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РеЗЮме

Актуальность. В формирование устойчивости бактерий к антибио-
тикам вносят вклад различные адаптивные механизмы, в том числе гены 
защитного ответа на окислительный стресс, объединённые в soxRS-
регулон. В стрессовых условиях в клетках бактерий происходит повышение 
продукции активных форм кислорода и развитие окислительного стресса. 
Можно предположить, что повышенный уровень активных форм кислорода 
будет активировать экспрессию генов soxRS-регулона, что может обеспе-
чить преадаптацию бактерий к воздействию антибиотиков.
Цель. Исследовать изменение экспрессии генов, входящих в soxRS-регулон, 
в клетках Escherichia coli, подвергнутых действию NaCl, повышенных тем-
ператур и уксусной кислоты.
Материалы и методы. Уровень экспрессии генов определяли с использо-
ванием штаммов E. coli, несущих репортерные генные слияния промотора 
исследуемого гена (soxS, nfo) со структурной частью гена lacZ, в условиях 
периодического культивирования в бульоне LB без перемешивания.
Результаты. Активацию экспрессии генов soxRS-регулона вызывало воздей-
ствие NaCl и уксусной кислоты, а тепловой шок сопровождался снижением 
генной экспрессии. Увеличение уровня экспрессии наблюдалось в клетках, 
подвергнутых стрессам низкой (не  вызывавшим снижения количества 
колониеобразующих единиц в культуре к четвёртому часу воздействия 
по сравнению с началом стрессового воздействия) и средней интенсивности 
(вызывавшим снижение количества колониеобразующих единиц на порядок), 
а стрессовые воздействия высокой интенсивности (вызывавшие снижение 
количества колониеобразующих единиц более чем на порядок) вне зависи-
мости от их физико-химической природы сопровождались снижением экс-
прессии генов soxRS-регулона.
Заключение. В исследованных условиях только осмотический стресс, 
вызванный внесением NaCl, сопровождался значимой активацией генов, 
входящих в soxRS-регулон. Сублетальное воздействие NaCl, вызывая повы-
шение экспрессии генов soxRS-регулона в 2–2,5 раза, может обеспечивать 
преадаптацию бактерий к факторам, на противодействие которым 
направлен данный регулон, в том числе к антибактериальным препаратам.
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AbStrACt

Background. Some stress responses contribute to the formation of bacterial anti-
biotic resistance, including the soxRS oxidative defense regulon. Elevation of reactive 
oxygen species production and oxidative stress was detected in bacterial cells exposed 
to various environmental stresses. It can be supposed that a stress-mediated increase 
in the level of reactive oxygen species will activate the expression of the soxRS regulon 
genes, which may provide pre-adaptation to antibiotics.
The aim. To study changes in the expression of soxRS regulon genes in Escherichia 
coli cells exposed to NaCl, acetic acid, and heating.
Materials and methods. Gene expression was measured in cells bearing reporter 
gene fusions (soxS::lacZ, nfo::lacZ). An overnight broth culture was diluted in fresh 
LB broth to OD600 = 0.1 and cultivated at 37 °C without stirring until OD600 = 0.3, 
then the stressors were applied.
Results. Exposure to NaCl and acetic acid activated the expression of soxRS regulon 
genes, while heating caused a decrease in gene expression. An increase in the ex-
pression level was observed in cells subjected to stresses of low intensity (which 
did not cause a decrease in the number of colony-forming units (CFU) by the 4th hour 
of exposure compared to the beginning of the stress exposure) and medium intensity 
(which caused a 10-fold decrease in the number of CFU), whereas high-intensity 
stresses (which caused a decrease in the number of CFU by more than 10 times), 
regardless of their nature, were accompanied by a decrease in the  expression 
of the soxRS regulon genes. 
Conclusion. Under the conditions studied, only the osmotic stress caused by the ad-
dition of NaCl was accompanied by a significant activation of the soxRS regulon 
genes. Sublethal exposure to NaCl, causing an increase in the expression of soxRS 
regulon genes by 2–2.5 times, may provide pre-adaptation of bacteria to the factors 
that this regulon is aimed at counteracting, including antibacterial drugs.
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Формирование резистентных форм микроорганиз-
мов является причиной снижения эффективности ан-
тибиотикотерапии. В основе резистентности к анти-
бактериальным препаратам могут лежать различные 
механизмы, в частности изменение или экранирова-
ние мишени, модификация и инактивация антибак-
териального соединения, перестройка метаболиче-
ских путей или ограничение аккумуляции антибиоти-
ка в  микробной клетке (за  счёт снижения транспор-
та препарата в клетку и повышения его активного вы-
броса из неё) [1–3].

