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Влияние гормонов, синтезируемых как организмом человека, так и его микробиотой, на рост сим-
биотрофных и сапротрофных бактерий хорошо известно. Однако о влиянии гормонов на образова-
ние и выживание клеток-персистеров как фенотипа, обеспечивающего выживание популяции при
действии биоцидных доз антибиотиков, информации нет. Поэтому целью работы было изучить
in vitro влияние факторов гуморальной регуляции человека ‒ катехоламинов адреналина (А) и
норадреналина (НА), а также стероидного гормона эстрадиола, на частоту образования персистеров
(П) и их выживание при резкой смене условий культивирования – голодании с последующим пере-
носом П в свежую богатую среду. В настоящей работе впервые показано, что А и НА влияют на рост
культур микроорганизмов, которые могут быть обитателями кожи человека – Staphylococcus aureus и
S. epidermidis, а также на частоту образования антибиотикотолерантных и устойчивых к лизирую-
щим воздействиям клеток-персистеров в зависимости от концентрации А и НА. Новая информация
получена при исследовании влияния катехоламинов и эстрадиола на выживание П S. epidermidis при
резкой смене условий инкубации. При длительном (12 ч) голодании в 0.9% NaCl присутствие А и
НА в физиологической (ф) (4.9 и 3.6 нМ) и более высоких – 10ф и 100ф концентрациях не влияло
на выживание П, численность которых в контрольных и опытных вариантах снижалась на 2 поряд-
ка (от 108 до 106 КОЕ/мл). На стресс богатой среды, вызывающий, так называемую “ускоренную
субстратом смерть клеток” А не влиял, тогда как НА во всех концентрациях вызывал переход П в не-
культивируемое состояние с последующей их ресусцитацией – возвратом способности образовы-
вать колонии. Эстрадиол в физиологической (0.22 нМ) концентрации также не влиял на выживание
П в условиях голодания, а в более высоких дозах – 10ф и 100ф защищал П от стресса голодания, их
численность снижалась только в 2 раза. От стресса богатой среды, напротив, защищали только вы-
сокие 10ф и 100ф концентрации эстрадиола. Получена новая информация о существенном влиянии
факторов гуморальной регуляции человека на: (1) частоту образования П в культурах компонентов
микробиоты человека S. aureus и S. epidermidis; (2) выживание П в условиях голодания и (3) их ре-
версию к росту в свежей среде, то есть в условиях, которые имеют место в организме человека. По-
лученная информация может быть полезна при разработке медикаментозных и косметических пре-
паратов для кожи.
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В литературе имеется обширная информация
о влиянии катехоламинов (адреналина, норадре-
налина и др.) как факторов гуморальной регуля-
ции человека, синтезируемых также микроорга-
низмами, как сапротрофами, так и симбионтами
животных и человека, на рост свободноживущих
и симбиотических бактерий и дрожжей (Lyte,
2016; Олескин и соавт., 2020). Показана также
стимуляция синтеза катехоламинов в ответ на

стрессорные воздействия (Lyte, 2014), к которым
можно отнести стресс новой среды, возникаю-
щий при переносе стационарных микробных
культур, как инокулюма, в свежую среду (Нико-
лаев, 2004; Бухарин и соавт., 2005; Bertrand, 2019).
Поэтому как повышение, так и понижение кон-
центрации катехоламинов в лаг-фазе микробной
культуры закономерно влияют на ее рост. Дозоза-
висимое действие катехоламинов на развитие

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
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микробных популяций, их планктонный рост, ад-
гезию и биопленкообразование показано для
многих бактерий, в том числе кожных симбион-
тов человека Staphylococcus aureus и S. epidermidis
(Lyte, 2003; Freestone et al., 2008; Олескин и соавт.,
2020; Mart’yanov et al., 2021).

Рассматривают два возможных механизма
действия нейроактивных катехоламинов на рост
бактериальных культур: 1) их способность хела-
тировать Fe+3, делая его доступным для бактерий
(Freestone et al., 2000); 2) их функционирование
как аналогов аутоиндукторов QS-системы (Bansal
et al., 2007; Trueba, Ritz, 2013). Их действие как
“триггеров”, активирующих рост и деление кле-
ток в начальной фазе онтогенеза микробной
культуры, аналогично действию некоторых дру-
гих микробных ауторегуляторов (Олескин, Шен-
деров, 2020).

