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Бациллы контролируют поведенческие реакции, такие как подвижность, формирование биопле-
нок, биосинтез ферментов и метаболитов, дифференцировка и другие путем интеграции разнооб-
разных экологических сигналов через сложную регуляторную сеть. Преобладающим образом жиз-
ни Bacillus subtilis в естественной среде является биопленка, будучи идеальной моделью для изуче-
ния молекулярной стратегии ее формирования. В обзоре систематизированы сведения об основных
системах регуляции, ответственных за потерю подвижности и формирование биопленок B. subtilis,
анализируется поведение бактерий внутри биопленочной популяции, приводящее к состоянию би-
стабильности и дифференцировке на разные типы субпопуляций, оценивается регуляторная взаи-
мосвязь между системами контроля, ответственными за синтез структурных компонентов матрикса
биопленки. Особый акцент сделан на данных о сигнальных механизмах, запускающих образование
биопленки и ее дисперсию. Представлены обобщенные сведения о последних открытиях в этой об-
ласти и их интеграции в общее представление об этих сложных микробных сообществах.
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ВВЕДЕНИЕ
В стационарной фазе бациллы способны к

формированию разных адаптационных ответов,
сопровождающихся изменениями в регуляции
экспрессии множества генов, направленных на
выживание. В естественной среде биопленки яв-
ляются преобладающим образом жизни бактерий,
образование которых в лимитированных условиях
представляет сложный и строго регулируемый
процесс. Способность синтезировать биопленки
является частью жизненного цикла большинства
микроорганизмов и успешной стратегией защиты
бактерий от неблагоприятных факторов окружаю-
щей среды, поэтому молекулярные основы фор-
мирования биопленок остаются темой возраста-
ющего интереса в микробиологии. В настоящее
время используют различные бактериальные мо-
дели для выяснения молекулярных механизмов
образования и функционирования биопленок. Для
этой цели идеальной моделью считают биоплен-
ки обитающих в почве бактерий Bacillus subtilis,
которые характеризуются уникальными архитек-
турными особенностями как следствие сложных
программ клеточной специализации и межкле-

точной коммуникации в сообществе (Ryan-Pay-
seur, Freitag, 2018; Kovacs, Dragos, 2019). Эти ис-
следования нацелены на выяснение эволюции,
биологической роли, морфологических особенно-
стей и структуры биопленок, а также молекуляр-
но-генетических механизмов, лежащих в основе
клеточной дифференцировки внутри микробного
сообщества. Особый интерес представляет регу-
ляторная и метаболическая взаимосвязь между
процессом образования биопленки у бацилл и
другими клеточными событиями стационарной
фазы, такими как споруляция, подвижность, сек-
реция вторичных метаболитов и белков, включая
липопептиды и внеклеточные ферменты, в том
числе протеиназы (Актуганов и соавт., 2019;
Pisithkul et al., 2019). Установлено, что биопленка
B. subtilis содержит протеиназо-продуцирующие
клетки и их количество возрастает по мере разви-
тия биопленки (Kobayashi, Ikemoto, 2019). Кроме
того, гены, продукты которых участвуют в фор-
мировании биопленок, регуляторно взаимосвя-
заны с синтезом и секрецией различных внекле-
точных метаболитов и сигнальных молекул для
кооперативного взаимодействия в микробном
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сообществе (Martin et al., 2020). На основе новых
знаний разрабатывается платформа для создания
искусственных биопленок методами 3D-печати для
целевого практического использования (Huang
et al., 2018; Balasubramanian et al., 2019). Мы дела-
ем акцент на обобщении новых данных, получен-
ных для формирования, развития и рассеивания
биопленок B. subtilis.

Целью работы является систематизация данных
о регуляции образования и дисперсии биопленки
B. subtilis во взаимосвязи с другими физиологиче-
скими процессами стационарной фазы у этих
бактерий.

СТРУКТУРА БИОПЛЕНКИ
B. subtilis являются подвижными грамположи-

тельными почвенными бактериями, способны-
ми формировать устойчивые биопленки, в том
числе, в симбиозе с корнями растений. Образо-
вание биопленки является одним из ответов кле-
ток B. subtilis на неблагоприятные факторы сре-
ды, в результате формируется структурированное
многоклеточное сообщество бактерий, в котором
клетки сцеплены друг с другом и заключены в по-
лимерный матрикс собственного производства
(Hobley et al., 2015). Матрикс включает экзополи-
сахариды (EPS), белки, нуклеиновые кислоты и
содержит каналы, через которые транспортируются
питательные вещества и кислород и выводятся про-
дукты бактериального метаболизма (Hobley
et al., 2015). Матрикс обеспечивает стабильность
биопленки, защиту содержащихся в нем бакте-
рий от бактериофагов, неблагоприятных воздей-
ствий (осмотический шок, УФ-облучение, высы-
хание, изменение pH среды и др.) и антибактери-
альных препаратов (Стрелкова и соавт., 2013;
Dragos et al., 2017; Vidakovic et al., 2018; Пономарева
и соавт., 2018). Описан механизм “взаимопомо-
щи” между клетками бактерий, способными и не-
способными формировать матрикс, последние
получают выгоду от кооперативного взаимодей-
ствия с клетками, синтезирующими экзополиса-
хариды (Martin et al., 2020). Тесное связывание
клеток бактерий через нанотрубки для совмест-
ного использования метаболитов и передачу сиг-
налов на большие расстояния для соединения ме-
таболических процессов направлено на создание
единого микробного сообщества с рациональным
распределением внеклеточных “общественных
благ”. Отношения между бактериями основаны
на активации сложных механизмов межклеточ-
ной коммуникации, в этих процессах решающую
роль играют системы глобальной регуляции мета-
болизма: “кворум-сенсинг” и циклического ди-
ГМФ, вследствие чего активируются процессы
секреции ферментов и вторичных метаболитов,
сидерофоров и противомикробных соединений
(Bareia et al., 2018; Kalamara et al., 2018; Fu et al.,

2019; Kovacs, Dragos, 2019). Биопленка является
основой для метаболической кооперации клеток
в сообществе, а также создает условия, благоприят-
ные для симбиотических взаимоотношений между
бактериями и макроорганизмами, например, меж-
ду почвенными бациллами и корнями растений
(Townsley et al., 2018).

Природные биопленки имеют сложную струк-
туру и состоят из множества видов микроорга-
низмов, которые взаимодействуют между собой,
либо конкурируют за питательные вещества и
пространство для жизнедеятельности. Поскольку
природные биопленки являются смесью видов,
что затрудняет исследования, их часто проводят
на биопленках одного вида в лабораторных усло-
виях, которые можно контролировать. Наиболее
распространенный способ получения биопленок
в лабораториях – это формирование ассоциаций
микроорганизмов на погруженных твердых по-
верхностях, которые визуализируют с помощью
красителя кристаллического фиолетового, дру-
гой способ – формирование биопленки на грани-
це раздела воздух–жидкость (Vlamakis et al., 2013;
Hollenbeck et al., 2016). Плакунов и соавт. разрабо-
тали альтернативный планшетному универсальный
метод одновременного анализа планктонной и
биопленочной культур для характеристики роста
биопленки, синтеза внеклеточного матрикса, мета-
болической активности и минимального числа
жизнеспособных клеток в биопленке на основе
использования политетрафторэтилена, фильтров
из стекловолокна в качестве поверхности для
формирования биопленок (Плакунов и соавт.,
2016). Метод пригоден для грамотрицательных и
грамположительных бактерий. Кроме того, в на-
стоящее время колонии, которые растут на по-
верхности чашек с агаром, также рассматривают
как форму биопленки, поскольку они представ-
ляют собой устойчивые микробные сообщества
клеток во внеклеточном матриксе (Branda et al.,
2001; Gallegos-Monterrosa et al., 2016).

Отличительным признаком биопленок B. subtilis
является множество архитектурных особенностей;
их сложность обусловлена высокой степенью кле-
точной специализации и характером межклеточных
коммуникаций субпопуляций, которые в совокуп-
ности образуют сообщество, по строению анало-
гичное многоклеточным организмам (Schafer, Tur-
gay, 2019). Для формирования биопленки клетки
B. subtilis переходят из планктонного в неподвиж-
ное состояние, при этом подавляется экспрессия
жгутиковых генов и индуцируется экспрессия ге-
нов, необходимых для синтеза внеклеточного
матрикса, обусловленных внешними сигналами
(поверхностное сцепление, истощение питатель-
ных веществ, низкий уровень кислорода и др.)
(Gingichashvili et al., 2019). Первоначально клетки
бацилл представляют собой короткие подвижные
палочки, которые по мере развития биопленки
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прилипают друг к другу и к поверхности и образуют
длинные цепочки из неподвижных клеток, выделя-
ющих внеклеточный матрикс. Матрикс биопленки
B. subtilis характеризуется гидрофобностью и явля-
ется источником механической жесткости (Dragos,
Kovacs, 2017). Разработана инновационная техно-
логия оптической визуализации для простран-
ственного и временнóго слежения за динамикой
развития биопленки B. subtilis в различных усло-
виях для определения неровностей и толщины
биопленки, распределения в ней клеток с различ-
ным фенотипом (подвижность, продукция мат-
рикса и споруляция) с применением метода мече-
ной тройной флуоресценции (Wang et al., 2017).

