РНК, рибосомы, фосфолипиды). 

В последнее время показано, что 

полиамины, связываясь с рибосомаль-

ными структурами, играют важную роль 
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в обеспечении их нормального функцио-

нирования [8]. Наряду с положительным 

воздействием на конструктивный обмен 

в целом, полиамины оказывают также 

избирательный эффект в отношении 

экспрессии некоторых генов (большин-

ство из которых является транскрипци-

онными регуляторами) за счет влияния  

на вторичную структуру мРНК.  

Это послужило основанием для отнесе-

ния данной группы генов к категории 

полиаминового модулона [19]. 

Участие полиаминов в транскрипци-

онной регуляции обусловливает их 

существенную роль в формировании 

адаптивных ответов микроорганизмов на 

стресс, изучение которых в течение мно-

гих лет является приоритетным направ-

лением наших исследований. Основным 

выводом по результатам этих исследова-

ний является то, что адаптивные функ-

ции полиаминов при сублетальных 

стрессах направлены на ограничение 

повреждающих воздействий путем 

перепрограммирования генной экспрес-

сии на активацию стрессорных ответов  

и ограничение поступления антибиоти-

ков в клетку [1–6, 33–35]. Это сопровож-

дается замедлением скорости пролифе-

рации и метаболизма при воздействии 

стрессорных факторов, что приводит  

к формированию персисторного 

состояния, характеризующегося 

высоким уровнем толерантности микро-

организмов к антибиотикам [9, 16, 23]. 

Персисторы представляют собой суб-

популяцию микроорганизмов, которые,  

в силу случайных или индуцированных 

стрессорными воздействиями изменений 

метаболизма, приобретают высокоуров-

невую фенотипическую толерантность к 

стрессам и антибиотикам [11, 14]. Как 

правило, эти изменения характеризуются 

замедлением скорости метаболических 

реакций вплоть до развития дормантных 

состояний по аналогии со спячкой 

животных организмов. В этих условиях 

подавляющее большинство клинических 

антибиотиков, для которых мишенью 

воздействия являются процессы, 

ассоциированные с биосинтезом, стано-

вятся неактивными, однако после пре-

кращения действия антибиотиков перси-

сторы «пробуждаются», то есть восста-

навливают нормальную скорость метабо-

лизма, и ничем не отличаются от обыч-

ных клеток. Таким образом, в отличие  

от антибиотикорезистентных клеток  

с наследственно закрепленным свойст-

вом устойчивости, персисторы сохраня-

ют свой генотип неизменным. В случае 

болезнетворных форм микроорганизмов 

персисторы не только  являются одной 

из основных причин затяжных хрони-

ческих инфекций, но, сохраняя жизне-

способность в условиях воздействия 

антибиотиков, являются резервуаром для 

отбора форм с наследственно закреплен-

ной резистентностью [37]. 

Впервые участие полиаминов в перси-

стообразовании показано нами на приме-

ре главного регулятора общего стрес-

сорного ответа RpoS, а также генов 

стационарной фазы, находящихся под его 

регуляторным влиянием [4, 34]. 

Продолжение исследований по данному 

направлению, в том числе в рамках проекта 

РФФИ, привело к более глубокому пони-

манию генетической природы формирова-

ния  механизмов персистообразования  

и роли полиаминов в этом процессе. 

Цель исследований – изучение роли 

полиаминов (путресцин, спермидин, 

кадаверин) в формировании перси-

сторных форм E. coli, обладающих 

высокой физиологической толерантно-

стью к антибиотикам. 