В адаптацию бактерий к действию антибиотиков мо-
гут вовлекаться различные механизмы защитных отве-
тов на естественные стрессовые факторы [4, 5]. В част-
ности, в ответ на воздействие антибиотиков активиру-
ется экспрессия генов, объединённых в soxRS-регулон 
и защищающих бактерии от окислительного стресса, 
а  повышенный базовый уровень экспрессии данного 
регулона в некоторых случаях обусловливает появле-
ние у бактерий клинически значимой антиботикоустой-
чивости [6–9].

soxRS-регулон представляет собой систему двухсту-
пенчатого контроля. Белок SoxR переходит в активную 
форму и запускает экспрессию гена soxS; затем вновь 
синтезированный белок SoxS активирует экспрессию 
других генов, входящих в данный регулон. Переход 
белка SoxR в активную форму происходит в результа-
те одноэлектронного окисления, входящих в его струк-
туру [2Fe-2S]-кластеров, а также их нитрозилирования 
в реакции с активными формами азота [10–13]. В состав 
soxRS-регулона входят гены, кодирующие супероксид-
дисмутазу, нейтрализующую супероксидные анионы 
(sodA), эндонуклеазу, участвующую в репарации ДНК 
(nfo), изоформы ферментов, устойчивые к окислитель-
ному повреждению (fumC, acnA), регулятор транспорта 
железа (fur), белки, ограничивающие аккумуляцию ги-
дрофильных ксенобиотиков в клетке (tolC, micF, acrAB), 
белки, предположительно участвующие в поддержании 
восстановленной формы железосерных центров фер-
ментов (fldAB, fpr), и другие белки с неизвестными пока 
функциями [14].

Известно, что воздействие антибактериальных пре-
паратов и естественных стрессовых факторов различной 
природы вызывает повышение продукции свободных 
радикалов и развитие окислительного стресса в бакте-
риальных клетках. Если роль активных форм кислоро-
да и их вклад в гибель клеток, подвергнутых действию 
различных стрессоров, остаётся дискуссионным вопро-
сом, то накопление свободных радикалов под действи-
ем стрессов, прямо не связанных с их продукцией, под-
тверждено многочисленными публикациями [15–20]. 
Многие из  этих стрессоров, например, высокая осмо-
лярность среды, нагревание, воздействие этанола, ко-
роткоцепочечных жирных кислот, применяют в каче-
стве средств противомикробной обработки или кон-
сервантов. Если данные стрессоры вызывают индук-
цию soxRS-регулона, их  сублетальное действие может 
способствовать преадаптации бактерий к воздействию 
антибиотиков.

В данной работе с применением метода генных сли-
яний исследована экспрессия генов, входящих в soxRS-
регулон, в клетках Escherichia  coli, подвергнутых дей-
ствию хлорида натрия, повышенных температур и ук-
сусной кислоты.

мАТеРИАлы И меТоды

объекты исследования и условия культивиро‑
вания. В качестве объектов исследования использова-
ны культуры клеток Escherichia coli, несущих транскрип-
ционные генные слияния. Штамм E.  coli EH40 (GC4468, 
но  soxS::lacZ) любезно предоставлен Б.  Демплом [21], 
штамм E. coli N9213 (GC4468, но nfo::lacZ Δmar rob::kan) 
любезно предоставлен Р.Г. Мартином [22].

Бактерии, сохраняемые на скошенном агаре LB, пе-
реносили в 5 мл бульона LB и культивировали без пе-
ремешивания при 37  °С в течение 5–6 ч. Выращенные 
клетки переносили в 50 мл бульона LB и культивировали 
при 37 °С в течение 14–16 ч. Затем бактериальную культу-
ру разводили в свежей питательной среде до оптической 
плотности, измеренной на длине волны 600 нм (ОП600), 
равной 0,1, и культивировали в описанных выше услови-
ях. По достижении бактериальной культурой ОП600 = 0,3 
её подвергали воздействию стрессоров. Хлорид натрия 
и уксусную кислоту вносили в бактериальную культуру, 
для воспроизведения теплового шока культуру помеща-
ли на водяную баню с соответствующей температурой.

определение уровня генной экспрессии проводи-
ли с применением репортерных генных слияний промо-
тора исследуемого гена и структурной части гена lacZ, 
кодирующего β-галактозидазу. Принимается, что ко-
личество (активность) репортерного белка прямо про-
порционально уровню экспрессии исследуемого гена. 
Активность β-галактозидазы измеряли в клетках, пред-
варительно обработанных смесью додецилсульфата 
натрия и  хлороформа, используя в качестве субстра-
та о-нитрофенил-β-D-галактопиранозид. Активность 
β-галактозидазы определяли и рассчитывали (в услов-
ных единицах Миллера) по  стандартному протоколу, 
предложенному Дж. Миллером [23].