Обширные складки или морщины на поверх-
ности биопленки бацилл рассматривают как ре-
зультат механической нестабильности в связи с
передвижением клеток внутри биопленки или ло-
кализованной гибели клеток. Преимущество в
образовании складок приводит к увеличению от-
ношения поверхности биопленки к ее объему для
обеспечения лучшего доступа клеток к кислороду
(Asally et al., 2012; Trejo et al., 2013; Kolodkin-Gal et al.,
2013). Морщины способствуют формированию
сложной сети каналов внутри биопленки, облег-
чая циркуляцию жидкости и распределение пита-
тельных веществ в тех частях биопленки, которые
недоступны диффузионным процессам; каналы
внутри биопленки взаимосвязаны и их морфоло-
гия и количество зависит от возраста биопленки и
условий питания бактерий (Gingichashvili et al.,
2019). Установлено, что каналы выполняют важ-
ную функциональную роль в транспорте молекул
через структуры биопленки, что позволяет жид-
кости эффективно проходить в более глубокие
слои периферии зрелой биопленки (Gingichashvili
et al., 2019). На поверхности биопленки B. subtilis
идентифицированы воздушные домены, пред-
ставляющие участки для споруляции и распро-
странения бактериальных спор (Branda et al.,
2001). Такая трехмерная архитектура обеспечива-
ет целостность биопленки B. subtilis и важна для
адаптации и выживания микробных клеток.

РЕГУЛЯЦИЯ СИНТЕЗА
МАТРИКСА БИОПЛЕНКИ

Гены, ответственные за образование экзопо-
лисахаридов матрикса, входят в состав eps-оперо-
на (Nagorska et al., 2010; Marvasi et al., 2010; Roux
et al., 2015). Дефектные по экзополисахаридам
eps-мутанты бацилл образуют плоские и чрезвы-
чайно хрупкие колонии, способные расти и фор-
мировать цепочки из клеток, частично содержа-
щих внеклеточный материал благодаря синтезу
дополнительных компонентов матрикса белко-
вой природы (Branda et al., 2006). Мутации в генах
ферментов, участвующих в биосинтезе матрикса,
pgcA (ранее yhxB), кодирующий α-фосфоглюко-

мутазу, и gtaB, кодирующий УТФ-глюкозо-1-
фосфат-уридилтрансферазу, приводят к наруше-
ниям в образовании биопленки (Lazarevic et al.,
2005). Мутанты, дефектные по синтезу уридин-
дифосфат-галактозы (UDP-Gal), который в каче-
стве предшественника необходим для биосинтеза
экзополисахарида, не формируют биопленку (Chai
et al., 2012). UDP-Gal является токсичным проме-
жуточным продуктом в метаболизме галактозы,
который преобразуется в нетоксичную UDP-
глюкозу с помощью УДФ-глюкоза-4-эпимеразы
(GalE); при мутации в гене galE, в присутствии га-
лактозы в результате накопления UDP-Gal прекра-
щается рост клеток. Наиболее изученным про-
дуктом генов eps-оперона является белок EpsE.
Это бифункциональный белок, который участ-
вует в контроле биосинтеза компонентов EPS.
Белок EpsE ингибирует вращение жгутиков, вза-
имодействуя с белком ротора жгутиков, FliG, и
обладает активностью гликозилтрансферазы, ко-
торая необходима для биосинтеза EPS (Gutten-
plan, Kearns, 2013). При этом ингибирование дви-
жения происходит независимо от гликозилтранс-
феразной активности белка EpsE. Такой механизм
регуляции способствует активному формированию
матрикса биопленки при выключении подвижно-
сти клеток. У некоторых штаммов B. subtilis активно
синтезируется и способствует усилению образова-
ния полимерного матрикса другой внеклеточный
полимер, гамма-полиглутаминовая кислота (PGA)
(Morikawa et al., 2006; Wu et al., 2008). Спектр экзо-
полисахаридов В. subtilis, которые входят в матрикс
биопленки, варьирует в зависимости от условий ро-
ста (Roux et al., 2015). Когда штамм B. subtilis
NCIB3610 выращивали в среде, содержащей глу-
таминовую кислоту и глицерин, в углеводной
биомассе присутствовали такие моносахариды
как галактоза, глюкоза и N-ацетилгалактоза
(GalNAc); распространенность каждого сахара
зависела от целостности генов eps-оперона (Chai
et al., 2012). В соответствии с этими данными, ге-
ны, участвующие в метаболизме галактозы, важ-
ны для формирования биопленки.

Анализ полисахаридов штамма В. subtilis
NCIB3610, выращенного в бульоне TY (LB с до-
бавлением сульфата марганца и сульфата маг-
ния), выявил манноза-доминирующий профиль
моносахаридов, зависимый от eps-оперона (Jones
et al., 2014). По-видимому, природа полисахари-
да, продуцируемого компонентами eps-оперона,
зависит от доступных субстратов. В дополнение к
экзополисахаридам, синтезированным под кон-
тролем eps-оперона, штаммы B. subtilis для образо-
вания матрикса синтезируют экзогенный полиса-
харид леван (гомополимер фруктозы), биосинтез
которого зависит от левансахаразы, кодируемой
геном sacB (Benigar et al., 2014; Raga-Carbajal et al.,
2016). При росте бактерий в присутствии в среде
сахарозы леван включается в матрикс биопленки,
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что частично компенсирует отсутствие продуктов
eps-оперона (Dogsa et al., 2013). Включение бакте-
риями левана в матрикс биопленки, при условии,
что сахароза продуцируется растениями, может
быть актуальным для формирования биопленки
B. subtilis в ризосфере в естественной среде.

Целостность структуры биопленки обуслoвли-
вают 2 секретируемых белка B. subtilis, TasA и
TapA, оба кодируются генным кластером, состоя-
щим из трех генов tapA–sipW–tasA (tapA-оперон)
(Branda et al., 2006). Гомологи TasA широко рас-
пространены среди бацилл (Dragos, 2017). Белок
TasA рассматривался как функциональный ами-
лоидоподобный белок, который синтезируется
как мономер, собирается в длинные волокна
(фибриллы) и транслоцируется через мембрану с
участием сигнальной пептидазы SipW; снаружи с
помощью белка-помощника TapA волокна при-
крепляются к клеточной стенке (Romero et al.,
2014). Белок TasA является функциональным го-
мологом амилоидных белков курли E. coli, он поли-
меризуется in vitro и способен взаимодействовать с
антителами, специфичными для амилоидных по-
лимеров (Huang et al., 2018). Очищенный белок
TasA находится в растворе в олигомерном состоя-
нии, волокнообразование из олигомеров TasA сти-
мулируется в кислой среде, либо в присутствии гид-
рофобной поверхности (Chai et al., 2013). Изучение
in vitro различных олигомерных форм секретиру-
емого белка TasA с помощью ЯМР, ЭМ, рентге-
новской дифракции и аналитического ультрацен-
трифугирования показало конформационные
изменения TasA от глобулярного состояния до про-
теиназо-устойчивой фибриллярной структуры, что
не наблюдается для других биопленкообразую-
щих белков (Diehl et al., 2018). На основе метода
твердотельного ЯМР установлено, что основной
амилоидный компонент TasA содержит β-листы
и α-спирали во вторичной структуре, что свиде-
тельствует о нетипичной амилоидной архитекту-
ре у B. subtilis (Mammeri et al., 2019).

Мутанты по гену tasA биопленку не образуют,
но этот дефект не такой существенный, как у му-
тантов по eps-генному кластеру (Branda et al.,
2006). tasA-Мутанты продуцируют клеточные це-
пи, которые не способны удерживаться вместе,
инактивация гена tasA также связана с отсутстви-
ем формирования морщинистой биопленки. Бе-
лок TasA участвует в упорядоченном созревании
биопленки Bacillus. Его отсутствие приводит к ря-
ду физиологических изменений, вызванных из-
менениями стабильности и динамики мембран,
снижает жизнеспособность клеток при взаимо-
действии за счет отсутствия структурированного
матрикса, что, в свою очередь, ограничивает воз-
можности адаптации клеток к стрессам (Camara-
Almiron et al., 2020). TasA проявляет антимикроб-
ные свойства; экспрессия tasA в биопленках
B. subtilis усиливается в присутствии патогена Fu-

sarium culmorum (Khezri et al., 2016). Интересно,
что TasA также играет важную роль в распознава-
нии родственных связей между близкородствен-
ными штаммами B. subtilis, что опосредуется раз-
личными ингибирующими молекулами (Lyons et al.,
2016). Наконец, tаsА-мутантные штаммы дефект-
ны в формировании связанных с корнем биопле-
нок (Dragos et al., 2017). Поскольку ризосфера
растений представляет естественную среду оби-
тания B. subtilis, TasA может быть одним из ключе-
вых секретируемых соединений, определяющих
экологию и эволюцию этого вида.

