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Резюме

Сигнальные молекулы индол (продукт катаболизма триптофана)  
и (p)ppGpp (регулятор стринджент-ответа) принимают участие в регуля-
ции физиологических процессов, направленных на адаптацию бактериаль-
ных клеток к антибиотикам и стрессам. Однако вопрос о существовании 
связи между стринджент-ответом и индукцией синтеза индола требует 
более детального изучения.
Цель работы. Изучить влияние регулятора стринджент-ответа (p)ppGpp 
на продукцию индола клетками Escherichia coli в зависимости от содержания 
глюкозы в среде.
Материалы и методы. В данной работе исследована динамика накопления 
индола в периодических культурах родительского штамма E. coli BW25141 
((p)ppGpp+ штамм) и делеционного мутанта BW25141∆relA∆spoT ((p)ppGpp0 

штамм) в глюкозо-минеральной среде  М9, не содержащей триптофана, 
а также с добавкой 2 мМ триптофана. С целью изучения эффекта стресса 
голодания на способность бактериальных клеток синтезировать индол 
использовали модель лимитирования роста углеродным субстратом 
при двух концентрациях глюкозы – 0,1 % и 0,4 %.
Результаты. Показано, что отсутствие (p)ppGpp в клетках E. coli снижает 
их способность продуцировать индол в бестриптофановой среде и значи-
тельно замедляет скорость его накопления в среде, содержащей трипто-
фан. Низкое содержание глюкозы (0,1 %) приводит к снижению образования 
индола клетками в среде, не содержащей триптофана. Наличие в среде 
предшественника синтеза индола триптофана, напротив, увеличивает 
продукцию индола в условиях добавки более низкой концентрации глюкозы 
как в (p)ppGpp+, так и в (p)ppGpp0 штаммах, демонстрируя прямую зави-
симость времени задержки начала образования индола от концентрации 
глюкозы, более выраженную в культуре мутанта, не способного к синтезу 
(p)ppGpp. Полученные данные интерпретируются нами как результат ком-
плексного регуляторного воздействия механизма катаболитной репрессии 
и стринджент-ответа, вызванного действием алармона (p)ppGpp, на уро-
вень экспрессии tnaCAB оперона, ответственного за биосинтез индола.
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Role of alarmone (p)ppGpp in the regulation of indole formation 
depending on glucose content in Escherichia coli

Abstract

Signaling molecules such as indole (product of tryptophan catabolism) and (p)ppGpp 
(stringent response regulator) are involved in regulation of physiological processes 
in bacterial cells aimed to adapt to antibiotics and stresses. However, question of ex-
istence of relationship between the stringent response and indole signaling requires 
more detailed investigation.
The aim. To study effect of stringent response regulator (p)ppGpp on indole produc-
tion in Escherichia coli depending on glucose content.
Materials and methods. In this work, we studied the dynamics of indole accumu-
lation in batch cultures of parent E. coli BW25141 ((p)ppGpp+ strain) and deletion 
mutant BW25141∆relA∆spoT ((p)ppGpp0 strain) in glucose-mineral tryptophan-free 
M9 medium, as well as with 2 mM tryptophan addition. In order to study effect of star-
vation stress on bacterial cell ability to synthesize indole, we used a model of growth 
limitation by carbon substrate at two glucose concentrations, 0.1 % and 0.4 %.
Results. We have shown here that (p)ppGpp absence in E. coli cells reduces their 
ability to produce indole in the tryptophan-free medium and significantly slows 
down the rate of its accumulation in the tryptophan-containing one. Low glucose 
concentration (0.1  %) leads to decrease in indole production by (p)ppGpp+ cells 
in the tryptophan-free medium. The presence of indole synthesis precursor, trypto-
phan, in growth medium, on the contrary, increases the production of indole at lower 
glucose concentration in both (p)ppGpp+ and (p)ppGpp0 strains demonstrating direct 
dependence of delay time for onset of indole formation on glucose content, which 
is  more pronounced in the culture of deletion mutant unable of synthesizing (p)
ppGpp. The data obtained can be interpreted as result of complex regulatory effect 
of catabolic repression and the stringent response caused by alarmone (p)ppGpp 
action on expression level of tnaCAB operon responsible for indole biosynthesis.