Достижению поставленной цели спо-

собствовало решение следующих фунда-

ментальных задач: 1) описание зависимо-

сти персистообразования от концентра-

ции полиаминов;  2) создание коллекции 

рекомбинантных штаммов E. coli c репор-

терными генными слияниями, а также 

делецией контролируемых полиаминами 

генов; 3) исследование регуляторных 

функций полиаминов в генно-экспресси-

онных механизмах персистообразования; 

4) выяснение роли генов полиаминового 

модулона в этом процессе. 
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Материалы и методы 

В качестве объектов исследования ис-

пользованы штаммы E. coli (табл.). Роди-

тельский штамм BW25141 любезно пре-

доставлен К.В. Севериновым, полиамин-

дефицитный штамм HT306 получен из 

коллекции Йельского университета 

CGSC, The Coli Genetic Stock Center. 

Остальные штаммы сконструированы  

в ходе выполнения данной работы.  

Для выяснения роли исследуемых генов 

в персистенции получены штаммы с еди-

ничными и множественными нокаутами в 

генах rpoS, yqjD и rmf по методу Datsenko и 

Wanner [12]. Частоту персистенции опреде-

ляли с помощью метода Keren et al.[22]. 

Для определения экспрессии изучаемых ге-

нов сконструированы репортерные транс-

ляционные слияния в соответствии с про-

токолом, предложенным Simons et al.[31]. 

Экспрессию генов определяли на 

транскрипционном уровне с помощью 

двух методов: Миллера [26] и полимераз-

ной цепной реакции (ПЦР) в реальном 

времени с предварительным проведением 

обратной транскрипции. РНК выделяли из 

бактериальной культуры родительского 

штамма BW25141 с помощью коммерче-

ского набора «GeneJET Purification Kit» 

(«Thermo Fisher Scientific», США) соглас-

но протоколу. Концентрацию РНК в полу-

ченных пробах измеряли при OD260, каче-

ство проб оценивали по OD260/OD280 и 

OD260/OD230 при помощи спектрофотомет-

ра NanoDrop 2000 («Thermo Fisher 

Scientific», США) и методом электрофоре-

за в 1%-ном агарозном геле с окрашивани-

ем бромистым этидием. Пробы обрабаты-

вали ДНКазой, входящей в состав коммер-

ческого набора «Turbo
TM 

DNase» (2U/мкл) 

(«Thermo Fisher Scientific»,США). В каче-

стве матрицы для обратной транскрипции 

использовали 100 нг суммарной РНК. Так-

же в состав реакционной смеси входили: 

праймеры Random 9 («Евроген», Россия) 

5мкМ, смесь dNTPs («Thermo Fisher 

Scientific», США) 1 мМ, ревертаза 200U 

«Thermo Scientific RevertAid Reverse 

Transcriptase» с буфером  («Thermo Fisher 

Scientific», США). Реакцию проводили 

при 42°С 1 ч с предварительной инкубаци-

ей при комнатной температуре 10 мин и с 

последующей инактивацией при 70°С 

10 мин. Синтезированную кДНК исполь-

зовали в качестве матрицы для ПЦР  

в реальном времени. 

Праймеры подобраны с помощью про-

граммы PrimerSelect версия 7.1.0 

(DNASTAR Inc.). Реакцию проводили при 

Штаммы, использованные в работе 

Штамм Генотип 

BW25141 F-, Δ(araD-araB)567, ΔlacZ4787(::rrnB-3), Δ(phoB-phoR)580, λ- galU95, ΔuidA3::pir+, recA1, 
endA9(del-ins)::FRT, rph-1,  
Δ(rhaD-rhaB)568, hsdR514 

EAT01 как BW25141, но ∆rmf 

EAT02 как BW25141, но ∆yqjD 

EAT03 как BW25141, но ∆rpoS 

EAT04 как BW25141, но ∆rpoS ∆rmf 

EAT06 как BW25141, но ∆rpoS ∆rmf ∆yqjD 

SRY1 как BW25141, но ΔrelA 

SRY2 как BW25141, но ΔrelA ΔspoT 

EAT08 как BW25141, но λRZ5rpoS742::lacZ(Hyb) 

EKH1 как BW25141, но ∆yqjD ∆rmf 

EKH3 как BW25141, но λRS45yqjD234::lacZ(Hyb) 

