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В природных системах микроорганизмы периодически подвергаются ингибирующим рост и ле-
тальным воздействиям стрессоров. Известно, что в присутствии летальных доз антибиотиков попу-
ляция бактерий выживает и сохраняется как вид за счет жизнеспособных неделящихся дормантных
клеток-персистеров. Как выживает популяция при летальных, и более того, сочетанных или после-
довательных воздействиях стрессоров химической и физической природы неизвестно, что и опре-
делило цель настоящего исследования. Проведен сравнительный анализ выживаемости популяций
стационарных культур Escherihia coli К-12 MG1655 при летальных воздействиях антибиотика ципро-
флоксацина (CIP) и лизирующего раствора, теплового и щелочного шоков. Выявлена более высо-
кая устойчивость к стрессорным воздействиям: (1) стареющих стационарных клеток, содержащих
сформированный биокристаллический нуклеоид, по сравнению с клетками, только перешедшими
в стационарную фазу; (2) популяций, инкубируемых в буфере без питательных веществ, а не в ро-
стовой среде. При действии CIP на популяции статически инкубируемых культур выявлена их более
высокая устойчивость к сверхвысоким концентрациям CIP (100 мкг/мл) по сравнению с биоцидной
дозой (10 мкг/мл) (эффект Игла). Обнаружена гетерогенность выживающих при летальных воздей-
ствиях теплового и рН-шока субпопуляций за счет реверсии к росту временно утративших способ-
ность образовывать колонии на плотной среде клеток (через 10–30 сут их инкубации). Выявленная
устойчивость выживших после теплового или рН-шока клеток к последующей биоцидной атаке
CIP позволяет идентифицировать эти клетки как персистеры. Обнаруженная гетерогенность суб-
популяции персистеров по показателю их стрессоустойчивости может иметь значение при коррек-
ции режимов стерилизации и антибиотикотерапии.

Ключевые слова: Escherihia coli, клетки-персистеры, выживание, стрессоры, гетерогенность, рН, ци-
профлоксацин, тепловой шок
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В настоящее время хорошо известно, что при
воздействии летальных доз антибиотиков на
культуры микроорганизмов в них выживают
клетки малочисленной субпопуляции персисте-
ров (0.001–5%), образующиеся в результате цито-
дифференцировки и приобретающие фенотип
толерантности к любым антибиотикам (Balaban
et al., 2004, 2013; Lewis, 2010). Частота образова-
ния таких клеток-персистеров возрастает по мере
старения микробной культуры, составляя в фазе
экспоненциального роста 0.001–0.1% (персисте-
ры II типа) и 1–5% в стационарной фазе (перси-
стеры I типа). При перенесении в свежую среду
персистеры прорастают, возвращаясь к исходно-
му фенотипу, и воспроизводят родительскую по-

пуляцию чувствительных к антибиотикам клеток, в
которой опять образуется малочисленная субпопу-
ляция клеток-персистеров. Механизмы образова-
ния персистеров и их устойчивости к антибиотикам
широко изучаются преимущественно на моделях
патогенных бактерий, что обусловлено запроса-
ми медицины (Balaban et al., 2013; Michiels, Fau-
vart, 2016; van der Bergh et al., 2017). Практически
неизвестно, как выживают бактериальные попу-
ляции при воздействии летальных доз стрессоров
физической и химической природы, а также при
их сочетанном действии. Имеется отрывочная
информация об устойчивости персистеров к не-
которым химическим токсикантам, например,
ионам тяжелых металлов (Van den Bergh et al.,
2017).