Key words: indole, (p)ppGpp, tryptophan, tryptophanase, glucose, Escherichia coli, 
relA, spoT, adaptation
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Индол – гетероциклическое ароматическое соеди-
нение, выполняющее регуляторные функции в метабо-
лизме бактерий и продуцируемое более чем 85 их вида-
ми, – привлекает внимание исследователей на протяже-
нии более 100 лет благодаря его значительному влиянию 
на физиологические процессы, направленные на адап-
тацию бактериальных клеток к стрессовым воздействи-
ям, включая биоплёнкообразование, антибиотикоре-
зистентность, вирулентность, образование персисто-
ров, подвижность [1]. Показано, что продукция индола 
клетками E. coli, осуществляемая при участии фермента 
триптофаназы TnaA и транспортного белка TnaB, макси-
мальна в стационарной фазе роста на полноценной пи-
тательной среде. Стационарная фаза роста характери-
зуется формированием целого комплекса неблагопри-
ятных воздействий на бактерии, что указывает на уча-
стие индола в адаптивном ответе клеток на стресс [2].

(p)ppGpp (гуанозинтетрафосфат/гуанозинпентафос-
фат) является ключевым компонентом строгого ответа 
(stringent response, стринджент-ответ) – регуляторного 
механизма бактерий при адаптации к различным стрес-
совым воздействиям, включая голодание по аминокис-
лотам и источникам углерода и энергии. (p)ppGpp, вы-
полняя роль сигнала стресса, за что он отнесён к группе 
алармонов, принимает участие в регуляции множества 
процессов в бактериальной клетке, включая транскрип-
цию, белковый и нуклеотидный синтез, репликацию, фос-
фатный метаболизм [3]. Показано также, что он игра-
ет ключевую роль в формировании бактериальной ви-
рулентности и персистенции [4, 5, 6]. Синтез (p)ppGpp 
в клетках катализируется белками семейства RSH (RelA/
SpoT Homolog) [7]. В клетках E. coli эту функцию выпол-
няют белки RelA и SpoT [8].

Анализ литературы свидетельствует о том, что две 
сигнальные молекулы – алармон (p)ppGpp и индол – 
участвуют в регуляции сходных физиологических про-
цессов в бактериальных клетках. Ранее высказано пред-
положение о возможном существовании связи между 
стринджент-ответом и индольным сигналом [9], однако 
этот вопрос мало исследован и требует более детально-
го изучения. В частности, до конца неизвестной остаётся 
природа сигнала, индуцирующего транспорт триптофа-
на в клетку и его расщепление в цитоплазме до индола. 
Ранее показано, что эти процессы находятся под контро-
лем катаболитной репрессии, и существенная роль в ин-
дукции индольного синтеза принадлежит циклическому 
АМФ (cAMP) [10]. Однако появляются работы, указываю-
щие на то, что наряду с cAMP в регуляции синтеза индола 
определённая роль может принадлежать также (p)ppGpp 
[11]. В связи с этим целью данной работы является изу-
чение влияния регулятора стринджент-ответа (p)ppGpp 
на продукцию индола клетками E. coli в глюкозо-мине-
ральной среде М9 в зависимости от содержания глюкозы.

Материалы и методы

В качестве объекта исследования использованы 
штаммы E. coli BW25141 [12] и BW25141∆relA∆spoT (лабо-