Катехоламины химически сходны с ароматиче-
скими спиртами, функционирующими как ауторе-
гуляторы, контролирующие цитодифференциров-
ку у бактерий (Эль-Регистан и соавт., 2006) и дрож-
жей (Chen, Fink, 2006). У дрожжей был выделен
структурно схожий с предшественником катехол-
аминов ауторегулятор тирозол (Батраков и соавт.,
1993; Chen et al., 2004), а у ряда бактерий – ал-
килоксибензолы (Осипов и соавт., 1988), относящи-
еся к семейству алкилрезорцинов и контролиру-
ющие образование цистоподобных покоящихся
форм (ПФ) у многих представителей прокариот и
у дрожжей (Эль-Регистан и соавт., 2006). Таким
образом, плейотропное действие катехоламинов
в зависимости от их структуры и концентраций
может не только быть причиной изменения роста
микробных культур, но и влиять на цитодиффе-
ренцировку микроорганизмов, сопряженную с
изменением транскрипционных программ, в том
числе влиять на фенотипический переход орди-
нарных клеток в фенотип персистеров (П) (Bala-
ban et al., 2004, 2019).

Воздействие эстрадиола на бактерии менее
изучено. Есть сведения о том, что эстрадиол сни-
жает частоту и клиническую тяжесть артрита, вы-
званного S. aureus у мышей (Gjertsson et al., 2012).
На примере Lactobacillus crispatus, основного вида
бактерий вагинальной микробиоты, было пока-
зано, что 17β-эстрадиол (от 10–6 до 10–10 М) не
оказывает влияния на рост L. crispatus, но заметно
влияет на динамику мембран этой бактерии (Cla-
baut et al., 2021). Этот эффект, по-видимому, со-
ответствует процессу сигнальной трансдукции.
Для E. coli показано (Engelsoy et al., 2021), что эстра-
диол дозозависимым образом увеличивает экспрес-
сию адгезинов fimH и papC и усиливает колониза-
цию и инвазию эпителиальных клеток мочевого пу-
зыря человека. А также эстрадиол способен снижать
летальность у червей Caenorhabditis elegans, инфи-
цированных E. coli. Однако влияние этого гормо-

на на персистеры бактерий никогда ранее не ис-
следовалось.

Персистеры – это клетки малочисленной суб-
популяции, образующиеся стохастически в фазе
логарифмического роста бактериальной культу-
ры (персистеры II типа) или под влиянием стрес-
сорных воздействий, например, голодания, и со-
пряженных с этим клеточных событий, в стацио-
нарной фазе (персистеры I типа) (Lewis, 2010; van
der Bergh et al., 2017; Balaban et al., 2019). Перси-
стеры – это клетки: 1) не делящиеся или очень
медленно делящиеся; 2) с крайне замедленным
метаболизмом; 3) устойчивые к индукции авто-
лиза; 4) выживающие в присутствии летальных
доз антибиотиков (антибиотикотолерантные);
5) при переносе в свежую среду ревертирующие к
вегетативному фенотипу и воспроизводящие ро-
дительскую популяцию чувствительных к анти-
биотиками клеток с образованием вновь мало-
численной субпопуляции клеток-персистеров
(Gerdt et al., 2013; van der Bergh et al., 2017; Dawson
et al., 2021).

С самого начала их открытия в популяциях
S. aureus, выживающих в присутствии летальных
доз пенициллина (Hobby et al., 1942; Bigger, 1944),
персистеры рассматриваются как причина рециди-
вов хронических инфекций, а в настоящее время и
как базовый фенотип в развитии антибиотикорези-
стентности (van der Bergh et al., 2017; Levin-Rеisman
et al., 2018; Balaban et al., 2019; Goormaghtigh, Van
Melderen, 2019; Lewis, 2020). Однако, несмотря на
широкий фронт исследований в области изуче-
ния персистеров, влияние на их образование и
выживание биотических факторов до сих пор
остается мало исследованным. Особый интерес
представляет изучение влияния факторов гумо-
ральной регуляции человека на частоту образова-
ния персистеров I типа, которые, согласно гипотезе
авторов статьи, являются предшественниками по-
коящихся форм, в которых прошли процессы ци-
тодифференцировки, но не завершены процессы
синтеза специфических структур форм покоя и
развития анабиотического состояния (Лойко и
соавт., 2015; Мулюкин и соавт., 2015). Числен-
ность персистеров I типа в стационарных культу-
рах бактерий составляет от долей до нескольких
процентов. В процессе пролонгированного куль-
тивирования бактерий основная масса стацио-
нарных клеток популяции автолизируется, и об-
разовавшийся автолизат (клеточные останки и
продукты гидролиза клеточных биополимеров)
способствует образованию и необходим для под-
держания жизнеспособности персистеров и их
созревания в покоящиеся анабиотические формы
(Бухарин и соавт., 2005; Эль-Регистан и соавт.,
2006; Podlesek et al., 2016, 2020). При этом отсут-
ствует информация о выживании персистеров в
условиях полного голодания, а также о влиянии
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факторов гуморальной регуляции на их выжива-
ние при резкой смене условий культивирования.