Белок TapA образует минорный компонент во-
локон из TasA белка, связывается с TasA и участ-
вует в прикреплении волокон TasA к клеточной
стенке, играет важную роль в его локализации, а
также в полимеризации и сборке волокон TasA из
мономеров (Romero et al., 2014). В отсутствие гена
tapA не образуются TasA-волокна дикого типа, и
уменьшается общий уровень TasA-белка в экзо-
генном матриксе. Данные свидетельствуют, что
белок TapA обеспечивает стабилизацию белка
TasA, в связи с чем фибриллярная форма белка
TasA более устойчива к расщеплению протеина-
зами, по сравнению с олигомерной формой. Со-
гласно этим выводам, делеция гена tapA также яв-
ляется критичной для образования биопленок
B. subtilis.

Сигнальная пептидаза SipW расщепляет пред-
шественник белка TapA, распознавая N-конце-
вую сигнальную последовательность, чтобы бе-
лок высвобождался из мембраны и формировал
фибриллярные волокна, связанные с клеточной
стенкой (Stover, Driks, 1999). Мутации в гене sipW
у штаммов B. subtilis приводили к нарушениям в
прикреплении к поливинилхлоридным или стек-
лянным поверхностям в условиях лаборатории
(Hamon et al., 2004). Это связано с тем, что пепти-
даза SipW является бифункциональным белком,
которая работает как сигнальная пептидаза в про-
цессинге белков TasA и TapA и функционирует
для активации экспрессии eps-оперона при уча-
стии С-концевого домена белка. Такая активация
необходима для инициации образования матрик-
са биопленки в результате прикрепления клеток к
поверхности.

На заключительных этапах созревания
биопленки синтезируется бактериальный гидро-
фобин BslA, который работает вместе с белком
TasA (Hobley et al., 2015). Белок BslA (ранее YuaB)
необходим для поверхностной гидрофобности
биопленки B. subtilis и формирования ее сложной
морфологии и архитектуры (Arnaouteli et al.,
2017). Биопленка B. subtilis с дефектным феноти-
пом bslA– обладает амфифильными свойствами и
напоминает мутанты с делецией генов eps и tasA
(Ostrowski et al., 2011). Белок BslA является по-
верхностно-активным и состоит из двух доменов –



28

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 1  2021

ШАРИПОВА и др.

иммуноглобулин-подобного домена и уникаль-
ного высоко гидрофобного домена (Hobley et al.,
2015). Белок BslA имеет две структурные конфор-
мации, которым соответствуют две функциональ-
ные формы: мономерный BslA необходим для со-
здания сложной структуры биопленки, тогда как
для гидрофобности поверхности биопленки тре-
буется димерный белок (Arnaouteli et al., 2017).
Димеризация BslA опосредуется образованием ди-
сульфидной связи и зависит от двух консерватив-
ных остатков цистеина, расположенных в С-конце-
вой области молекулы белка. Конформационный
переход регулируется окислительно-восстанови-
тельным статусом среды: в нативной биопленке до-
ступность акцептора электронов влияет на олиго-
меризацию BslA, и в обогащенной кислородом
области с открытой поверхностью преобладаю-
щей формой является димер.

Таким образом, все компоненты матрикса
биопленки, экзополисахариды (EPS, PGA) и бел-
ки (TasA, ТасА и BslA), необходимы для формиро-
вания внеклеточного матрикса B. subtilis и влияют
на рост и конечные размеры биопленки. На основе
методов интервальной микроскопии и световой
профилометрии установлено, что два матричных
компонента, экзополисахарид, продуцируемый
геном epsA-O оперона, и белок поверхностного слоя
BslA контролируют область покрытия биоплен-
кой, причем высота зрелой биопленки зависит от
белка BslA (Kesel et al., 2017). Взаимодействия
между компонентами матрикса в биопленках от-
ветственны за создание адаптируемой структуры
в процессе развития биопленки. Показано, что на
ранних этапах развития биопленки при формирова-
нии ее 3D-структуры с компонентами матрикса вза-
имодействует экзогенная ДНК, которая также вно-
сит определенный вклад в созревание биопленки
B. subtilis (Peng et al., 2020).

БИСТАБИЛЬНОСТЬ БИОПЛЕНКИ
Формирование и развитие биопленки, синтез

компонентов внеклеточного матрикса строго ре-
гулируются на уровне транскрипции, посттран-
скрипционных и посттрансляционных модифика-
ций (Reverdy et al., 2018). В планктонной популяции
все клетки подвижны, экспрессия генов, необхо-
димых для подвижности, обеспечивается, когда
транскрипционные регуляторы Spo0A, DegU,
ComA находятся в нефосфорилированном состо-
янии; их активация в ответ на присутствие разно-
образных внеклеточных сигналов приводит к
уменьшению популяции подвижных клеток (Vla-
makis et al., 2013). В процессе созревания биопленки
клетки бацилл дифференцируются на несколько
типов, образуя субпопуляции генетически иден-
тичных, но по фенотипу отличных клеток, кото-
рые реагируют на различные сигналы и выполня-
ют разные функции для всего сообщества, чтобы

минимизировать затраты энергии, например,
предотвращая тотальный переход клеток в энер-
гоемкий процесс споруляции (Lopez, Kolter, 2010).
За активацию специфических генных каскадов,
которые приводят к дифференцировке всех сосу-
ществующих типов клеток в биопленках B. subti-
lis, ответственна сложная регуляторная сеть.

Впервые дифференциация клеток в биопленке
установлена путем микроскопического исследова-
ния, в результате которого в воздушных доменах
биопленки обнаружен специфичный для споруля-
ции репортер (Branda et al., 2001). Впоследствии
эти данные подтвердили эксперименты, полу-
ченные с помощью фьюжн-векторов с флуорес-
центными репортерами (Veening et al., 2006).
Внутри биопленки идентифицированы клетки,
специализирующиеся на подвижности, форми-
ровании полимерного матрикса, споруляции,
секреции экзопротеиназ. С помощью проточной
цитометрии и флуоресцентной микроскопии
установлено, что количество клеток, продуциру-
ющих экзопротеиназы, увеличивается по мере
созревания биопленки и обусловлено увеличени-
ем транскрипции генов экзопротеиназ, а также
увеличением активности экзопротеиназ во вре-
мени (Marlow et al., 2014a). Протеиназы синтези-
руются клетками, продуцирующими матрикс, так
и клетками, не продуцирующими матрикс, что
указывает на значимость этих ферментов на раз-
ных стадиях развития биопленки. Данные этих
экспериментов увеличили разнообразие типов
специализированных клеток биопленки и свиде-
тельствовали о регуляторной пластичности сооб-
щества.

Активация Spo0A-транскрипционного факто-
ра путем фосфорилирования запускает образова-
ние спор только в определенной субпопуляции
клеток B. subtilis (Fujita et al., 2005). Существует
два различных уровня активации транскрипци-
онного фактора Spo0A-P: низкий уровень актива-
ции (клетки Spo0A-ON) приводит к образованию
матрикса, а более высокий уровень – к споруля-
ции (рис. 1б). Клетки Spo0A-ON становятся про-
дуцентами матрикса, они теряют подвижность пу-
тем активации сцепления (белок EpsE) (Gutten-
plan, Kearns, 2013). Кроме того, клетки Spo0A-ON
являются каннибалами, они невосприимчивы к
действию двух самосекретируемых пептидных
токсинов (пептиды Skf и Sdp), которые убивают их
чувствительных к токсинам собратьев (Höfler et al.,
2016). Этот процесс рассматривают как канниба-
лизм: когда питательных веществ недостаточно,
мертвые клетки служат пищей для оставшихся
клеток популяции и задержки процесса спорооб-
разования; этот процесс опосредуют секретируе-
мые протеиназы (Kobayashi, 2019).

Активация фактора ComA (ComA-P) приводит
к дифференцировке и образованию в сообществе
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субфракции компетентных клеток, которые спо-
собны поглощать экзогенную ДНК, чтобы увели-
чить генетическую изменчивость в популяции.
Активация ComA-P регулируется механизмом
кворум-сенсинга и запускается при достижении
определенной плотности клеток (Zeriouh et al.,
2014). Кроме того, клетки ComA-P экспрессируют
паракринный сигнал сурфактин, который запуска-
ет экспрессию генов и оперонов для образования
матрикса (рис. 1в) (Aleti et al., 2016). Активность па-
ры регуляторов ответа ComA/ComP модулируется
сигнальным пептидом ComX, который контроли-
рует в качестве автоиндуцирующего сигнала про-
цессы компетентности, продукции сурфактанта
и, косвенно, синтез внеклеточных протеиназ в
B. subtilis (Špacapan et al., 2018). Эти процессы ре-
гулируются в соответствии с размером бактериаль-
ной популяции, классифицируя ComX как сигнал
кворум-сенсинга, контролирующий продукцию
экзопротеиназ через промежуточный регулятор
транскрипции DegQ.