EKH4 как BW25141, но λRS45rmf39::lacZ(Hyb) 

EKH5 как EAT03, но λRS45yqjD234::lacZ(Hyb) 

HT306 F-, thr-1, araC14, ΔspeD98, Δ(gpt-proA)62, lacY1, glnX44(AS), galK2(Oc), λ-,(speB-speA)97, 
Δ(speC-glcB)63, rpsL25(strR), xylA5, mtl-1, thiE1, ampCp-1, cadA2 

SHT02 как HT306, но ∆lacZ 

EKH7 как SHT02, но λRS45yqjD234::lacZ(Hyb) 

SHT03 как SHT02, но λRZ5rpoS742::lacZ(Hyb) 
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помощи коммерческого набора 

«qPCRmix-HS SYBR» («Евроген», 

Россия) на амплификаторе «CFX96 RT 

Systems C1000 Thermal Cycler» 

(«BioRad», США). Процедура ПЦР 

включала начальную денатурацию 95°С 

5 мин, далее следовали 40 циклов из по-

следовательно повторяющихся шагов: 

денатурация – 95°С 15 с, отжиг прайме-

ров – 60°С 15 с, элонгация – 72°С 15 с. 

После завершения ПЦР строили кривую 

диссоциации для оценки наличия диме-

ров праймеров и других артефактов. 

Эффективность реакций и пороговые 

циклы устанавливали при помощи 

программы LinRegPCR (2014.x) [29]. 

Полученные данные нормализованы  

с использованием геномной ДНК. 

Для выяснения влияния продукта экс-

прессии гена rpoS на экспрессию гена 

yqjD слияние yqjD::lacZ перенесено в 

rpoS-нокаутный штамм EAT03 с исполь-

зованием в качестве вектора фага λRS45 

[31]. Для определения влияния полиами-

нов на экспрессию генов rpoS и yqjD 

соответствующие репортерные слияния 

перенесены в полиамин-дефицитный 

штамм SHT02 с использованием в качест-

ве вектора фага λRS45 [31]. 

Перед экспериментом штаммы, сохра-

няемые на скошенном LB-агаре («Sigma», 

США) под слоем вазелина при +4
о
С, высе-

вали на 5 мл питательной среды LB 

(«Sigma», США) с добавлением соответст-

вующих антибиотиков: ампициллина 

(50 мкг/мл) («MP Biomedicals», Франция), 

канамицина (50 мкг/мл) («Синтез», 

Россия), стрептомицина (25 мкг/мл) 

(«GERBU Biotechnik GmbH», Германия). 

После 6 часов культивирования в термоста-

те при 37ºС клетки переносили на 50 мл бо-

гатой среды LB в колбу Эрленмейера (250 

мл) с добавлением антибиотиков, а клетки 

полиамин-дефицитных штаммов EKH7 и 

SHT03 – на 50 мл минимальной среды М-9 

с добавлением 0,4%-ной глюкозы, пролина 

(0,1 мг/мл), тиамина (0,01 мг/мл), пантоте-

новой кислоты (0,01 мг/мл) и соответст-

вующих антибиотиков. Клетки культиви-

ровали 16 ч в термостатируемом шейкере 

GFL1092 («GFL», Германия) при 37
о
С 

120 об./мин. Далее для проведения экспе-

римента культуру переносили на 50 мл све-

жей среды с теми же добавками, доводя 

плотность культуры на среде LB до 

OD600=0,1 и на среде М-9 до OD600=0,45. 

Культивировали при тех же условиях. Био-

массу клеток оценивали после предвари-

тельного разведения культуры физиологи-

ческим раствором по оптической плотно-

сти на спектрофотометре UV-VIS 

Spectrophotometer PD-303UV («Apel», Япо-

ния). 

Статистическую обработку результа-

тов исследования проводили с использо-

ванием пакета стандартных программ 

Statistica for Windows 6.0. Повторность 

всех экспериментов 3–5-кратная. 