оценку плотности бактериальной культуры про-
водили, измеряя её ОП600 с использованием спектро-
фотометра UV1280 (Shimadzu, Япония) и кюветы с дли-
ной оптического пути равным 10 мм.

определение количества колониеобразующих 
единиц (КОЕ) проводили путём высева культуры на по-
верхность агара LB в чашках Петри. Количество обра-
зовавшихся колоний подсчитывали после инкубации 
при 37 °С в течение 16–18 ч.

Статистическая обработка данных выполнена 
с при менением пакета программ Statistica 6.0 (StatSoft Inc., 
США). Данные представлены в виде среднего и стан-
дартной ошибки среднего, рассчитанных по результа-
там не менее трёх отдельных экспериментов. Статисти-
ческая значимость отличий средних значений сравни-
ваемых групп определена с использованием непарного 
Т-критерия при p ≤ 0,050.
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РеЗУльТАТы И Их оБСУждеНИе

Осмотический стресс воспроизводили добавкой 
хлорида натрия, кислотный шок вызывали добавкой 
уксусной кислоты, а тепловой стресс – нагреванием 
с 37 до 42–55 °С. В ходе работы исследовано влияние 
данных стрессовых воздействий разной интенсивно-
сти на экспрессию гена soxS, кодирующего транскрип-
ционный регулятор ответственный за активацию генов 
всего регулона, и подконтрольного ему гена nfo, ко-
дирующего фермент репарации ДНК. Интенсивность 
стресса оценивали по изменению количества коло-
ниеобразующих единиц к четвёртому часу после на-
чала стрессового воздействия относительно момента 
внесения стрессора в культуру (табл. 1). Условно вы-
делено несколько уровней силы стресса: субингиби-
торное воздействие (количество КОЕ в стрессирован-
ной культуре увеличивалось за время культивирова-
ния); слабый стресс (ингибиторное воздействие, ко-
личество КОЕ в культуре оставалось на том же уров-
не, что в момент добавки стрессора); средний стресс 
(количество КОЕ снижалось примерно на один поря-
док) и сильный стресс (количество КОЕ снижалось бо-
лее чем на один порядок). 

Т А б л И ц А   1
колИЧеСТво колоНИеоБРАЗУющИх едИНИЦ 
в кУльТУРе E. ColI ПоСле ЧеТыРёх ЧАСов 
воЗдейСТвИя СТРеССоРов

t A b l E   1
THE numbER oF Colony-FoRmIng unITS  
(lgCFu/ml) In E. ColI CulTuRE AFTER FouR-HouR 
ExPoSuRE To STRESSoRS

Условия lgКОе/мл

Контроль, без добавок 8,3 ± 0,4*

30 мг/мл NaCl 8,1 ± 0,3*

50 мг/мл NaCl 7,6 ± 0,1

70 мг/мл NaCl 6,9 ± 0,6

100 мг/мл NaCl 6,1 ± 0,4*

200 мг/мл NaCl 2,8 ± 1,9*

0,125 мг/мл уксусной кислоты 8,4 ± 0,5*

0,25 мг/мл уксусной кислоты 7,5 ± 0,4

0,5 мг/мл уксусной кислоты 7,3 ± 0,1

2 мг/мл уксусной кислоты 5,7 ± 1,2*

42 °С 8,2 ± 0,3*

45 °С 8,1 ± 0,2*

55 °С 0
Примечание. Количество КОЕ/мл в момент внесения стрессора в культуру равно 7,4 ± 0,3; * – 
статистически значимое отличие от показателя в момент внесения стрессора (N ≥ 3; Т-критерий; 
p ≤ 0,050)

Субингибиторное воздействие не оказывало вли-
яния на уровень экспрессии генов, входящих в soxRS-
регулон (данные не показаны). В ответ на воздействие 
50–100 мг/мл хлорида натрия (слабый и средний стресс) 
в клетках E. coli возрастал уровень экспрессии гена soxS 
по принципу доза-эффект; более интенсивный осмоти-
ческий стресс не вызывал изменения генной экспрес-
сии (рис. 1б).

В условиях слабого осмотического стресса изме-
нение экспрессии происходило в два этапа: после по-
вышения на начальном этапе воздействия хлорида на-
трия уровень экспрессии гена снижался, а затем вновь 
начинал возрастать после третьего часа культивирова-
ния. Увеличение экспрессии гена soxS при добавке ук-
сусной кислоты в концентрациях, не приводивших к сни-
жению количества колониеобразующих единиц в куль-
туре (0,25–0,5 мг/мл), наблюдалось в первые 15 минут 
от начала воздействия, более интенсивный кислотный 
стресс сопровождался снижением генной экспрессии 
(рис. 1г). В клетках, подвергнутых нагреванию, экспрес-
сия soxS была ниже по сравнению с клетками, выращи-
ваемыми в оптимальных условиях (37 °С) вне зависимо-
сти от силы теплового стресса (рис. 1е).