Активация транскрипционного фактора DegU
(DegU-P) приводит к образованию в сообществе
субпопуляции клеток, называемых “майнеры”,
которые специализируются на секреции внекле-
точных протеиназ (рис. 1в) (Veening et al., 2008).
Продукты этих клеток способствуют расщепле-
нию крупных биополимеров на более мелкие
олигопептиды. Показано, что пептид ComX ин-
дуцирует экспрессию гена субтилизина aprE и
стимулирует секрецию экзопротеиназ в биоплен-
ках B. subtilis. В свою очередь, экзопротеиназы спо-
собны разрушать аутоиндуцирующий сигнальный
пептид ComX. Снижение биологической активно-
сти ComX может быть восстановлено добавлением

субтилизина, ингибирование металлопротеиназ
ЭДТА снижает биологическую активность ComX,
указывая на то, что сериновые и металлопротеи-
назы способны расщеплять пептид ComX (Špaca-
pan et al., 2018). Эти данные свидетельствуют, что
секретируемые протеолитические ферменты вы-
полняют регуляторные функции и разрушают
сигнальный аутоиндуцируемый пептид ComX,
который является важным детерминантом их
экспрессии в биопленках. Субпопуляция клеток с
активными экзопротеиназами отличается от по-
движных клеток или клеток, продуцирующих
матрикс, и расположена ближе к поверхности
биопленки (Marlow et al., 2014b). Это согласуется
с фактом, что клетки DegU-ON активно экспрес-
сируют водоотталкивающий белок BslA, который
необходим для сохранения целостности биоплен-
ки B. subtilis (Hobley et al., 2015; Arnaouteli et al.,
2017).

Анализ пространственной локализации от-
дельных субпопуляций в зрелых биопленках, про-
веденный с помощью флуоресцентных репортеров,
показал, что подвижные клетки в нижнем слое
биопленки способствуют ее пространственному
расширению, а клетки, локализованные в ядре
биопленки, специализируются на продукции вне-
клеточного матрикса и поддерживают его жест-
кость (Vlamakis et al., 2013). Разработаны новые
методы визуализации внутренней структуры
биопленки B. subtilis с сохранением архитектуры
и ультраструктуры (Fuchs et al., 2018). Споры при-
сутствуют в верхней части биопленки на воздуш-
ных структурах, которые облегчают их рассеива-
ние. Пространственно-временное распределение
компетентных клеток и клеток-продуцентов сур-

Рис. 1. Регуляторные пути, контролирующие формирование биопленки у B. subtilis: а – схема действия SinR репрессо-
ра; б – механизм образования биопленки B. subtilis под контролем транскрипционного регулятора Spo0A-P; в – схема
участия транскрипционных факторов DegU-P и ComA-P в контроле образования биопленки B. subtilis. Т-образная
прямая обозначает ингибирование, а стрелками указаны пути активации. Описание схемы в тексте.
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фактина как отдельные субпопуляции сложно
выделить в общем микробном сообществе. Би-
стабильность внутри биопленки является спосо-
бом адаптации всего сообщества к переменчивым
условиям окружающей среды, когда генетически
идентичная популяция способна образовывать
отдельные субпопуляции с различными физиоло-
гическими свойствами, чтобы обеспечить необ-
ходимыми метаболитами все сообщество клеток.
Эту стратегию назвали стратегией хеджирования
роста (Veening et al., 2008).

РЕГУЛЯТОРНЫЙ ПУТЬ
ФОРМИРОВАНИЯ БИОПЛЕНКИ

Генетическая схема регуляции образования
биопленок в B. subtilis изучена лучше, чем переда-
ча сигналов, которые запускают этот процесс
(Mielich-Süss, Lopez, 2015). Роль центрального ре-
гулятора транскрипции в клетках стационарной
фазы у B. subtilis выполняет фактор Spo0A, кото-
рый контролирует экспрессию более ста генов,
необходимых для споруляции и формирования
биопленки (рис. 1б) (Chastanet et al., 2011). Актив-
ность этого белка регулируется фосфорилировани-
ем: внеклеточные сигналы активируют сенсорные
гистидинкиназы, которые запускают фосфореле,
что приводит к фосфорилированию Spo0A. Со-
держание фосфорилированного Spo0A в клетках
определяет профиль экспрессии генов (Schultz et al.,
2016). Когда Spo0A фосфорилирируется, проис-
ходит индукция образования биопленки, по мере
созревания которой регулятор Spo0A-P накапли-
вается в определенных клетках и активирует в них
споробразование. При пороговых уровнях фос-
форилирования Spo0A запускаются два пути ан-
тирепрессии, чтобы активировать транскрипцию
оперонов, критичных для синтеза матрикса
биопленки.

Первый путь нацелен на подавление репрессо-
ра AbrB, который блокирует транскрипцию генов,
участвующих во многих процессах, включая фор-
мирование биопленки (Chumsakul et al., 2011).
Установлено, что от регулятора переходного со-
стояния AbrB и фактора транскрипции Spo0A зави-
сит экспрессия гена ahpA, кодирующего пероксида-
зу AhpA, которая специфически экспрессируется
во время формировании биопленки, но не экс-
прессируется в стационарной фазе или при спо-
руляции. Это позволило предположить, что для
дерепрессии гена пероксидазы ahpA под действием
регулятора AbrB требуется сигнал, отличающийся
от сигналов при переходе клеток в стационарную
фазу (рис. 1б) (Zwick et al., 2017). Регулятор AbrB
контролируется посредством фактора Spo0A дву-
мя различными путями: 1) Spo0A-P репрессирует
транскрипцию гена abrB и 2) Spo0A-P способ-
ствует экспрессии фактора AbbA, AbrB-антире-
прессора, который связывает AbrB и изолирует

его от взаимодействия с целевой ДНК (Tucker et al.,
2014).

Второй путь связан с небольшим ДНК-связы-
вающим белком SinR, который ингибирует фор-
мирование биопленки и является центральным
для определения судьбы клеток (рис. 1а) (Kampf
et al., 2018). Белок SinR образует тетрамеры и свя-
зывается с сайтами в промоторных областях опе-
ронов epsA-O и tapA–sipW–tasA, необходимых для
синтеза внеклеточного полисахарида и амилоид-
ных волокон во внеклеточном матриксе соответ-
ственно (Cairns et al., 2014; Stowe et al., 2014). Ак-
тивность SinR контролируется антагонистически-
ми белками, SinI и SlrR. Связывание SinI или SlrR
с SinR ингибирует ДНК-связывающую способ-
ность последнего и освобождает опероны биоплен-
ки от репрессии (рис. 1а) (Newman et al., 2013). Бо-
лее того, небольшие изменения в уровнях экс-
прессии белка SinR оказывают существенное
влияние на экспрессию генов матрикса, главным
образом, из-за сверхчувствительности регулятор-
ных модулей SinI–SinR и SlrR–SinR, что указы-
вает на строгую регуляцию их образования, в том
числе метаболическую (Chai et al., 2011; Green-
wich et al., 2019).

Один из них, антирепрессорный белок SinI,
активируется после фосфорилирования Spo0A и
связывается c SinR, образуя гетеродимерный
комплекс, изолирует SinR от ДНК-мишеней, что
приводит к экспрессии SinR-репрессированных
генов (рис. 1а) (Newman et al., 2013; Stowe et al.,
2014). Фенотипический переход из планктонного
в биопленочное состояние регулируется активно-
стью репрессора транскрипции SinR и его инак-
тивацией первичным антагонистом, SinI. Уста-
новлен механизм разрушения тетрамера SinR с
помощью белка SinI, который регулирует экс-
прессию SinR-репрессируемых генов (Milton
et al., 2020). Если уровни SinR превышают уровни
его антагонистов, то экспрессия генов матрикса
подавлена, в то же время показано, что SinR экс-
прессируется в большинстве клеток, а SinI –
только частью популяции. Функции белков SinI и
SinR чувствительны к дозе гена: удвоение копий
генов sinI и sinR приводило к подавлению синтеза
полимеров матрикса (Chai et al., 2011; Ogura et al.,
2016). В совокупности за счет сродства Spo0A-P к
промотору гена sinI и числа копий генов sinI и sinR
экспрессия генов матрикса является временной,
и спорулирующие клетки не расходуют энергию
на продукцию внеклеточного матрикса.