 

Результаты 

Изучение интенсивности персистооб-

разования в процессе периодического 

роста полиамин-профицитных штаммов 

E.coli MC4100 и BW25141, растущих на 

синтетической среде М-9, показало, что 

переход клеток из фазы экспоненциаль-

ного роста в стационарную фазу сопрово-

ждается возрастанием на 4–5 порядков 

частоты персисторных клеток, толерант-

ных к 2,8 мкг/мл нетилмицина. В то же 

время в контрольной культуре полиамин-

дефицитного мутанта E. coli SHT03 число 

толерантных бактерий варьировалось  

в пределах одного порядка (рис. 1).  

Добавка в среду культивирования раз-

ных концентраций полиаминов вызывала 

концентрационно-зависимое возрастание 

числа толерантных персисторных клеток 

при переходе в стационарную фазу роста. 

При этом эффективность  полиаминов 

как стимуляторов персистообразования 

возрастала в ряду кадаверин → путрес-

цин → спермидин (рис. 2). 

На основании анализа информации  

о генах, которые могут быть функцио-

нально связанными с формированием 

дормантного состояния у микроорганиз-

мов и одновременно находиться под регу-

ляторным воздействием полиаминов,  
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Рис. 1. Зависимость персистообразования  от фазы роста и содержания полиаминов  

в периодической культуре E. coli, растущей на минеральной среде М-9. 

Полиамин-профицитные штаммы E. coli MC4100 и BW25141 культивировали  

без добавки полиаминов, тогда как полиамин-дефицитный мутант SHT03 выращивали  

как в отсутствие полиаминов – контроль (ПА
-
) (сплошная линия), так и c добавлением разных 

концентраций спермидина (СД): 0,01; 0,025; 0,05 мМ (пунктирные линии) 

 

Рис. 2. Зависимость  частоты персистообразования в культуре полиамин-дефицитного 

штамма E. coli SHT03 от концентрации спермидина (СД), путресцина (ПТ) и кадаверина (КД), 

добавляемых к среде культивирования. Для сравнения приведены значения частоты персистенции  

в культуре полиамин-профицитного штамма MC4100. Клетки выращивали на синтетической среде 

М-9, частоту персисторных клеток, толерантных к 2,8 мкг/мл нетилмицина, определяли спустя  

24 часа культивирования после внесения полиаминов в растущую культуру. Для этого клетки, 

взятые из различных вариантов культур, обрабатывали антибиотиком в течение 3 ч и после 

разведения высевали на чашки с LB агаром. Спустя 24 ч культивирования чашек в термостате 

учитывали количество персисторных клеток 
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нами проведены исследования по изуче-

нию роли генов rpoS, rmf, yqjD, relA  

и spoT, участвующих в регуляции общего 

стрессорного ответа. 

Известно, что ген rpoS кодирует 

σ
S
-субъединицу РНК-полимеразы. Гены, 

промоторы которых имеют сродство  

к данной σ-субъединице, объединены  

в структуру rpoS-регулона и участвуют  

в адаптации к стрессам преимуществен-

но при переходе в стационарную фазу 

роста [1, 17]. Гены relA и spoT кодируют 

(p)ppGpp-синтетазу и (p)ppGpp-синтета-

зу/гидролазу, соответственно. При этом 

для SpoT сигналом для синтеза (p)ppGpp 

является отклонение скорости трансля-

ции от максимальной, тогда как RelA 

реагирует на истощение в клетках хотя 

бы одной из аминокислот.  