раторная коллекция). Культуры, хранившиеся на агаризо-
ванной среде Лурия – Бертани (LB) (Sigma, США), высевали 
на пробирки с 5 мл жидкой среды LB (Sigma, США). Спустя 
5 часов клетки пересевали на колбы Эрленмейера объё-
мом 250 мл со средой М9, содержащей 0,1 % или 0,4 % глю-
козы, и культивировали в течение 18 ч в термостатируе-
мом шейкере (GFL 1092, Германия) при 37 °С и 120 об./‌мин. 
Ночные культуры разводили в 50 мл свежей среды М9 
с соответствующими концентрациями глюкозы до опти-
ческой плотности А600 = 0,2 с внесением 2 мМ триптофана 
и без добавок (бестриптофановая среда) и далее культи-
вировали при тех же условиях. В ходе экспоненциально-
го роста пробы отбирали через каждые 2 часа для опре-
деления индола в среде культивирования, далее – в ста-
ционарной фазе – 1 раз в сутки. Оптическую плотность 
культур (А600) измеряли на спектрофотометре UV-1650PC 
(Shimadzu, Япония) по величине абсорбции при 600 нм.

Генетическое конструирование. Генные нокауты 
получены с использованием системы сайт-специфической 
рекомбинации FLP/FRT по методу Datsenko и Wanner [12].

Концентрацию индола в среде измеряли мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии, 
предложенным Kim D. et al. [13], с небольшими измене-
ниями. Хроматографическая система состояла из хро-
матографа LC-20A со спектрофотометрическим детек-
тором SPD-M20A (Shimadzu, Япония), колонки Luna С18 
(250  ×  4,6  мм, 5  µм) (Phenomenex, США), предколонки 
SecurityGuard C18 (4 × 3 мм) (Phenomenex, США). Разде-
ление проводили при скорости потока мобильной фазы 
равной 1 мл/мин в изократическом режиме и 25 °C. Мо-
бильная фаза состояла из смеси ацетонитрила (Криох-
ром, Россия) и уксусной кислоты (0,039 %) в соотноше-
нии 1 : 1. Детектирование проводили при длине волны 
280 нм. Для расчёта концентрации индола применяли 
метод внешнего стандарта с использованием предва-
рительно построенной калибровочной кривой.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием пакета стандартных программ 
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США). На графиках представ-
лены средние значения (3–5 экспериментов) ± стандарт-
ная ошибка среднего. Оценка статистической значимо-
сти различий средних произведена с использованием 
t-критерия Стьюдента (р ≤ 0,05).

Результаты и обсуждение

Многие виды грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий синтезируют значительные количе-
ства индола в качестве сигнальной молекулы межкле-
точного взаимодействия в микробных сообществах. 
Биосинтез индола хорошо изучен у E. coli, культивиру-
емых на разных источниках углерода и аминокислотах, 
показано влияние других факторов окружающей сре-
ды, таких как pH, температура, антибиотический стресс, 
на продукцию индола [14]. Основным его предшествен-
ником у индол-продуцирующих бактерий является ами-
нокислота триптофан. Фермент триптофаназа, кодируе-
мая геном tnaA, расщепляет триптофан до индола, пиру-



Acta Biomedica Scientifica, 2022, Том 7, № 3

165
Микробиология и вирусология Microbiology and virology

вата и аммония. В триптофановый путь синтеза индола 
вовлечены многие другие гены, включая aroP, tnaB, trpE, 
tnaC, trpL, acrEF, mtr [15]. Ранее показано, что источники 
углерода, такие как глюкоза, могут подавлять экспрес-
сию tnaA, однако репрессивный эффект глюкозы пол-
ностью снимался при добавке в ростовую среду cAMP 
[16]. Известно, что гены триптофаназы tnaA и транспорт-
ного белка tnaB, входящие в tnaCAB оперон, находятся 
под контролем cAMP/CRP-зависимого механизма ката-
болитной репрессии и индуцируются на уровне транс-
крипции при исчерпании углеводов и переходе клеток 
в стационарную фазу [17]. Другим механизмом, участву-
ющим в адаптации бактерий к различным видам стрес-
са, включая стационарную фазу роста, является стрин-
джент-ответ, сопровождающийся синтезом (p)ppGpp. 
Исходя из этого, нельзя исключить, что, наряду с cAMP, 
(p)ppGpp также мог бы участвовать в регуляции синте-
за индола. Это послужило основанием для предположе-
ния о возможности синергического эффекта двух регу-
ляторных молекул на продукцию индола, которое кос-
венно подкрепляется данными о стимулирующем эф-
фекте cAMP на синтез белка RelA, основного продуцен-
та (p)ppGpp в клетках E. coli [18].