Другой антирепрессор SlrR белка SinR необхо-
дим для контроля образования биопленки двумя
способами (Chai et al., 2010). Во-первых, он свя-
зывается с репрессором SinR с образованием
комплекса SinR–SlrR, предотвращая связывание
SinR с промоторами генов матрикса (рис. 1а). Так
как регулятор SinR репрессирует ген антирепрес-
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сора slrR, который, в свою очередь, связывает ре-
гулятор SinR, это приводит к регуляции комплек-
са SinR–SlrR по механизму двойной петли отри-
цательной обратной связи. В результате ген slrR
остается дерепрессированным при условии, что
SlrR предотвращает репрессию со стороны регу-
ляторного белка SinR. Когда уровень SlrR-белка в
клетках высокий, происходит экспрессия генов
оперонов матрикса, потому что в этих условиях
уровень свободного репрессора SinR низкий. Ко-
гда уровень SlrR-белка в клетках низкий, регуля-
тор SinR не ингибируется и блокирует опероны
для синтеза матрикса биопленки. Во-вторых,
комплекс SinR-SlrR участвует в контроле экс-
прессии гена hag, кодирующего флагеллин, необ-
ходимый для подвижности, а также генов аутоли-
зинов, кодирующих белки для разделения клеток
(гены lytABC и lytF) (рис. 1а). Идентифицирован
новый регуляторный механизм взаимодействия
SinR с промотором гена degU, после чего репрес-
сор SlrR образует комплекс с SinR на промоторе
degU. Таким образом, SlrR по-видимому, играет
активную роль в экспрессии degU (Ogura et al.,
2014).

Сцепление клеток имеет большое значение в
начале формирования биопленки у B. subtilis. Ре-
гуляторный белок SlrR нестабилен и относится к
суперсемейству LexA-пептидаз, в клетках он под-
вергается расщеплению, в том числе с помощью
протеиназы ClpCP. Нестабильность белка SlrR
приводит к дерепрессии генов, кодирующих
аутолизины, активация которых приводит к раз-
делению цепей на отдельные клетки (Chai et al.,
2010). Таким образом, переключатель SlrR–SinR
может существовать в двух состояниях: при низ-
ком уровне SlrR, что соответствует одиночным
подвижным клеткам, и при высоком SlrR, что
соответствует цепочкам матрикс-продуцирую-
щих клеток. Переключение с низкого в высокое
состояние достигается с помощью белка SinI,
который синтезируется под контролем фактора
Spo0A-P в ответ на активирующиеся гистидинки-
назы. Накопление белка SinI ингибирует репрес-
сор SinR, приводя к депрессии гена для продук-
ции белка SlrR. Это приводит к накоплению SlrR,
приводя переключатель SlrR–SinR в состояние
высокого уровня SlrR, благоприятное для форми-
рования биопленки.

Сложные взаимодействия между SinR и его
родственными антагонистами приводят к биста-
бильности. На эти взаимодействия влияет фосфо-
диэстераза YmdB, которая участвует в контроле ак-
тивности репрессора SinR: клетки, дефектные по
гену ymdB, характеризуются гиперактивностью
SinR и неспособны формировать биопленки
(Kampf et al., 2018). У ymdB-мутанта большинство
клеток экспрессируют гены, необходимые для
подвижности и хемотаксиса. Супрессорный ана-
лиз показал, что мутанты ymdB легко приобрета-

ют мутации, влияющие на SinR, восстанавливая
образование биопленки (Kampf et al., 2018). Эти
данные свидетельствуют, что фосфодиэстераза
YmdB необходима для гомеостаза SinR и/или его
антагонистов. Показано, что на посттранскрип-
ционном уровне транскрипты sinl–sinR и sinR
контролируются путем их деградации с помощью
РНКазы Y-содержащих белковых комплексов
(DeLoughery et al., 2016). Важную роль в регуля-
ции активности белков в клетках бацилл выпол-
няют АТФ-зависимые протеиназы. Результаты
глобального протеомного анализа и вестерн-им-
муноблоттинга показали, что уровни SinR снижа-
ются у мутанта с дефектом по высококонсерватив-
ной ClpYQ-протеиназе с изменениями в регуляции
образования биопленки (Yu et al., 2018).

Для формирования биопленки также необхо-
димы регуляторные белки RemA и RemB (рис. 1а)
(Cairns et al., 2014). Регулятор RemA является
ДНК-связывающим белком, который активирует
транскрипцию eps- и tapA-оперонов, а также кон-
тролирует транскрипцию гена антирепрессора
slrR. Установлено, что для регуляции экспрессии
гена slrR требуются оба регуляторных белка,
RemA и RemB (Winkelman et al., 2013). Дополни-
тельно, по результатам генетического анализа ре-
гуляторы RemA и RemB контролируют экспрес-
сию оперонов матрикса способом, независимым
от антирепрессора SlrR и действуют параллельно
с другими регуляторами (DegU AbrB и SinR).
RemA связывается с ДНК выше промотора eps-
оперона и перекрывается с сайтом для взаимо-
действия с репрессором SinR, в этом случае белок
SinR препятствует связыванию белка RemA с
промотором (рис. 1а) (Winkelman et al., 2013).
Аналогично, RemA связывается выше промотора
tapA-оперона, но в этом случае SinR и RemA спо-
собны одновременно связываться с ДНК. Эти дан-
ные указывают на дополнительный путь для кон-
троля экспрессии генов матрикса биопленки. На
хромосомной ДНК B. subtilis ген remA расположен
рядом с генами, продукты которых связаны со
строгим ответом; этот факт может указывать на
регуляторную взаимосвязь между экспрессией
гена remA и метаболическим статусом клетки
(Winkelman et al., 2013).

Установлено, что компоненты эпигенетиче-
ского переключателя могут подвергаться допол-
нительной регуляции с участием регуляторных
белков YwcC и SlrA, из которых белок SlrA явля-
ется одним из антирепрессоров регулятора SinR,
а белок YwcC является репрессором транскрип-
ции TetR-типа и репрессирует ген slrA (рис. 1а)
(Chai et al., 2009). Когда регулятор YwcC отвечает
на неустановленный сигнал и его экспрессия по-
давляется, гены матрикса биопленки индуцируют-
ся SlrA-опосредованной инактивацией репрессора
SinR. В отличие от SinI, белок SlrA продуцируется
почти во всех клетках. В этом случае такой путь
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регуляции посредством YwcC–SlrA обеспечивает
клеткам B. subtilis быструю реакцию для защиты
бактериального сообщества на стрессовые изме-
нения среды путем образования биопленки.

Регуляция экспрессии генов bslA и pgs у B. subtilis
осуществляется системой трансдукции сигнала
DegS–DegU, в которой DegU является тран-
скрипционным регулятором. Он фосфорилируется
родственной гистидинкиназой DegS и управляет
многими клеточными процессами: плавательной
и роящей моторикой, формированием биоплен-
ки, синтезом экзопротеиназ, производством гам-
ма-полиглутаминовой кислоты (PGA) и споруля-
цией (Gabdrakhmanova et al., 2005; Каюмов и со-
авт., 2006; Sharipova et al., 2008; Cheremin et al.,
2014). Установлено, что мутант по degU не спосо-
бен к формированию погруженной биопленки,
для которой требуется полимер PGA, продукт
pgs-оперона (Stanley et al., 2005). Образование
биопленки у мутанта degU нарушается из-за поте-
ри гидрофобности матрикса за счет нарушения в
экспрессии гена гидрофобина BslA (Kobayashi,
Iwano, 2012). Степень фосфорилирования факто-
ра транскрипции DegU (DegU-P) определяет по-
ведение клеток бактерий, при этом инициация об-
разования биопленки нуждается в промежуточ-
ных уровнях активации фактора транскрипции
DegU. При высоких уровнях фосфорилирования
фактора DegU в клетках, наоборот, наблюдается
опосредованное ингибирование биопленки (рис.
1в) (Marlow et al., 2014b). Активация образования
биопленки начинается, когда фосфорилирован-
ный DegU-P запускает транскрипцию гена bslA,
кодирующего гидрофобный белок (Hobley et al.,
2015). Путь DegS–DegU активируется при инги-
бировании вращения жгутиков, что может про-
изойти, когда клетка связывается с поверхностью
и теряет подвижность (рис. 1в). Понижение вра-
щения жгутика вызывало увеличение уровня
фосфорилированного DegU-P, что запускало
транскрипцию генов-мишеней, в том числе гена
bslA (Chan et al., 2014; Cairns et al., 2014). Таким об-
разом, остановка вращения жгутиков служит до-
полнительным сигналом для формирования по-
лимерного матрикса.