Незаряженные тРНК, связываясь  

с аминоацильным центром рибосом, слу-

жат для RelA в качестве сигнала, индуци-

рующего синтез (p)ppGpp. Первоначально 

(p)ppGpp был описан как сигнал стресса 

голодания и отнесен к категории алармо-

нов, участвующих в адаптации к аминокис-

лотному голоданию. Однако в настоящее 

время показано его участие в регуляции 

множества процессов в бактериальной 

клетке, связанных с ее ростом, адаптацией 

к стрессам, вторичным метаболизмом, пер-

систенцией, клеточным делением, подвиж-

ностью, биопленкообразованием и виру-

лентностью. Под регуляторным контролем 

(p)ppGpp находятся около 500 генов, и этот 

список постоянно пополняется [2, 16]. 

Одним из них является ген стационарной 

фазы rmf [21]. Продукт его экспрессии, 

белок RMF, ингибирует трансляцию, пре-

вращая рибосомы в неактивную димерную 

форму [36]. Перечисленные гены могут 

рассматриваться как возможные кандидаты 

для участия в формировании персисторно-

го состояния в клетках E. coli. 

Для их изучения на базе родительских 

полиамин-профицитного E. coli BW25141 

и полиамин-дефицитного E. coli SHT02 

штаммов нами сконструированы транс-

крипционные и трансляционные репортер-

ные lacZ слияния, а также нокаутные мута-

ции с генами rpoS, rmf, yqjD, relA и spoT. 

Кроме того, нами получены также множе-

ственные – двойные и тройные – нокаут-

ные штаммы ΔrpoSΔrmf, ΔrpoSΔrmfΔyqjD 

и ΔrelAΔspoT. Набор генов, экспрессия ко-

торых положительно регулируется поли-

аминами, принято объединять термином 

«полиаминовый модулон» [20]. Среди ис-

следованных нами генов к категории поли-

аминового модулона относятся rpoS, rmf  

и spoT [32], экспрессия которых непосред-

ственно модулируется  полиаминами, тогда 

как yqjD экпрессируется при участии  

σ
S
-субъединицы РНК-полимеразы 

(продукт гена rpoS) и, следовательно, поли-

амины принимают в его регуляции опосре-

дованное участие [38]. 

Нами изучено влияние полиаминов на 

экспрессию генов rpoS и yqjD на трансля-

ционном уровне (рис. 3). 

 
Рис. 3. Полиамины как положительные модуляторы экспрессии генов rpoS (E. coli SHT03)  

(А) и yqjD (E. coli EKH7) (Б) на трансляционном уровне СД – спермидин, ПТ – путресцин,  

КД – кадаверин. Использованные концентрации полиаминов (µМ) указаны цифрами над столбцами 
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Для этого использованы штаммы, в 

хромосоме которых сконструированы 

трансляционные генные слияния 

rpoS::lacZ и yqjD::lacZ. Результаты иссле-

дования показывают, что полиамины сти-

мулируют экспрессию изучаемых генов. 

При этом стимуляция носит концентраци-

онно-зависимый характер и по времени 

достижения максимального уровня спе-

цифична для различных генов и полиами-

нов. Наибольшее влияние на экспрессию 

гена rpoS оказывает спермидин, несколь-

ко меньшее – путресцин, наименее выра-

женный эффект вызывает кадаверин. 

Для подтверждения зависимости экс-

прессии yqjD от продукта rpoS гена нами 

определены уровни его экспрессии в 

клетках с нормально функционирующим 

rpoS геном в штамме E. coli EKH3 (rpoS
+
) 

в сравнении с клетками, несущими деле-

ционную мутацию rpoS
-
 в штамме E. coli 

EKH5, в условиях периодического куль-

тивировании (рис. 4). Показано, что  

в rpoS
-
-клетках экспрессия yqjD практи-

чески не изменяется, тогда как в кон-

трольном rpoS
+
 штамме имеет место  

ее значительное возрастание во время 

перехода клеток в стационарную фазу, 

когда наблюдается значительное возрас-

тание внутриклеточного содержания 

RpoS белка [18, 30, 34]. Полученные нами 

результаты согласуются с ранее опубли-

кованными данными [38]. 