В качестве подтверждения этого предположения 
нами продемонстрировано участие (p)ppGpp в регуля-

ции биосинтеза индола клетками E.  coli в зависимости 
от содержания глюкозы в среде, лишённой триптофана, 
и с добавкой 2 мМ экзогенного триптофана. Поскольку 
ответственными за поддержание определённого уров-
ня (p)ppGpp в клетках E. coli являются белки RelA и SpoT, 
нами сконструирован делеционный мутант по 2 генам 
∆relA∆spoT, кодирующим основные ферменты синтеза  
(p)ppGpp. С целью изучения эффекта стресса голодания 
на способность клеток E. coli синтезировать индол ис-
пользовали модель лимитирования роста углеродным 
субстратом в условиях периодического культивирова-
ния E. coli при двух концентрациях глюкозы – 0,1 % и 0,4 %.

Низкое содержание глюкозы в среде (0,1 %) в мо-
мент начала культивирования приводило к статистиче-
ски значимому снижению оптической плотности культу-
ры в стационарной фазе роста как родительского штам-
ма, так и (p)ppGpp0 штамма (рис. 1). При этом внесение 
триптофана в концентрации 2 мМ не оказывало влия-
ния на этот показатель для обоих штаммов. Делеция ге-
нов ∆relA∆spoT также приводила к снижению оптиче-
ской плотности культуры мутантного штамма по срав-
нению с (p)ppGpp+ штаммом в стационарной фазе ро-
ста при обеих исследованных концентрациях глюкозы 
как в бестриптофановой среде, так и в условиях добав-
ки триптофана (рис. 1а, б).

РИС. 1.  
Изменение оптической плотности культур E. coli (p)ppGpp+ 
штамма (треугольники) и (p)ppGpp0 штамма (круги) при со-
держании 0,1 % и 0,4 % глюкозы (закрашенные и незакрашен-
ные символы соответственно) при росте в среде без трип-
тофана (а) и с добавкой 2 мМ триптофана (б): * – стати-
стически значимое отличие (p)ppGpp+ штамма при 0,1 % 
глюкозы от (p)ppGpp+ штамма при 0,4 % глюкозы; + – ста-
тистически значимое отличие (p)ppGpp0 штамма при 0,1 % 
глюкозы от (p)ppGpp0 штамма при 0,4 % глюкозы; ** – ста-
тистически значимое отличие (p)ppGpp+ штамма  
от (p)ppGpp0 штамма при 0,4 % глюкозы; ++ – статисти-
чески значимое отличие (p)ppGpp+ штамма от (p)ppGpp0 
штамма при 0,1 % глюкозы (р ≤ 0,05)

FIG. 1.  
Changes in the optical density of E. coli cultures of (p)ppGpp+ strain 
(triangles) and (p)ppGpp0 strain (circles) at 0.1 % and 0.4 % glucose 
(filled and unfilled symbols, respectively) during growth in the me-
dium without tryptophan (а) and with the addition of 2 mM trypto-
phan (б): * – statistically significant difference between (p)ppGpp+ 
strain at 0.1 % glucose and (p)ppGpp+ strain at 0.4 % glucose;  
+ – statistically significant difference between (p)ppGpp0 strain 
at 0.1 % glucose and (p)ppGpp0 strain at 0.4 % glucose;  
** – statistically significant difference between (p)ppGpp+ strain  
and (p)ppGpp0 strain at 0.4 % glucose; ++ – statistically significant 
difference between (p)ppGpp+ strain and (p)ppGpp0 strain at 0.1 % 
glucose (р ≤ 0.05)