В наших исследованиях было показано, что
сочетанное воздействие на экспоненциально раз-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365622600493 для авторизованных
пользователей.
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вивающуюся микробную культуру сублетальных
доз физических (тепловой шок, 45°С, 2 ч) и химиче-
ских стрессоров (внесение микробного алармона –
гексилрезорцина) влияет на развитие устойчивости
микробной популяции к последующей летальной
антибиотической атаке. Было обнаружено, что в
зависимости от временного интервала между эти-
ми последовательными воздействиями, частота
образования персистеров II типа возрастает или,
напротив, уменьшается (Лойко с соавт., 2015).
Показано потенцирующее действие стресса на
образование персистеров I типа, сопряженное с
переходом культуры в стационарную фазу (van
den Bergh et al., 2022; Peyrusson et al., 2022). О том,
как влияют стрессорные воздействия летального
уровня на выживание стационарных культур и
персистеров I типа, информации нет, хотя эти си-
туации имеют место как в медицинской практике
при стерилизации использованного оборудова-
ния и биологического материала, так и в природ-
ных системах. Вместе с тем хорошо известно, что
клетки культур стационарной фазы (неделящиеся
с эндогенным метаболизмом) более устойчивы к
сублетальным стрессорным воздействиям, чем
клетки экспоненциально растущей культуры
(Pletnev et al., 2015; Agrawal et al., 2019; Gottesman,
2019).

Переход развивающейся бактериальной культу-
ры в стационарную фазу роста вызван изменением
транскрипционных программ, определяющих сме-
ну стратегий развития популяции с размножения
клеток и экспансии пространства на запрет кле-
точного деления и повышение стрессоустойчиво-
сти клеток. Этот переход сопровождается важными
событиями, обеспечивающими выживание попу-
ляции в неблагоприятных для роста условиях. На
популяционном уровне выживание популяции в
стрессовых условиях обеспечивается, как отмече-
но выше, фенотипическим переходом клеток ма-
лочисленной субпопуляции в фенотип персисте-
ров. Устойчивость персистеров к повреждающим
воздействиям, существенно более высокая, чем у
ординарных клеток, обусловлена: (1) их крайне
низкой метаболической активностью, то есть не-
зависимостью от условий окружающей среды,
(2) очень низкой протон движущей силой (РМF),
(3) снижением диффузии в клетку антибиотиков
или других токсикантов, а также высокой эффек-
тивностью эффлюкс систем (Lewis, 2010; Grant,
Hung, 2013; Maisonneuve, Gerdes, 2014; van den
Bergh et al., 2017).

На клеточном уровне устойчивость к стрессам
связана с изменением структурной организации
клеточных оболочек, замещением в мембранах
ненасыщенных жирных кислот насыщенными,
что вызывает снижение микровязкости липидной
стромы мембран и повышение их прочности
(Ткаченко, 2012; Cañas-Duarte et al., 2020).

Основным событием, происходящим в стаци-
онарных клетках является структурная реоргани-
зация нуклеоида. Транскрипционная программа
клеток стационарной фазы включает изменения в
синтезе белков, ассоциированных с нуклеоидом
(NAPs), имеющих функции глобальных тран-
скрипционных регуляторов (Azam, Ishihama,
1999). В стационарных клетках основным из
NAPs становится белок Dps (  – binding