Целью настоящего исследования было изу-
чить влияние факторов гуморальной регуляции,
гормонов – нейромедиаторов адреналина и
норадреналина и стероидного гормона эстрадио-
ла, на частоту образования персистеров в культу-
рах штаммов бактерий, являющихся представи-
телями кожной микробиоты человека, а также на
выживание персистеров в условиях голодания и
их способность ревертировать к росту в полно-
ценной среде.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования и условия культивирова-
ния. Объектами исследования были штаммы видов-
представителей кожной микробиоты человека –
S. aureus ATCC6538; и S. epidermidis ATCC14990.

Инокулят готовили, внося 1 петлю бактери-
альной массы 48-ч поверхностной культуры бак-
терий в 20 мл модифицированной среды RCM
(г/л: дрожжевой экстракт – 13; пептон – 10; глю-
коза – 5; NaCl – 5; ацетат аммония – 3), и инку-
бировали при перемешивании на шейкере Biosan
T-104 (180 об./мин) и температуре 34°С в течение
24 ч. Среда RCM, содержащая глюкозу, использо-
валась для увеличения эффективности культиви-
рования тестируемых культур, что было провере-
но в предварительных экспериментах. Выросшую
культуру использовали как инокулят, перенося в
свежую питательную среду (1 и 2 мл) в пробирках
(объем 15 мл) аликвоту объемом 10 и 20 мкл. В
опытных вариантах вместе с инокулятом в про-
бирки вносили растворы гормонов (“Merck”,
Германия) в физиологической (ф), 10-кратной
(10ф) и 100-кратной (100ф) концентрациях. В ра-
боте исследовали воздействие растворов усред-
ненных физиологических концентраций гормо-
нов, характерных для биологических жидкостей
человека: для адреналина – 4.9 × 10–9 М; норадре-
налина – 3.6 × 10–9 М; эстрадиола – 0.22 × 10–9 М.
Подготовленные таким образом пробирки кон-
трольных (без внесения гормонов, К1) и опытных
вариантов переносили на шейкер и инкубировали в
течение 24 ч при перемешивании (180 об./мин;
34°С).

Определение численности персистеров при их
селекции антибиотиками и получение кривых от-
мирания. Через 24 ч инкубации бактерий (стаци-
онарная фаза) из пробирок отбирали аликвоту
10 мкл и переносили как инокулят в свежую жид-
кую среду RCM в пробирки Эппендорфа (2 мл) с
990 мкл среды. В опытных вариантах одновременно
с инокулятом вносили раствор ципрофлоксацина до
конечной бактерицидной концентрации 10 мкг/мл.
В контрольных вариантах (К2) антибиотик не вно-
сили, а в качестве инокулята использовали культу-

ры без воздействия гормонов. Культуры опытных и
контрольных вариантов инкубировали в течение
6‒7 ч на шейкере Biosan T-104 (180 об./мин) при
температуре 34°С. Периодически из пробирок от-
бирали аликвоту 10 мкл, трижды отмывали клетки
от антибиотика физиологическим раствором (0.9%
NaCl) с центрифугированием (10 мин, 10000 g, Ep-
pendorf MicroSpin, “Eppendorf”), из отмытых кле-
ток готовили серийные разведения. Учет КОЕ
проводили микрометодом, высевая 5 мкл суспен-
зии соответствующего разведения в 5-кратной
повторности на агаризованную среду RCM. Ре-
зультаты выражали в логарифмах численности
КОЕ. Кривые отмирания клеток строили соглас-
но (Balaban et al., 2019), где кривая отмирания со-
ответствовала гибели ординарных клеток, а обра-
зующееся плато соответствовало численности
персистеров.

Определение численности персистеров при их
селекции лизирующим раствором. В другой моди-
фикации экспериментов в качестве селектирую-
щего агента использовали лизирующий раствор
(лизоцим 20000 ед., “Applichem”, 400 мкг/мл; доде-
цилсульфат натрия – 10 мкл 0.1% водного раствора,
20 мкл/мл), который вносили в 24-ч культуры кон-
трольных и опытных (с гормонами) вариантов и ин-
кубировали их в течение 10 ч, периодически отби-
рая пробы (Николаев и соавт., 2020). В отобранных
пробах клетки отмывали физраствором от лизиру-
ющего раствора и готовили серийные разведения в
физиологическом растворе. Посев и учет КОЕ про-
водили микрометодом как описано выше.