           
			        а 							               б
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При росте родительского (p)ppGpp+ штамма в ми-
нимальной среде М9 без триптофана с добавкой глю-
козы в концентрации 0,4 % внеклеточный индол начи-
нал обнаруживаться только после 24 ч культивирова-
ния и достигал максимальных значений к 96  ч, после 
чего его содержание в среде оставалось на постоянном 
уровне (около 20 мкМ) (рис. 2а). В то же время в культуре  
(p)ppGpp0 штамма уровень внеклеточного индола 
на протяжении 120 ч культивирования оставался значи-
тельно ниже, варьируя в диапазоне 0,1–0,5 мкМ и толь-
ко к 168 ч достигал 1,7 мкМ. Таким образом, делеция ге-
нов relA и spoT, кодирующих основные ферменты синтеза  
(p)ppGpp в клетках, приводила к снижению продукции 
индола приблизительно в 10 раз в среде с добавкой глю-
козы в концентрации 0,4 %. В условиях низкого содер-
жания глюкозы (0,1 %) также отмечалось снижение со-
держания внеклеточного индола, синтезируемого клет-
ками (p)ppGpp+ штамма, в 6 раз по сравнению с таковым 
в культуре с добавкой 0,4 % глюкозы (рис. 2а). Однако 
лимитирование субстратом в момент начала культиви-
рования (0,1 % глюкозы) не оказывало влияния на обра-
зование индола в культуре (p)ppGpp0 мутанта.

Экзогенная добавка 2  мМ триптофана приводила 
к накоплению одинакового уровня индола к 96 ч куль-
тивирования в культурах (p)ppGpp+ штамма (при обе-
их исследованных концентрациях глюкозы), а также  
(p)ppGpp0 мутанта в условиях низкого содержания глю-

козы в среде (0,1 %) (рис. 2б). При этом в среде, содер-
жащей 0,1 % глюкозы, возрастание концентрации ин-
дола в клетках (p)ppGpp+ штамма начиналось после 
3 ч культивирования, а в среде с добавкой 0,4 % глю-
козы – спустя 7 ч. Таким образом, длительность пери-
ода задержки начала возрастания продукции индола 
была пропорциональна концентрации глюкозы, вне-
сённой в питательную среду в начале культивирования, 
что, очевидно, обусловлено более быстрым исчерпани-
ем субстрата в среде с 0,1 % глюкозы, сопровождаемым 
синтезом в клетках cAMP, ответственного за индукцию 
tnaCAB оперона [10].

Делеционный мутант продемонстрировал значи-
тельную задержку во времени начала продукции индо-
ла по сравнению с (p)ppGpp+ штаммом пропорциональ-
но концентрации глюкозы. В культуре (p)ppGpp0 мутан-
та резкое возрастание продукции индола к 24 ч культи-
вирования до 1,8  мМ, сходное с таковым в (p)ppGpp+ 
штамме, происходило только в условиях низкого со-
держания глюкозы в среде (0,1 %). При этом отсутствие  
(p)ppGpp статистически значимо снижало образование 
индола в экспоненциальной фазе роста на 5 и 7 ч культи-
вирования, а также на 24 ч стационарной фазы по срав-
нению с родительским штаммом в 10, 5,5 и 1,5 раза со-
ответственно. Однако при достижении максимальных 
уровней накопления индола к 48 ч культивирования его 
концентрация была лишь незначительно (~ в 1,2 раза) 

РИС. 2.  
Продукция индола в культурах E. coli (p)ppGpp+ штамма 
(треугольники) и (p)ppGpp0 мутанта (круги) при содержании 
0,1 % и 0,4 % глюкозы (закрашенные и незакрашенные симво-
лы соответственно) при росте в среде без триптофана (а) 
и с добавкой 2 мМ триптофана (б): * – статистически зна-
чимое отличие (p)ppGpp+ штамма при 0,1 % глюкозы  
от (p)ppGpp+ штамма при 0,4 % глюкозы; + – статистиче-
ски значимое отличие (p)ppGpp0 штамма при 0,1 % глюко-
зы от (p)ppGpp0 штамма при 0,4 % глюкозы; ** – статисти-
чески значимое отличие (p)ppGpp+ штамма от (p)ppGpp0 
штамма при 0,4 % глюкозы; ++ – статистически значимое 
отличие (p)ppGpp+ штамма от (p)ppGpp0 штамма  
при 0,1 % глюкозы (р ≤ 0,05)