Особенно важна в биопленках, где плотность
клеток очень высока, автоиндуцирующая сиг-
нальная система (Špacapan et al., 2018). Сигнальные
молекулы связываются со специфическими рецеп-
торами, вызывая транскрипцию и синтез необходи-
мых секретируемых продуктов, называемых обще-
ственными благами (например, протеиназами). У
B. subtilis автоиндуцирующая сигнальная система
основана на пептидах как сигнальных молекулах,
которые контролируют многие адаптационные
процессы, включая синтез экзопротеиназ. Сиг-
нальный аутоиндуцируемый пептид ComX участ-
вует в регуляции бактериальной компетентности
и продукции сурфактанта в B. subtilis (Aleti et al.,

2016; Pollak et al., 2016). Оба признака регулируются
в соответствии с размером бактериальной популя-
ции, таким образом, классифицируя ComX как
сигнал кворум-сенсинга. У B. subtilis основной
системой на основе пептида автоиндукции явля-
ется кластер генов comQXPA, известный как си-
стема определения кворума. ComX регулирует
экспрессию srf-оперона, ответственного за син-
тез сурфактина, и участвует в развитии генетиче-
ской компетентности (Aleti et al., 2016). В системе
ComQXPA активность пары регуляторов ответа
ComP–ComA модулируется сигнальным пепти-
дом ComX. ComX модифицируется изопренил-
трансферазой ComQ (Okada et al., 2005). Внекле-
точное накопление модифицированного ComX
приводит к фосфорилированию ComA и последу-
ющей индукции регулона ComA. Ген degQ также
является частью этого регулона. Высокий уро-
вень DegU-P положительно регулирует синтез
внеклеточных ферментов, включая aprE, кодиру-
ющий сериновую экзопротеиназу B. subtilis (Veen-
ing et al., 2008). Таким образом, ComX и система
ComQXPA положительно контролирует тран-
скрипцию гена субтилизина aprE и продукцию
экзопротеиназ во время роста биопленки. В
свою очередь, экзопротеиназы способны дегра-
дировать сигнальный пептид ComX (Špacapan et al.,
2018). Фактически описаны два типа регуляции с
участием ComX: положительная генетическая ре-
гуляция и отрицательная биохимическая регуля-
ция. Такая обратная связь балансирует спрос и
предложение бактерий на полезные обществен-
ные блага через сигнальную молекулу ComX.

В дополнение к сложной регуляции тран-
скрипционными факторам, экспрессия eps-опе-
рона контролируется посредством цис-элемента
РНК, который кодируется участком ДНК между
вторым и третьим генами eps-оперона. Цис-эле-
мент РНК обозначили как EAR-элемент (элемент,
ассоциированный с РНК); он идентифицирован
в подавляющем большинстве геномов у представи-
телей семейства Bacillaceae. EAR-элемент действует
как антитерминатор и увеличивает экспрессию eps-
оперона путем взаимодействия с РНК (Irnov et al.,
2010).

Если основная генетическая схема регуляции
образования биопленки на уровне транскрипции
охарактеризована, то о роли метаболизма (мета-
болизм углерода, пути биосинтеза, пути фермен-
тации и вторичный метаболизм) в этом процессе
сведений мало (Pisithkul et al., 2019). Вторичный
мессенджер c-di-AMP играет важную роль в фор-
мировании биопленки B. subtilis и в прикрепле-
нии ее к корням растений (Townsley et al., 2018). В
клетках B. subtilis, в отличие от большинства дру-
гих генов биосинтеза аминокислот, экспрессия
генов биосинтеза серина снижается при переходе
в стационарную фазу, что является критическим
внутриклеточным сигналом для активации био-
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синтеза матрикса биопленки (Greenwich et al., 2019).
Была изучена связь между метаболизмом углерода и
образованием биопленки (Chen et al., 2015). Анализ
лизин-ацетилированных белков или ацетилома
B. subtilis показал, что такая модификация белков
играет важную регуляторную функцию в разви-
тии биопленки (Reverdy et al., 2018). Установлена
связь пути биосинтеза цистеина и образованием
биопленки (Kobayashi, 2019). Формирование
биопленки запускается, когда клетки испытыва-
ют недостаток глюкозы и зависят от контроля ка-
таболита (Chen et al., 2015). Удаление гена ccpA
стимулирует формирование биопленки и указы-
вает, что белок CcpA негативно регулирует обра-
зование биопленки у B. subtilis. Другой глобаль-
ный регулятор метаболизма CodY также участвует в
формировании биопленки у B. subtilis (Brinsmade
et al., 2014). Бактерии способны синтезировать
полиамины, и с помощью транскриптомного
анализа спермидин-истощенных мутантов B. sub-
tilis показано, что спермидин необходим для об-
разования биопленки. Он активирует транскрип-
цию генов синтеза экзополисахаридов матрикса и
tasA-оперона через регулятор SlrR (рис. 1а) (Hob-
ley et al., 2017).

Рассмотренные пути регуляции указывают на
сложную и многослойную регуляторную сеть,
контролирующую дифференцировку на субпопу-
ляции и образование биопленки у B. subtilis. Боль-
шинство регуляторов специфичны только для
этого организма, их функциональные гомологи
не обнаружены у других видов бактерий. Регуля-
торная сеть эволюционировала, чтобы бациллы
адекватно реагировали на изменения метаболиз-
ма и окружающей среды путем формирования
единого сообщества генетически идентичных, но
отличающихся по физиологическим функциям
микроорганизмов, заключенных в биопленку.

СИГНАЛЫ ДЛЯ ФОРМИРОВАНИЯ 
БИОПЛЕНКИ

Сведения о сигналах, ведущих к формированию
биопленки и дифференцировке микроорганизмов в
сообществе на субпопуляции, малочисленны. Опи-
саны многочисленные рецепторы сигналов для
регуляторных систем, которые свидетельствуют,
что существует много условий, способных вы-
звать формирование биопленки. Концентрация
Spo0A-P в клетке определяется активностью се-
мейства гистидинкиназ (KinA, KinB, KinC, KinD),
которые воспринимают сигналы и передают че-
рез фосфотрасферазы на белок Spo0A (Jiang et al.,
2000; Grau et al., 2015). Фосфореле включает
Spo0F-фосфотрансферазу, которая фосфорили-
руется киназой и передает фосфатную группу
фосфотрансферазе Spo0B, в свою очередь фосфо-
рилирующей фактор Spо0A. Пятая киназа, KinE
может участвовать в этом пути и, по-видимому,

влияет на экспрессию матричных генов (McLoon
et al., 2011). Ни одна из идентифицированных ки-
наз не отвечает полностью только за экспрессию
генов полимерного матрикса; это скорее резуль-
тат действия различных киназ в зависимости от
разнообразия поступающих сигналов из среды.

Аутофосфорилирование гистидинкиназ про-
исходит по цис-механизму, одна субъединица ки-
назы фосфорилирует себя внутри мультимера, или
транс-способом, одна субъединица мультимера
фосфорилирует другую субъединицу. Установлено
in vivo и in vitro, что аутофосфорилирование основ-
ной гистидинкиназы KinA при споруляции может
происходить по транс-механизму и запускается в
условиях истощения питательных веществ (Devi
et al.,  2015).

Первой сигнальной молекулой, идентифици-
рованной в качестве индуктора генов биопленки,
является секретируемый антибиотик сурфактин
(Aleti et al., 2016). Сурфактин как сигнальная мо-
лекула через сенсорную киназу KinC инициирует
фосфорилирование фактора Spo0A и способству-
ет активации экспрессии генов полимерного мат-
рикса биопленки (Mielich-Suss et al., 2015). Клет-
ки, синтезирующие и секретирующие сурфактин,
не являются клетками, которые реагируют на эту
молекулу (Aleti et al., 2016). Эта концепция рас-
сматривается как паракринная передача сигна-
лов, когда продуцент сигнала не отвечает на свой
сигнал. Это отличается от систем измерения кво-
рума, в которой каждая клетка популяции проду-
цирует и реагирует на сигнальную молекулу (Aleti
et al., 2016). Активация экспрессии генов в ответ
на сигнальную молекулу сурфактин не происхо-
дит по традиционному механизму, включающему
связывание сенсорного белка с лигандом. Сур-
фактин является липопептидом, молекула кото-
рого способна встраиваться в цитоплазматичекую
мембрану, вследствие чего происходит утечка
ионов калия, обуславливающая активацию гисти-
динкиназы KinC, передачу сигнала на Spo0A и ин-
дукцию экспрессии генов матрикса биопленки
(Grau et al., 2015).

Бактерии рода Bacillus обладают большим
сельскохозяйственным потенциалом, продуци-
руя липопептиды с высокой антимикробной ак-
тивностью (Velmourougane et al., 2017; Актуганов и
соавт., 2019). Рассматривают три семейства липо-
пептидов Bacillus: сурфактин, итурин и фенгицин,
молекулы которых имеют амфифильную природу,
эффективно взаимодействуя с биологическими
мембранными структурами. Их антимикробные
свойства направлены против бактерий, грибков,
оомицетов и вирусов. Установлено, что эти со-
единения стимулируют образование биопленок,
что является ключевым фактором для успешной
колонизации организмов биоконтроля (Penha et al.,
2020). Другие соединения, которые вызывают
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утечку калия, фунгицид нистатин и антибиотик
валиномицин, также вызывают экспрессию генов
матрикса биопленки через гистидинкиназу KinC.
Сурфактин, нистатин и валиномицин являются
природными продуктами почвенных микроорга-
низмов, и бактерии B. subtilis встречаются с этими
соединениями в природных условиях. Нистатин
индуцирует передачу сигналов у B. subtilis путем
связывания эргостерина мембраны; в совокупно-
сти полученные данные позволили предположить,
что мембраны B. subtilis содержат микродомены по
аналогии с липидными рафтами в плазматических
мембранах эукариотических организмов (Lopez,
2015). Диоксид хлора также индуцирует экспрес-
сию генов матрикса биопленки зависимым от ги-
стидинкиназы KinC способом (Shemesh et al.,
2010). Диоксид хлора, в отличие от сурфактина,
запускает активацию гистидинкиназы KinC пу-
тем нарушения мембранного потенциала клетки.
Увеличение синтеза компонентов матрикса в
присутствии ингибиторов, нарушающих структу-
ру мембраны, необходимо для выживания B. sub-
tilis, когда экзополисахарид обеспечивает защиту
от летальных последствий воздействия этих со-
единений.