Влияние голодания на выживание персистеров.
Культуру выращивали до стационарной фазы в
течение 24 ч. Затем в культуру вносили лизирующий
раствор (лизоцим из расчета 400 мкг/мл, додецил-
сульфат натрия, 0.1% водного раствора, 20 мкл/мл) и
инкубировали в течение 7 ч при непрерывном
встряхивании и температуре 34°С. По окончании
обработки интактные клетки персистеров отде-
ляли от автолизированной массы центрифугиро-
ванием и промывали физраствором (10 мин, 6000 g,
Eppendorf MicoSpin, “Eppendorf”). Надосадоч-
ную жидкость сливали, а осадок персистеров ре-
суспендировали в физиологическом растворе до
концентрации ∼108 кл./мл. Суспензию клеток-
персистеров (2 мл) переносили в пробирки, вно-
сили гормоны (адреналин, норадреналин, эстра-
диол) в соответствующих концентрациях (Ф, 10Ф
и 100Ф) и инкубировали при 34°С в течение 12 ч.
После окончания инкубации клетки-персистеры
снова осаждали центрифугированием, промыва-
ли физиологическим раствором, повторно оса-
ждали и вносили 1 мл питательной среды RCM.
Количество колоний, выросших из сохранивших
жизнеспособность клеток-персистеров, опреде-
ляли, как описано выше, отбирая пробы в тече-
ние 6 ч.
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Обработка результатов. Все исследования вы-
полнены в трех биологических повторностях по
два параллельных эксперимента в каждом. При
расчете титра КОЕ определяли среднее арифме-
тическое и экспериментальную ошибку (исполь-
зуя функцию “среднее отклонений эксперимен-
тальных значений от среднего”) из 5‒7 парал-
лельных проб с использованием программы
Microsoft Office Excel 2010. Различия между вари-
антами считали значимыми, если они превышали
экспериментальную ошибку, обычно не превы-
шающую 20%, что всегда соответствовало досто-
верности по критерию Стьюдента для р = 0.05. На
рисунках представлены данные типичных экспе-
риментов в виде “среднее арифметическое ± экс-
периментальная ошибка”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ряде исследований отмечаются расхождения
между лабораторными данными и клиническими
определениями частоты образования персисте-
ров патогенными бактериями (Chang et al., 2020).
Неясно, какие механизмы и факторы воздей-
ствия организма хозяина вносят вклад в развитие
бактериальных культур и частоту образования
персистеров, их выживание и реверсию к размно-
жению, что и обусловило формулирование цели
настоящей работы – выяснить возможное влия-
ние факторов гуморальной регуляции человека
на образование персистеров и их выживание в
стрессовых ситуациях.

Второй аспект возможного объяснения разли-
чий в результатах клинического и лабораторного
определения численности персистеров имеет ме-
тодический характер. Известны два основных ме-
тода, основанные на селектирующем действии на
клетки бактериальных культур биоцидных доз
антибиотиков. В предложенном группой Keren с
сотрудниками (2010) способе антибиотик вносит-
ся в растущую культуру, и в периодически отби-
раемых аликвотах после отмывки антибиотика
определяется число выживших клеток (КОЕ/мл).
“Плато” (т.е. минимальный и стабильный уро-
вень) КОЕ/мл, образующееся после гибели орди-
нарных клеток, принимается как численность
персистеров. В методе, описанном в работах (Bal-
aban et al., 2004, 2019) и более широко применяю-
щимся в настоящее время (Bacterial Persistence:
Methods and Protocols, 2021), антибиотик вносит-
ся одновременно с аликвотой культуры (иноку-
лята) в свежую ростовую среду, в которой нужно
определить численность персистеров. Число пер-
систеров определяется как КОЕ/мл в аликвотах,
отмытых от антибиотика, на протяжении лаг-фа-
зы культуры, в которой ординарные клетки лизи-
руются, а персистеры сохраняют КОЕ-образую-
щую способность.

При изучении влияния факторов гуморальной
регуляции человека на частоту образования пер-
систеров и их устойчивость к экстремальным
стрессорным воздействиям использовали два ме-
тода селекции персистеров, основанных на их
устойчивости к действию 1) биоцидных доз анти-
биотика ципрофлоксацина по методу (Balaban
et al., 2019) и 2) лизирующего раствора, индуциру-
ющего лизис ординарных клеток, как модифика-
цию метода (Canas-Duarte et al., 2014).

Сравнение методов изоляции персистеров
Приведенные на рис. 1 кривые отмирания ста-

ционарных культур S. epidermidis и S. aureus при
воздействии на них раствором ципрофлоксацина
биоцидной концентрации демонстрируют типич-
ную картину снижения численности КОЕ/мл,
обусловленного гибелью ординарных вегетатив-
ных клеток, с выходом на плато, сформирован-
ном сохраняющими жизнеспособность клетка-
ми-персистерами (после 3 ч для S. epidermidis и
после 6 ч для S. aureus). Отмирание стационарных
клеток начиналось после небольшого лаг-перио-
да в обеих культурах, выход на плато наблюдался
раньше у S. epidermidis. Численность персистеров
в обеих культурах составляла около 0.8–1.2%. От-
метим, что в стационарных культурах бактерий
субпопуляция выживающих клеток (плато) фор-
мируется суммарно персистерами I и II типов,
где, согласно литературным данным, основную
долю составляют персистеры I типа, образующи-
еся в стационарной фазе роста (van der Bergh et al.,
2017; Balaban et al., 2019).