FIG. 2.  
Indole production in E. coli cultures (p)ppGpp+ strain (triangles) 
and (p)ppGpp0 mutant (circles) at 0.1 % and 0.4 % glucose (filled 
and unfilled symbols, respectively) during growth in the medium 
without tryptophan (а) and with the addition of 2 mM tryptophan 
(б): * – statistically significant difference between (p)ppGpp+ strain 
at 0.1 % glucose and (p)ppGpp+ strain at 0.4 % glucose; + – statisti-
cally significant difference between (p)ppGpp0 strain at 0.1 % glu-
cose and (p)ppGpp0 strain at 0.4 % glucose; ** – statistically signif-
icant difference between (p)ppGpp+ strain and (p)ppGpp0 strain 
at 0.4 % glucose; ++ – statistically significant difference between  
(p)ppGpp+ strain and (p)ppGpp0 strain at 0.1 % glucose (р ≤ 0.05)

           
			       а 							                 б
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ниже, чем у (p)ppGpp+ штамма. При дальнейшем куль-
тивировании различия в продукции индола между му-
тантным и родительским штаммами при низком содер-
жании глюкозы (0,1 %) полностью исчезали после 72 ч 
культивирования. В отличие от этого в условиях внесе-
ния 0,4  % глюкозы к 48  ч культивирования (p)ppGpp0 
мутант показал приблизительно 5-кратное снижение 
продукции индола по сравнению с (p)ppGpp+ штаммом. 
Следующее за этим возрастание содержания индола  
в (p)ppGpp0

 культуре наблюдалось лишь по истечении 
96 часов и достигало максимальных значений (2,3 мМ) 
к 120 ч культивирования. Это, по-видимому, совпадает 
с исчерпанием в среде источников углерода и энергии 
и снятием катаболитной репрессии.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что  биосинтез индола клетками E.  coli является  
(p)ppGpp-зависимым процессом. Так, отсутствие  
(p)ppGpp в клетках снижает их способность продуци-
ровать индол в бестриптофановой среде и значитель-
но замедляет скорость его накопления в среде, содер-
жащей триптофан. Низкое содержание глюкозы (0,1 %) 
приводит к снижению образования индола клетками 
E.  coli в среде, не содержащей триптофана. Наличие 
в  среде предшественника синтеза индола – трипто-
фана, напротив, увеличивает продукцию индола в ус-
ловиях добавки более низкой концентрации глюкозы  
как в (p)ppGpp+ штамме, так и в (p)ppGpp0 штамме, де-
монстрируя прямую зависимость времени задержки 
начала образования индола от концентрации глюкозы, 
более выраженную в культуре мутанта, не способного 
к синтезу (p)ppGpp. Таким образом, эффект (p)ppGpp, 
сигнальной молекулы стринджент-ответа, в регуляции 
продукции индола клетками E. coli зависит от содержа-
ния глюкозы в среде культивирования, что проявляется 
в возрастании скорости накопления индола и сокраще-
нии времени достижения его максимальных значений 
при 0,1 % глюкозы на 24 ч, а в условиях 0,4 % глюкозы – 
на 72 ч в среде с добавкой триптофана.

Полученные результаты дают основание считать, 
что в основе индукции синтеза индола в клетках E. coli 
лежит взаимодействие различных адаптивных механиз-
мов, формируемых в ответ на комплексное воздействие 
стрессовых факторов, действующих при переходе бак-
териальных клеток в стационарную фазу. Одним из них 
является стринджент-ответ, который сопровождается 
синтезом (p)ppGpp в ответ на аминокислотное голода-
ние и замедление скорости роста клеток. Он действу-
ет в комплексе с механизмом катаболитной репрессии, 
снятие которой индуцируется при исчерпании глюкозы 
и регулируется при участии cAMP.
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