Циклические липопептиды и особенно сур-
фактины, продуцируемые Bacillus sp., запускают
формирование биопленки и колонизацию кор-
ней и имеют решающее значение для активности
биоконтроля и системной устойчивости растений
(Aleti et al., 2016). Важная функция сурфактина за-
ключается в его способности разрушать мембран-
ные везикулы у бацилл (Brown et al., 2014). Везикулы
образуются клетками биопленки B. subtilis. Кодиру-
емый профагом эндолизин может генерировать
отверстия в клеточной стенке, через которые ма-
териал цитоплазматической мембраны выступает
и выделяется в виде везикул (Brown et al., 2015;
Toyofuku et al., 2017). Везикулы могут инкапсули-
ровать важные для сообщества факторы и
быть необходимыми для его выживания. Сурфак-
тин лизирует внеклеточные везикулы с высво-
бождением содержимого у грамположительных
бактерий.

У мутантов B. subtilis с нарушениями в синтезе
матрикса с помощью транскрипционных репор-
теров наблюдали пролонгированную экспрессию
eps- и tasA-оперонов и замедленную споруляцию
в биопленке (Aguilar et al., 2010). Это связано с
функционированием киназы KinD B. subtilis, об-
ладающей киназной и фосфатазной активностя-
ми. В качестве фосфатазы KinD участвует в со-
хранении низкого уровня фосфорилированного
Spo0A-P, что сопровождается формированием
матрикса биопленки, и в качестве киназы KinD
способствует развитию процесса спорообразова-
ния. Транскрипция основных оперонов, ответ-
ственных за образование матрикса, значительно
усиливалась в ответ на присутствие в среде глицери-

на и марганца путем активации гистидинкиназы
KinD, ответственной за восприятие присутствия
этих соединений вне клетки (Shemesh et al., 2013).
Есть данные, что KinD активируется в ответ на
соединения, продуцируемые почвенными мик-
роорганизмами и экссудатом корней растений
(Chen et al., 2012).

Все генетические каскады контролируются се-
мейством Rap фосфатаз, которые специфически
взаимодействуют с экзогенными родственными
пептидами (Phr-пептиды) (Veening et al., 2005).
Известно, что фосфатаза RapGH дефосфорили-
рует DegU-P, в то время как фосфатаза RapABEJ
действует на передачу фосфата в Spo0A-фосфореле,
а фосфатаза RapCFGHK – на ComA-P. Вместе они
могут представлять альтернативную систему переда-
чи сигналов между клетками, нацеленную на реали-
зацию программы бистабильности у B. subtilis,
участвуют в регуляции процессов специализации
и коллективного поведения, что обеспечивает
взаимодействие и выживание вида (Verdugo-
Fuentes et al., 2020).

Полная сеть регуляции Phr–Rap у B. subtilis дале-
ка от понимания из-за сложности регуляторных
каскадов. Идентифицирован дополнительный уро-
вень сложности в контроле сетей сигнализации у
B. subtilis. Мембрана бацилл организована в мик-
родомены, целостность которых важна для акти-
вации гистидинкиназы KinC и, следовательно,
для дифференцировки клеток Spo0A-ON (Lopez,
2015). Показано, что для мембраны бацилл харак-
терна компартментализация путей передачи сиг-
нала через функциональные мембранные микро-
домены, которые играют важную роль в активации
каскадов сигнальной трансдукции (Wagner et al.,
2017). В составе микродоменов идентифицирована
мембраносвязанная протеиназа FtsH, избира-
тельно гидролизующая специфические Rap фос-
фатазы (Mielich-Suss et al., 2013). Поэтому це-
лостность микродоменов цитоплазматической
мембраны B. subtilis необходима для индукции
формирования биопленки путем сохранения и
стабилизации белков FtsH и KinC. Нарушения
мембранных микродоменов (сарагозиновой кисло-
той) приводят к ингибированию сигнальных кас-
кадов, ведущих к образованию биопленки у
B. subtillis (Lopez, 2015; Wagner et al., 2017). Точно
так же, протеиназная активность белка FtsH ин-
гибируется пептидом SpoVM, который может ис-
пользоваться в качестве ингибитора биопленки
(Yepes et al., 2012). Причем микродомены ограни-
чены набором белков, участвующих в специфи-
ческих клеточных процессах, таких как секреция
протеиназ и трансдукция сигнала (Lopez, Koch,
2017).

У B. subtilis для запуска генов, кодирующих
компоненты матрикса, могут быть использованы
не сигнальные механизмы. Так, в дополнение к
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механизмам активации транскрипции генов для
синтеза матриксного полимера при низком уров-
не содержания в клетках фосфорилированного
Spo0A-P у B. subtilis происходит экспрессия двух
генных кластеров “каннибализма”, в результате
часть клеток популяции синтезирует и секретиру-
ет токсичные пептиды SDP и SKF. Бактерии, ко-
торые синтезируют токсины, сами являются
устойчивыми к этим токсичным пептидам (Höfler
et al., 2016). Для транспорта пептида SKF во вне-
клеточное пространство необходим ABC-транс-
портер, который удаляет этот токсин из клетки
(Gonzalez-Pastor, 2011). Устойчивость бактерий к
другому пептиду SDP обусловлена наличием в
мембране специфического белка SdpI, синтез ко-
торого индуцируется в присутствии токсичного
SDP в клетках с высокой концентрацией фосфо-
рилированного регуляторного белка Spo0A-P
(Ellermeier et al., 2006; Kobayashi, Ikemoto, 2019).
Клетки-каннибалы выделяют токсичные пепти-
ды, которые целенаправленно убивают клетки
B. subtilis, не экспрессирующие гены токсинов.
Поскольку гены, кодирующие токсины, и гены,
кодирующие полимер матрикса, активируются
при низком уровнем фосфорилированного регу-
ляторного белка Spo0A-P, популяции клеток,
формирующих биопленку, и клеток, синтезирую-
щих токсичные пептиды, перекрываются (Lopez
et al., 2009). В результате клетки, которые иници-
ировали синтез полимера матрикса, выделяют
также токсичные пептиды, направленные на
уменьшение популяции клеток, не продуцирую-
щих матрикс биопленки. Это приводит к форми-
рованию популяции, состоящей из увеличенного
количества клеток, продуцирующих матрикс.
Токсины каннибализма не только убивают клет-
ки B. subtilis, но и клетки других видов, когда
B. subtilis выращивается в смешанных культурах
(Liu et al., 2010). При совместном культивирова-
нии B. subtilis (опыты проводились с использова-
нием флуоресцентных репортеров для матричных
генов) с другими почвенными микроорганизмами в
присутствии индукторов для образования биоплен-
ки было обнаружено, что подавляющее большин-
ство составляли представители рода Bacillus, не-
смотря на разнообразие бактерий в образцах почвы.

Таким образом, разнообразные сигнальные
молекулы, от сурфактина до токсинов канниба-
лизма, могут способствовать росту числа клеток
для стимуляции образования биопленки в попу-
ляции. Это происходит с помощью передачи сигна-
лов, приводящих к дифференциальной экспрес-
сии генов, или путем избирательного уничтожения
клеток B. subtilis, не синтезирующих полимерный
матрикс биопленки.

РАССЕИВАНИЕ И ДИССОЦИАЦИЯ 
БИОПЛЕНКИ

Бактериальные биопленки важны в естествен-
ных условиях, для биотехнологии и медицины.
Однако понимание регуляции развития биопленки
и ее сохранения в разных нишах является далеко не
полным. Важной стадией в течение жизненного
цикла биопленки является рассеивание, когда по-
движные клетки покидают зрелую биопленку,
чтобы распространиться и колонизировать новые
ниши (Плакунов и соавт., 2017). Триггерами вы-
ступают различные экзо- и эндогенные факторы:
изменение доступности питательных веществ,
бактериальные аутоиндукторы, жирные кислоты,
пептидные сигналы, оксид азота, стресс-сигналы
(голод, избыток железа, фосфатов и др.). Такие
сигналы приводят к изменению концентрации
вторичных мессенджеров – циклического дигуа-
нозинмонофосфата (c-di-GMP) и циклического
диаденилатмонофосфата (c-di-AMP), гуанозин-
тетрафосфата (ppGpp), гуанозинпентафосфата
(pppGpp) и малых регуляторных РНК, которые
изменяют активность экспрессии бактериальных
генов (Romling, Galperin, 2017; Townsley et al.,
2018). Процесс рассеивания биопленки контро-
лируется путем регуляции на уровне транскрип-
ции оперонов, кодирующих матрикс биопленки.
Установлено, что в определенных клетках бакте-
рий B. subtilis запускается механизм ингибирова-
ния экспрессии генов матрикса, и они возвраща-
ются в состояние планктонных клеток (Vlamakis
et al., 2013; Norman et al., 2013). На уровне экс-
прессии генов это происходит в результате сни-
жения уровня антирепрессора SlrR по мере созре-
вания биопленки, что связано с его нестабильно-
стью в результате расщепления протеиназой
ClpCP и как результат ауторазрушения (Chai
et al., 2010). Расщепление регулятора SlrR позво-
ляет репрессору SinR взаимодействовать с обла-
стями промоторов оперонов матрикса, ингиби-
руя биосинтез компонентов матрикса (Ogura,
2016; Milton et al., 2020).