Переход бактерий в стационарную 

фазу в настоящее время широко исполь-

зуется для моделирования персистенции 

в периодических культурах E. coli [10]. 

Для изучения функциональной активно-

сти исследуемых генов в процессе перио-

дического роста измеряли уровень транс-

ляционной экспрессии генов rpoS, rmf  

и yqjD родительского штамма (рис. 5)  

в сравнении с частотой персисторных 

клеток в контрольном и нокаутированных 

штаммах (рис. 6). 

Результаты экспериментов свидетель-

ствуют о том, что экспрессия rpoS возрас-

тает при переходе бактериальной культу-

 

Рис. 4. rpoS-зависимая экспрессия гена yqjD 

 

Рис. 5. Изменение экспрессии генов rpoS, rmf и yqjD в процессе перехода клеток 

 от экспоненциальной к стационарной фазе периодической культуры E. coli BW25141 
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ры родительского штамма в стационар-

ную фазу роста и достигает максимума на 

24-м часу культивирования. В это время 

нокаутный штамм rpoS демонстрирует 

наибольшее снижение частоты перси-

стенции по сравнению с контрольным 

штаммом. Следовательно, ген rpoS участ-

вует в регуляции персистенции преиму-

щественно в ранней стационарной фазе. 

Однако его вклад в персистообразование 

после некоторого снижения вновь посте-

пенно возрастает к поздней стационарной 

фазе (96 ч). В отличие от rpoS, наиболь-

ший вклад гена yqjD проявляется на 48 

часу культивирования, а для rmf – резко 

возрастает в период от 48 до 96 часов на-

блюдения, когда нокаутирование данных 

генов дает наибольший отрицательный 

эффект на частоту персисторов в культу-

ре. Это совпадает с максимальным уров-

нем генной экспрессии, что подтверждает 

их роль в формировании персисторного 

состояния в поздней стационарной фазе. 

Данные, полученные с помощью штам-

мов с единичными нокаутными мутация-

ми, подтверждены на двойном нокауте 

(rpoS
- 

rmf
-
), который демонстрирует два 

периода падения частоты персистообразо-

вания по сравнению с контрольным роди-

тельским штаммом, а также на тройном 

нокауте (rpoS
- 

rmf
-
 yqjD

-
), характеризую-

щемся наибольшим отрицательным эф-

фектом на процесс персистообразования 

(см. рис. 6). Это подтверждает вовлечен-

ность всех изученных нами генов в меха-

низм формирования персисторов у E. coli. 

Участие генов rpoS, rmf, relA и spoT в 

регуляции бактериальной персистенции 

связано с комплексным воздействием на 

клетки в этот период различных стрессо-

ров, включая голодание, накопление ме-

таболитов, закисление среды, недостаток 

кислорода и другие, что активирует меха-

низмы общего стрессорного ответа. Ре-

зультатом действия этих механизмов мо-

жет быть формирование состояния замед-

ления скорости метаболических процес-

сов (дормантного состояния), способст-

вующего развитию персистенции [24, 25]. 

В частности, это может происходить под 

 

Рис. 6. Влияние единичных нокаутов в генах rpoS (E. coli EAT03),  yqjD (E. coli EAT02)   

и rmf  (E. coli EAT01), а также множественных нокаутов в генах rpoS, rmf (E. coli EAT04)  

и rpoS, rmf, yqjD (E. coli EAT06) на частоту персистенции 

Эффект генных нокаутов количественно выражен частным от деления частоты персистенции 

в родительском штамме на ее значение в нокаутированном штамме и указан цифрами  

над столбцами, подсчитанными на соответствующий час культивирования 
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регуляторным контролем (p)ppGpp 

(продукт генов relA и spoT), который, 

согласно данным литературы, ингибирует 

транскрипцию генов rrn и тем самым 

снижает количество рибосом в клетке. 

Помимо этого, (p)ppGpp, опосредованно 

активируя Lon-протеазы, высвобождает 

токсины, входящие в состав токсин-анти-

токсиновых систем [15]. 