При использовании в качестве селектирующе-
го агента лизирующего раствора кривая отмира-
ния клеток стационарных культур S. aureus (рис. 2)
принципиально имела такой же характер, что и
при селекции антибиотиками. Отличия состояли
в более выраженном ступенчатом характере кри-
вой отмирания клеток, где первая ступень (5‒7 ч)
формируется при лизисе ординарных стационар-
ных клеток и временном выживании персистеров
II типа, менее устойчивых к лизирующему рас-
твору, чем персистеры I типа. Второе плато соот-
ветствует оставшимся жизнеспособными перси-
стерам I типа (более 9 ч), как было описано ранее
(Canas-Duarte et al., 2014). Численность оставшихся
жизнеспособными персистеров, преимущественно
I типа, составляла около 4%, что согласуется с ре-
зультатами, полученными при селекции персисте-
ров антибиотиком, несколько превышая их.

Влияние факторов гуморальной регуляции 
на рост культур стафилококков и частоту 

образования персистеров
Внесение биогенных аминов – адреналина и

норадреналина, вместе с инокулятом влияло на
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развитие бактериальных культур противополож-
ным образом (рис. 3). Адреналин дозозависимо
ингибировал рост S. epidermidis (на 20–45% при
увеличении его концентрации) по сравнению с
контрольным вариантом (100%). При этом доля
(%) персистеров, которую определили при их се-
лекции лизирующим раствором относительно
общей численности клеток популяции (100%)
контрольного варианта, растущего без внесения
адреналина, практически не менялась (рис. 3а).

Норадреналин, в отличие от адреналина, сла-
боположительно влиял на рост S. epidermidis, об-
щая численность клеток в стационарных культу-
рах возрастала на 10–20% (рис. 3б). Вместе с тем,
внесение норадреналина существенно сказывалось
на изменении доли образовавшихся персистеров
относительно общей численности клеток (100%) в
контрольном варианте – без внесения НА. Доля
персистеров возрастала в 2 раза в вариантах с внесе-
нием физиологической (ф) и 10-кратной (10ф) доз

Рис. 1. Кривые отмирания ординарных вегетативных клеток с выходом на плато персистеров в культурах S. epidermi-
dis (а) и S. aureus (б) при селектирующем действии ципрофлоксацина: 1 – контроль; 2 – ципрофлоксацин (10 мкг/мл).
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Рис. 2. Кривые отмирания ординарных вегетативных клеток с выходом на плато персистеров в культуре S. aureus при
селектирующем действии лизирующего раствора: 1 – контроль, рост культуры; 2 – контроль, без внесения норадре-
налина; 3 – внесение физиологической концентрации норадреналина; 4 и 5 – внесение 10- и 100-кратной концентра-
ции норадреналина.
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НА и в 4 раза при внесении НА в 100-кратной
(100ф) концентрациях.

Таким образом, развитие бактериальных куль-
тур в присутствии физиологической и более высо-
ких (10ф и 100ф) концентраций адреналина обу-
словливало дозозависимое ингибирование роста
культур S. epidermidis при практически неизменном
количестве образующихся персистеров. Норадре-
налин действовал противоположным образом, его
присутствие во всех испытанных концентрациях
практически не сказывалось на росте, но приво-
дило к существенному дозозависимому (но не ли-
нейно) увеличению численности персистеров. То
есть адреналин практически не влияет на количе-
ство персистеров в единице объема среды, тогда
как в присутствии норадреналина их количество
существенно возрастает. Этот показатель отражает
экологическую значимость поддержания достаточ-
ной численности персистеров для выживания по-
пуляций стафилококков, обитающих на коже и
слизистых человека, в условиях резко меняющих-
ся концентраций нейромедиаторов, синтезируе-
мых как организмом хозяина, так и его микро-
биомом в ответ на внешние стрессорные воздей-
ствия.

Другой алгоритм расчета количества персисте-
ров отражает частоту их образования, как их удель-
ную долю (%), относительно общего количества
клеток в популяции конкретного варианта (100%)
(рис. 4), которое изменяется при росте бактерий в
присутствии различных концентраций нейроме-

диаторов, что было показано выше (рис. 3). Вне-
сение как адреналина, так и норадреналина в
культуры S. epidermidis стимулировало формиро-
вание персистеров. Их удельное (%) количество
увеличивалось в опытных вариантах при всех
концентрациях катехоламинов в нелинейной за-
висимости (рис. 4а). При этом корреляции между
влиянием на рост культур и образованием в них
персистеров не было. Если адреналин дозозависи-
мо ингибировал рост культур S. epidermidis (рис. 3а),
то частота образования персистеров, напротив,
возрастала (рис. 4а), увеличиваясь до 300% по
сравнению с числом персистеров в контрольной
культуре (100%) (рис. 4в). Внесение норадренали-
на индуцировало незначительную стимуляцию
роста популяции (рис. 3б), вызывая при этом уве-
личение их доли (%) в опытных культурах (рис. 4б),
что по сравнению с контрольным вариантом со-
ставляло от 190 до 430% (рис. 4г).