Установлено, что у B. subtilis транскрипционный
фактор SigB, активирующийся на общий стресс,
необходим для остановки разрастания зрелой
биопленки и запуска механизма рассеивания, ко-
гда питательные вещества становятся ограничен-
ными (Bartolini et al., 2018). В частности, биопленки
с дефектным геном sigB были больше, чем биоплен-
ки дикого типа, но демонстрировали ускоренную
гибель клеток, большую чувствительность к стрес-
сам и снижению дисперсии. Причем обнаружена
регуляторная взаимосвязь между фактором SigB и
экспрессией репрессора SinR. Эта новая регуля-
торная схема SigB–SinR важна для контроля при-
годности биопленок в различных средах, в кото-
рой регуляторный статус факторов SigB и SinR
определяет, остаются клетки в биопленке или по-
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кидают ее, если условия становятся неблагопри-
ятными.

Диссоциация биопленки основана на контро-
лируемом расщеплении макромолекул ее мат-
рикса во внеклеточной среде (Плакунов и соавт.,
2017). В этом процессе могут участвовать внекле-
точные протеиназы (Marlow et al., 2014a). Имеют-
ся данные, что субтилизиноподобная протеиназа
наттокиназа B. subtilis (Dabbagh et al., 2014) и суб-
тилизиноподобная протеиназа B. pumilus способ-
ны разрушать амилоидный пептид (Danilova et al.,
2014). Можно предположить, что внеклеточные
протеиназы бацилл участвуют в разборке волокон
TasA матрикса биопленки (Mitrofanova et al., 2017).
Поиск путей для изучения диссоциации биопле-
нок является важной социальной проблемой. Эти
данные полезны при искоренении хронических
инфекций, для предотвращения закупорки тру-
бопроводов и др. (Hobley et al., 2015; Velmourou-
gane et al., 2017; Vaccari et al., 2017). D-аминокис-
лоты, добавленные к биопленочным культурам,
вызывали диссоциацию биопленок B. subtilis пу-
тем включения в пептидогликан и блокирования
встраивания TapA белка в клеточную стенку, что
приводило к деградации волокон TasA (Romero
et al., 2014; Yu et al., 2016). Инкорпорация D-ами-
нокислот в белки может быть предотвращена в при-
сутствии D-аминоацил-тРНК-деацилазы, которая
удаляет D-аминокислоты из неправильно заряжен-
ных тРНК, штамм B. subtilis с мутацией в гене
D-аминоацил-тРНК-деацилазы (ген dtd) харак-
теризовался подавлением биопленки, когда мута-
ция была устранена, ингибирование биопленки
не наблюдалось (Leiman et al., 2013). Молекуляр-
ная основа токсичности D-аминокислот зависит
от способности замещать соответствующие L-изо-
меры во время синтеза белка и вызывать наруше-
ние в функционировании белков.

Другое соединение, способное участвовать в
диссоциации биопленок, представляет собой по-
лиамин норспермидин (Si et al., 2015; Wu et al.,
2016). Норспермидин может специфически взаи-
модействовать с экзополисахаридом матрикса и
вызывать нарушения в структуре биопленок, при
этом мутанты B. subtilis, неспособные продуциро-
вать норспермидин, формировали долгоживущие
биопленки (Kolodkin-Gal et al., 2012). Биоинфор-
матический поиск генов-гомологов пути биосин-
теза норспермидина E. coli в геноме B. subtilis не
выявил гомологичных генов (Hobley et al., 2014).
Тем не менее, эти исследования показали, что та-
кие специфические триггеры биопленки, как D-
аминокислоты и норспермидин, способны деста-
билизировать матриксный полимер зрелой
биопленки B. subtilis.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
B. subtilis является исключительно удобным

модельным организмом для исследований мно-
гообразия регуляторных путей стационарной фа-
зы этих бактерий, поскольку они способны к вы-
живанию в широком диапазоне физико-химиче-
ских условий, включая экстремальные. В геноме
этих бактерий наряду с генетической информа-
цией о спорообразовании заложена информация о
механизмах биосинтеза и дисперсии биопленок,
основанная на сложных генетических программах,
ответственных за создание единого сообщества
субпопуляций генетически идентичных, но фено-
типически различных клеток, которое является
формальным аналогом сложных многоклеточных
организмов (Kovacs, Dragos, 2019). Для биопле-
нок B. subtilis выявлен эффект, сходный с так на-
зываемым “родственным отбором” (kin-selec-
tion), характерным для высших организмов и
приводящим к обеспечению жизнеспособности
дочерних клеточных поколений. Бистабиль-
ность, выраженная в фенотипическом изменении
клеток, способствует приспособляемости вида,
поскольку субпопуляции взаимовыгодно взаимо-
действуют внутри сообщества, а гетерогенная по-
пуляция способна быстро реагировать на любые
изменение окружающей среды. Для B. subtilis
идентифицирована развитая сеть регуляторных
систем, участвующих в образовании гетерогенно-
го микробного сообщества, установлены сиг-
нальные и регуляторные пути, которые запуска-
ют формирование биопленки. Среди них одним
из центральных событий является активация
транскрипционного фактора Spo0A, запускаю-
щего экспрессию генных кластеров, кодирующих
матрикс биопленки, в ответ на широкий спектр
внеклеточных сигналов. Одной из особенностей
клеток B. subtilis, формирующих биопленку, явля-
ется синтез и секреция токсичных пептидов кан-
нибализма для подавления клеток, не синтезиру-
ющих внеклеточные полимеры матрикса. Реаль-
ные механизмы регуляции могут быть более
многообразными, поскольку бактерии B. subtilis в
природе обитают в сообществе с корнями расте-
ний или в присутствии других организмов (Бузо-
лева и соавт., 2016; Yannarell et al., 2019; Hashem
et al., 2019; Bóka et al., 2019). В связи с этим, мно-
гие проблемы в развитии биопленок B. subtilis
остаются нерешенными. Комплексный анализ
регуляторных схем привел к открытию новых
способов регуляции для бактерий, включая впер-
вые описанное глобальное ацетилирование бел-
ков (Reverdy et al., 2018) или открытие особых
участков, мембранных функциональных микро-
доменов, эквивалентных липидным рафтам в
плазматических мембранах эукариотических кле-
ток (Lopez, 2015; Bramkamp et al., 2015; Lopez,
Koch, 2017; Wagner et al., 2017). Процесс передачи
сигналов через регуляторные каскады сигналь-
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ной трансдукции у бацилл происходит при уча-
стии мембранных микродоменов в соответствии с
набором окружающих факторов. Структурная ор-
ганизация микродоменов показала неожиданный
уровень сложности, что стало беспрецедентным
для бактерий, поскольку бактерии являются бо-
лее сложными организмами, чем считалось ра-
нее. Более того, данные свидетельствуют о том,
что мембранные микродомены широко распро-
странены среди бактерий. В отличие от информа-
ции о регуляции механизмов образования биоплен-
ки, изучение путей контроля за рассеиванием и дис-
социацией биопленки у B. subtilis находится в
начальном состоянии. Вопросы, которые пред-
стоит решить, связаны с синтезом специфиче-
ских пептидов и D-аминокислот, участвующих в
разборке биопленки в разных условиях, кроме то-
го, предстоит определить внешние и внутренние
стимулы, запускающие эти процессы. Такие ис-
следования имеют не только фундаментальную,
но и практическую значимость и нацелены, в том
числе, на борьбу с биопленками, формируемыми
патогенными организмами, для разработки эф-
фективных способов новой комбинированной
терапии.
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Abstract—Bacilli control behavioral reactions such as motility, biofilm formation, production of enzymes and
metabolites, differentiation, and others by integrating a variety of environmental signals through a complex
regulatory network. In the natural environment, Bacillus subtilis exists predominantly in the form of biofilms,
which has made it an ideal model for studying the molecular strategy of biofilm formation. This paper sys-
tematizes information on the main regulatory systems responsible for the loss of mobility and the formation
of B. subtilis biofilms, analyzes the behavior of bacteria within the biofilm population, leading to a state of
bistability and differentiation into different types of subpopulations. It also evaluates the regulatory relation-
ship between control systems responsible for the synthesis of structural components in biofilm matrices. Par-
ticular emphasis is placed on data concerning signaling mechanisms that trigger the formation of a biofilm
and its dispersion. In general, we summarize information about the latest discoveries in this area and their
integration into the general idea of these complex microbial communities.
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