Результаты исследования уровня ген-

ной экспрессии методом ПЦР в реальном 

времени с обратной транскрипцией пока-

зали, что максимальный уровень пред-

ставленности транскриптов relA наблюда-

ется в ранней стационарной фазе, тогда 

как spoТ – в поздней стационарной фазе, 

что совпадает со снижением частоты пер-

систоров в нокаутных штаммах (рис. 7). 

Это свидетельствует о преобладающей 

роли гена spoT, входящего в состав поли-

аминового модулона, в регуляции перси-

стенции по сравнению с relA 

Наряду с участием (p)ppGpp в регуля-

ции токсин-антитоксиновых систем [15], 

он играет существенную роль в индукции 

транскрипции гена rpoS и повышении 

стабильности его продукта [13]. Под ре-

гуляторным контролем (p)ppGpp нахо-

дится также исследованный нами ген rmf 

[27]. На основании описанных выше дан-

ных можно говорить о решающем значе-

нии (p)ppGpp для формирования перси-

сторных клеток, что объясняет значитель-

ное снижение частоты персистенции но-

каутных штаммов ∆relA и ∆relA∆spoT в 

поздней стационарной фазе (см. рис. 7). 

Таким образом, на основании ком-

плексной оценки данных определения 

уровня генной экспрессии методами ре-

портерных генных слияний и ПЦР в ре-

альном времени, сопряженной с обратной 

транскрипцией, в сопоставлении с резуль-

татами генного нокаутирования показано 

участие генов стрессорного ответа rpoS, 

rmf, relA и spoТ в формировании перси-

сторного состояния клеток E. coli. Уро-

вень экспрессии этих генов положительно 

модулируется полиаминами, максималь-

ное накопление которых происходит в 

стационарной фазе. Следовательно, дейст-

вие полиаминов направлено на усиление 

функции глобальных клеточных регулято-

ров, обеспечивающих общий стрессорный 

ответ и развитие персисторного состояния 

 
Рис. 7. Роль генов relA и spoТ в регуляции персистенции E. coli 

Столбцами обозначены уровни содержания мРНК в клетках E. coli для генов relA и spoT, кривые 

демонстрируют изменение частоты персистенции в культуре родительского штамма E. coli 

BW25141 в сравнении с делеционными мутантами по генам relA (E. coli SRY1) и spoT (E. coli SRY2) 
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высокой толерантности. Полученные ре-

зультаты представляют интерес для пони-

мания механизмов формирования бакте-

риальной персистенции, которая в настоя-

щее время рассматривается как первый 

этап в развитии наследственно закреплен-

ных свойств резистентности к антибиоти-

кам и, следовательно, в перспективе могут 

быть использованы для разработки техно-

логии усиления активности традиционных 

антибиотиков и разработки новых анти-

бактериальных средств. 
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THE ROLE OF POLYAMINES IN THE REGULATION OF BACTERIAL PERSISTENCE 
 

A.G. Tkachenko, E.A. Khaova, N.M. Kashevarova, L.Yu. Nesterova, A.V. Akhova,  

R.Yu. Sidorov, I.V. Tsyganov 
 

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS 

 

Using the complex of methods including reporter gene fusions, quantitative reverse transcriptase 

PCR and gene knockout mutations the participation of stress response genes (rpoS, rmf, relA и spoТ) in 

persister cell, formation was revealed in E. coli batch cultures during transition to stationary phase. The 

expression levels of these genes are positively modulated by polyamines (putrescine, spermidine, 

cadaverine) in a concentration-depended manner. So, effects of polyamines accumulated by stationary 

phase cells are targeted to the potentiation of the functions of cell global regulators implicated in stress 

response and persister cell formation. The data obtained in this work might be used for developing 

novel approaches targeted to the potentiation of traditional clinical antibiotics or elaboration of new 

antibacterials. 
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