Оба катехоламина стимулирующе действовали
на частоту образования персистеров в культурах
S. epidermidis.

Влияние нейроактивных аминов на развитие и
образование персистеров в культурах S. aureus
имело иной характер. Оба нейромедиатора инги-
бировали образование персистеров, снижая их
долю (%) от общей численности клеток в культу-
ре (рис. 5а, 5б). Их относительное содержание (%)
от численности персистеров в контрольной куль-
туре (100%) также снижалось дозозависимо при

Рис. 3. Зависимость общей численности клеток (левый столбик) и персистеров (правый столбик) в процентах относи-
тельно численности клеток популяции в контрольном и опытных вариантах (за 100% принимается общее число кле-
ток и персистеров контроле до и после воздействия лизирующего раствора) от концентрации адреналина (а) и норад-
реналина (б) в стационарных (24 ч) культурах S. epidermidis: ф – физиологическая концентрация; 10ф – 10-кратная;
100ф – 100-кратная.
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внесении адреналина (рис. 5в) и дозонезависимо
при внесении норадреналина (рис. 5г).

Связь эффектов катехоламинов с таксономи-
ческой принадлежностью модельных бактерий
отмечалась ранее. Так, норадреналин и адрена-
лин стимулировали рост Vibrio parahaemolyticus и
V. mimicus, но не V. vulnificus и V. cholerae (Nakano
et al., 2007). Положительное влияние возрастаю-
щих концентраций адреналина и норадреналина
на частоту образования персистеров в культурах
стафилококков ‒ контаминантов кожных покро-
вов человека показано впервые.

Влияние факторов гуморальной регуляции
на выживание персистеров в стрессовых условиях

Постановка задачи в этой серии эксперимен-
тов была обусловлена частыми колебаниями со-

держания источников питания в/на кожных по-
кровах человека, что влияет не только на развитие
популяций бактерий, контаминирующих кожу,
но и на их выживание в условиях периодически
наступающего голодания. Поэтому было исследо-
вано сохранение жизнеспособности персистеров в
условиях голодания (суспензия в физрастворе) без и
в присутствии факторов гуморальной регуляции –
адреналина, норадреналина и эстрадиола. Модель-
ным объектом были персистеры, изолированные из
стационарной культуры S. epidermidis при использо-
вании лизирующего раствора, как описано выше, и
суспендированные после отмывки в физиологиче-
ском растворе (титр КОЕ ∼108 кл./мл).

Выживание персистеров при длительном (12 ч)
голодании. Длительная инкубация (12 ч) перси-
стеров в условиях голодания (в физиологическом

Рис. 4. Численность персистеров (%) в культурах S. epidermidis, развивающихся в присутствие адреналина (а, в) или
норадреналина (б, г) в концентрациях: ф – физиологическая концентрация; 10ф – 10-кратная; 100ф – 100-кратная.
Числами показаны доли (%) персистеров относительно: а, б – общей численности клеток популяции в данном вари-
анте (100%); в, г – относительно численности персистеров в контрольном варианте без внесения катехоламинов
(100%).
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растворе) индуцировала снижение КОЕ на 90% в
контрольных вариантах (рис. 6). В опытных вари-
антах инкубации персистеров в присутствии ад-
реналина и норадреналина численность КОЕ
также снижалась (рис. 6а, 6б), при этом в большей
степени в присутствии адреналина (рис. 6а).
Иное действие на выживание персистеров в усло-
виях голодания оказывал эстрадиол: в вариантах с
10- и 100-кратной физиологической концентра-
цией гормона численность КОЕ снизилась только
на 30‒40% от исходной, тогда как в контрольных
вариантах, а также в присутствии физиологической
концентрации эстрадиола – снизилась почти на
2 порядка (рис. 6в). Таким образом, снижение
КОЕ-образующей способности персистеров в

условиях голодания, во-первых, отражает гетеро-
генность их субпопуляции по показателю устой-
чивости к стрессу голодания, во-вторых, на сохра-
нение КОЕ-способности персистеров в условиях
голодания нейроактивные амины практически не
влияют, тогда как эстрадиол в высоких (2.2 и 22 нМ)
концентрациях повышает сохранность КОЕ-об-
разующей способности персистеров в 3‒4 раза по
сравнению с контролем.

Устойчивость персистеров к стрессу новой пол-
ноценной среды. После перенесения голодавших в
физрастворе персистеров в свежую среду очень
медленное возрастание численности КОЕ в кон-
троле объясняется, во-первых, необходимостью
перестройки молекулярно-генетических и фи-

Рис. 5. Численность персистеров (%) в культурах S. aureus, развивающихся в присутствие адреналина (а, в) или норад-
реналина (б, г) в концентрациях: ф – физиологическая концентрация; 10ф – 10-кратная; 100ф – 100-кратная. Числами
показаны доли (%) персистеров относительно: а, б – общей численности клеток в данном варианте (100%); в, г – от-
носительно численности персистеров в контрольном варианте без внесения катехоламинов (100%).
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зиологических программ клетки, и, во-вторых,
отмеченной выше гетерогенностью популяции
персистеров, совокупно влияющих на характер и
длительность лаг-фазы (Balaban et al., 2019; Bacterial
Persistence: Methods and Protocols, 2021) (рис. 6а‒6в).