Изменение экспрессии гена nfo под действием стрес-
совых факторов было аналогично изменению экспрес-
сии гена soxS: осмотический шок слабой и средней ин-
тенсивности вызывал увеличение генной экспрессии, 
кислотный шок, не приводивший к снижению количе-
ства КОЕ, незначительно увеличивал генную экспрес-
сию (рис. 2), а более сильный кислотный стресс и тепло-
вое воздействие приводили к снижению экспрессии гена 
(данные не показаны).

Таким образом, в исследованных условиях актива-
цию экспрессии генов soxRS-регулона вызывало воз-
действие хлорида натрия и, в меньшей степени, уксус-
ной кислоты, а тепловой шок сопровождался снижени-
ем генной экспрессии. Увеличение уровня экспрессии 
наблюдалось в клетках, подвергнутых стрессам низкой 
и средней интенсивности, а стрессовые воздействия вы-
сокой интенсивности, вызывавшие гибель значительной 
части клеток бактериальной культуры вне зависимости 
от их физико-химической природы, сопровождались 
снижением экспрессии генов soxRS-регулона. Снижение 
экспрессии генных слияний, по-видимому, является не 
специфичным ответом, а следствием общего угнетения 
метаболизма и ингибирования синтеза белка, в том чис-
ле и репортерной β-галактозидазы.

Полученные данные согласуются с результатами 
транскриптомного анализа, продемонстрировавшего 
увеличение экспрессии генов, входящих в soxRS-регулон 
(soxS, fumC, fpr, acnA), в клетках E. coli под действием 0,3 М 
(17,5 мг/мл) хлорида натрия [24]. Активация экспрессии 
гена soxS также наблюдалась в клетках E. coli, подвергну-
тых осмотическому шоку, вызванному воздействием 0,4 
и 0,9 М сахарозы [25].

Ранее показано увеличение синтеза мРНК sodA 
в клетках Bacillus cereus, выращиваемых на  средах 
с рН = 5,4–4,5, и повышение супероксиддисмутазной ак-
тивности в клетках Staphylococcus aureus, выращиваемых 
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РИС. 1.  
Изменение оптической плотности культуры E. coli и экс-
прессии гена soxS в клетках E. coli EH40 в условиях осмотиче-
ского (а, б), кислотного (в, г) и теплового (д, е) стрессов;  
* – статистически значимые отличия от нестрессирован-
ной культуры (контроль (1)) (N ≥ 3; Т-критерий; p ≤ 0,050)

FIG. 1.  
Changes in the optical density (OD600) of E. coli culture and soxS 
gene expression in E. coli EH40 cells in response to osmotic (а, б), 
acid (в, г), and heat stress (д, е): * – statistically significant dif-
ference from the unstressed culture (control (1)) (N ≥ 3, T-test; 
p ≤ 0.050)
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на среде с рН = 4,0 и рН = 2,0, по сравнению с культиви-
рованием на среде с нейтральным рН [26, 27], что пред-
полагает активацию soxRS регулона в условиях кислотно-
го стресса. В данной работе продемонстрировано незна-
чительное увеличение экспрессии генов soxRS-регулона 
на начальных этапах развития кислотного стресса, вы-
званного воздействием уксусной кислоты.

Результаты наших исследований показали сниже-
ние уровня генной экспрессии в клетках, выращивае-
мых при температурах выше оптимальной (37 °С). В бо-
лее ранних работах продемонстрирован повышенный 
уровень экспрессии гена soxS в клетках, выращенных 
при температуре 43 °С, по сравнению с клетками, выра-
щенными при 30 °С, что расценивается как активация экс-
прессии в ответ на тепловое воздействие [24]. Но с дру-
гой стороны, снижение температуры культивирования 
относительно оптимального уровня могло бы вызвать 
снижение генной экспрессии, что также может объяс-
нять наблюдаемые различия в уровне экспрессии soxS.

Таким образом, из трёх исследованных стрессовых 
условий (воздействие уксусной кислоты, хлорида натрия 
или нагревания) только осмотический стресс, вызван-
ный внесением хлорида натрия, сопровождался значи-
мой активацией генов, входящих в soxRS-регулон анти-
оксидантной защиты. Сублетальное воздействие хлори-
да натрия, вызывая повышение экспрессии генов soxRS-
регулона в 2–2,5 раза, может обеспечивать преадапта-
цию бактерий к факторам, на противодействие которым 
направлен данный регулон, в том числе к антибактери-
альным препаратам.
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