В опытных вариантах реакции персистеров на
их перенесение в свежую среду различались и за-
висели от гормона, в присутствии которого они
голодали. В варианте голодания в присутствии
всех доз норадреналина КОЕ-образующая спо-
собность персистеров не восстанавливалась в те-
чение всего срока наблюдений (рис. 6б), что сви-
детельствует о затяжной лаг-фазе как реакции
персистеров на действие норадреналина.

Численность КОЕ в вариантах голодания пер-
систеров в присутствии адреналина после их пе-
ренесения в свежую среду продолжала снижаться
еще в течение 2 ч, но с меньшей скоростью, а за-
тем резко возрастала с некоторым последующем
снижением (рис. 6а). Наименьшие колебания в
численности КОЕ были отмечены в вариантах го-
лодания персистеров в присутствии 100-кратной
физиологической дозы норадреналина. Если
учесть, что время генерации клеток стафилокок-
ка составляет не менее 40‒60 мин, то резкое уве-
личение численности КОЕ – на порядок за 2 ч, а
также отсутствие лаг-фазы нельзя объяснить ро-
стом и делением клеток персистеров. Скорее мы
имеем дело с реверсией персистеров к росту (ре-
сусцитацией) из жизнеспособного некультивиру-
емого состояния, в котором они находились
вследствие 1) стресса голодания и очень низкой
плотности клеток, что было обнаружено (Pruzzo

et al., 2003) для ординарных вегетативных клеток
патогенных бактерий, и 2) последующего стресса
богатой свежей среды (Postgate, Hunter, 1963). В
этом случае резкое возрастание численности
КОЕ через 2 ч инкубации персистеров в свежей
среде отражает их ресусцитацию, а не увеличение
численности клеток (точки III‒IV, рис. 6а). Пере-
ходу клеток бактерий в состояние некультивируе-
мости в стрессовых ситуациях посвящено много
исследований, однако такое состояние для пер-
систеров в условиях их голодания и реактивации
описывается впервые.

Несколько отличающееся действие на сохра-
нение КОЕ-способности персистеров в экстре-
мальных ситуациях оказывал эстрадиол (рис. 6в).
В период голодания его высокие концентрации
(10ф и 100ф) способствовали сохранению перси-
стерами КОЕ-способности: численность образу-
ющих колонии персистеров практически не сни-
жалась, тогда как в контрольном варианте она па-
дала на порядок (точки I‒II, рис. 6в). Однако
эстрадиол во всех концентрациях не предотвра-
щал стрессорного воздействия свежей богатой
среды, которое обусловливало или гибель перси-
стеров, так называемую “смерть, ускоренную
субстратом”, или их переход в некультивируемое
состояние с падением численности КОЕ на 2 поряд-
ка в вариантах с физиологической (ф) концентраци-
ей гормона. В вариантах предварительного голода-
ния персистеров в присутствии высоких концен-
траций (10ф и 100ф) эстрадиола численность
КОЕ-образующих персистеров снижалась на по-
рядок (до уровня контроля) и в последующие 4 ч

Рис. 6. Динамика изменения численности персистеров (КОЕ/мл) в культурах S. epidermidis в условиях 12 ч голодания
без гормонов и в присутствии: а – адреналина; б – норадреналина; в – эстрадиола, и последующего развития в свежей
полноценной среде. Точки отбора проб для определения титра КОЕ: I – исходная после ресуспендирования персисте-
ров в физрастворе, добавление гормонов в варианты 2–4; II – после 12 ч инкубации в физрастворе с/без гормонов до-
бавление свежей полноценной среды RCM к отмытым персистерам; III, IV и V – через 2, 4 и 6 ч инкубации соответ-
ственно, в свежей полноценной среде. Стрелкой показана точка внесения свежей среды RCM. Варианты опыта (но-
мера кривых): 1 – контроль, инкубация персистеров без внесения гормонов; 2 – инкубация в присутствии
физиологической концентрации гормона; 3 – 10-кратной физиологической концентрации гормона; 4 – 100-кратной
физиологической концентрации гормона.
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наблюдений не изменялась, что, по-видимому,
можно рассматривать как лаг-фазу (рис. 6в).

Таким образом, действие факторов гумораль-
ной регуляции на выживание персистеров в усло-
виях 12 ч голодания зависело от концентраций в
вариантах воздействия эстрадиолом и не зависело
при воздействии катехоламинов. При этом дей-
ствие гормонов в этот период, безусловно, вызы-
вало физиологические изменения у персистеров,
так как реакции персистеров, отмытых от гормо-
нов и затем перенесенных в свежую богатую сре-
ду, кардинально различались. Норадреналин до-
зонезависимо препятствовал как реверсии перси-
стеров к росту, так и их переходу в
некультивируемое состояние. Адреналин, напро-
тив, способствовал и тому, и другому процессам
также дозонезависимо. Эстрадиол в высоких кон-
центрациях обусловливал поддержание КОЕ-
способности персистеров в условиях голодания,
но не предохранял их от стресса новой среды.

Воздействие катехоламинов на развитие бак-
териальных культур предположительно объясня-
ют их функционированием как аналогов аутоин-
дукторов QS-системы, которые связываются с ре-
цепторными гистидинкиназами бактерий (Rasco
et al., 2008). Катехоламины могут также действо-
вать как плотностные регуляторы, концентрации
которых в развивающихся культурах контролиру-
ют смену фаз развития бактериальных культур и
влияют на цитодифференцировку бактерий (Эль-
Регистан и соавт., 2006). Подобное действие ка-
техоламинов объясняет их концентрационное
влияние не только на рост культур, но и на часто-
ту образования персистеров, что показано в на-
стоящей работе. Ранее было показано, что макси-
мальные (мкМ) концентрации катехоламинов
накапливаются в лаг-фазе роста E. coli, что стало
основанием для предположения об их функцио-
нировании как “триггеров”, активирующих рост
и деление клеток в лаг-фазе (Шишов и соавт.,
2009). В наших экспериментах отмывка персисте-
ров от катехоламинов с последующим перенесе-
нием в богатую среду могла препятствовать их
прорастанию.

Эстрадиол является стероидным гормоном,
способным физико-химически связываться с
гидрофобной липидной стромой цитоплазмати-
ческой мембраны, обеспечивая ее повышенную
стабильность в период голодания. Это объясняет
сохранение жизнеспособности персистеров в ва-
риантах с высокими концентрациями гормона
(10ф и 100ф) на порядок более высокое, чем в
контрольном варианте. После отмывки гормона
и перенесения персистеров в богатую среду раз-
вивающийся стресс новой среды обусловливает
или их частичную гибель, или переход персисте-
ров в некультивируемое состояние. Дозозависи-

мость действия эстрадиола не противоречит это-
му объяснению.

В настоящей работе получена новая информа-
ция о существенном влиянии факторов гумораль-
ной регуляции человека на 1) частоту образования
персистеров в культурах стафилококков – конта-
минантов кожи человека, 2) выживание персисте-
ров в условиях голодания и 3) их реверсию к росту
в свежей среде.
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Abstract—Effects of the human hormones and human microbiota on the growth of symbiotrophic and sap-
rotrophic bacteria is well-known. However, no information is available on the effects of hormones on forma-
tion and survival of persister cells. Persistence is a phenotype providing the survival of the population in the
presence of biocidal doses of antibiotics. Hence, the aim of this work was to investige in vitro the effects of the
human humoral regulation factors catecholamines (epinephrine (E) and norepinephrine (NE)) and the ste-
roid hormone estradiol on the frequency of persisters (P) formation and their survival under abrupt changes
of cultivation conditions – starvation with subsequent transfer of P into a fresh rich medium. This is the first
study demonstrating E and NE to impact on the growth of microorganisms that inhabit human skin, Staph-
ylococcus aureus and S. epidermidis, as well as the frequency of formation of antibiotic-tolerant and lysing
agents-resistant persister cells. The effect of E and NE depended on their concentration. New data were ob-
tained on the effect of catecholamines and estradiol on survival of S. epidermidis P under drastic changes of
incubation conditions. Under conditions of long-term (12 h) starvation in 0.9% NaCl, E and NE in both
physiological (ph) concentrations (4.9 and 3.6 nm) and higher ones (10 ph and 100 ph) did not affect P sur-
vival; the P amounts in the control and experimental variants decreased by tow orders of magnitude (from 108
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to 106 CFU/mL). E had no effect on the rich medium stress, and caused the so-called substrate-accelerated
cell death, while NE at all the tested concentrations induced transition of P to an uncultured state with sub-
sequent resuscitation (return of the colony-forming ability). Estradiol in the physiological concentration
(0.22 nM) had no effect on P survival under starvation, while higher doses (10 ph and 100 ph) reduced star-
vation stress in P, and the amount of P decreased only 2 times. Higher estradiol concentrations (10 ph and
100 ph) alleviated the rich medium stress. There were obtained the data concerning the effect of human hu-
moral regulation factors on: (1) frequency of P formation in the cultures of S. aureus and S. epidermidis; (2)
P survival under starvation; and (3) their reversion to growth in fresh medium, i.e., under conditions closer
to that in the human organism.

Keywords: human microbiota, persisters, human hormones, stress, Staphylococcus
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