 from  cells). Белок Dps, относя-
щийся к семейству ферритиновых белков, обра-
зует самосборкой додекамеры, в полости которых
Dps связывает ионы Fe2+ и окисляет их активны-
ми формами кислорода, образующимися в реак-
ции Фентона, защищая, таким образом, клетки
от окислительного стресса. Экспрессия белка Dps
включена также в клеточные ответы на стрессор-
ные воздействия голодания, температурного шока,
рН-шока и др. (Karas et al., 2015). Другая, наибо-
лее важная функциональная активность Dps обу-
словлена способностью его додекамеров к: (1) са-
мосборке в упорядоченную кристаллическую
структуру и (2) образованию комплексов с ДНК,
что сопровождается ее компактизацией. Совокуп-
но, это приводит к образованию биокристалличе-
ского нуклеоида (БН). Включение нитей ДНК в
многослойную конструкцию Dps-Dps обусловли-
вает обратимую супрессию транскрипционной
активности ДНК (Karas et al., 2015; Janissen et al.,
2018). Образование БН в стационарных клетках
должно обеспечивать, таким образом, их более
высокую стрессоустойчивость дополнительно к
метаболически обусловленной стрессоустойчи-
вости. Процесс биокристаллизации нуклеоида
начинается при переходе культуры E. coli в стаци-
онарную фазу и завершается через 48 ч (Frenkel-
Krispin et al., 2004). Отметим, что биокристалли-
зация нуклеоида имеет место как в обычных веге-
тативных стационарных клетках, так и в клетках-
персистерах I типа, образовавшихся в стационар-
ных популяциях. Дальнейшая судьба этих двух
субпопуляций различна. В стареющей бактери-
альной культуре стационарная фаза сменяется
фазой отмирания бактериальной культуры, когда
обычные клетки автолизируются, а персистеры,
устойчивые к автолизу, выживают. При этом об-
ломки и внутреннее содержимое лизировавшихся
клеток способствуют выживанию персистеров
(Podlesek et al., 2016) и, согласно гипотезе (Лойко
с соавт., 2015), созреванию персистеров в анабио-
тические покоящиеся формы, обладающие высо-
кой устойчивостью к повреждающим стрессорным
воздействиям. Эта устойчивость персистеров,
приобретающих состояние спячки (dormancy)
или оцепенения (quiescence), обусловлена изме-
нением компонентного состава и, следовательно,
структурной организации и функциональной ак-
тивности клеточных оболочек: липидного соста-
ва мембран (Gonçalves, de Carvalho, 2016; Cañas-
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Duarte et al., 2020) и пептидоглигана клеточной
стенки (Rittershaus et al., 2013; Pletnev et al., 2015; Jia
et al., 2020), а также закислением цитоплазмы
(Goode et al., 2021).

Таким образом, клетки стационарной популя-
ции как ординарные вегетативные, так и перси-
стеры обладают, по-видимому, ранжированной
устойчивостью к повреждающим воздействиям.
Наиболее устойчивы клетки-персистеры, созре-
вающие в процессе длительного культивирова-
ния в высоко стрессоустойчивые покоящиеся
формы. Достаточно устойчивы старые стацио-
нарные клетки с биокристаллизованным нуклео-
тидом, и наименее стрессоустойчивы клетки ран-
ней стационарной фазы.

Целью настоящего исследования было опре-
делить уровень выживания (персистенции) бак-
териальных популяций Escherihia coli при инди-
видуальных и сочетанных летальных стрессорных
воздействиях на стационарные культуры бакте-
рий разного возраста. В настоящем исследовании
было выяснено влияние на устойчивость клеток к
действию стрессоров: (1) возраста стационарных
клеток (1 и 3 сут); (2) природы стрессора – биоло-
гической (антибиотик ципрофлоксацин (CIP)),
химической (лизирующий раствор, рН-шок), фи-
зической (тепловой шок); (3) последовательности
сочетанного действия стрессоров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Объекты исследования. В работе использовали

грамотрицательные бактерии Escherihia coli шт.
К12 MG1655 из коллекции культур НИИ новых
антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе РАН.

Бактерии культивировали в среде LB (Broth,
Miller, VWR, USA) в колбах объемом 250 мл с 50 мл
среды на орбитальной качалке (160 об./мин) при
температуре 28°С. Инокулят – культуру стацио-
нарной фазы роста (ночная культура) вносили в
количестве 0.5 мл на 50 мл среды (1%), что обес-
печивало начальную оптическую плотность (ОП)
≈0.3 (λ = 450 нм, l = 10 мм) (Spectrophotometer
7315, Jenway, GB). Для определения численности
стрессоустойчивых (выживших) клеток (перси-
стеров) в стационарных (1 и 3 сут) культурах E. coli
использовали графическую зависимость измене-
ния титра клеток от времени воздействия.

Выявление персистеров I типа E. coli воздей-
ствием антибиотика CIP. В бактериальные культу-
ры стационарной фазы роста (1 и 3 сут), получен-
ные как описано выше, вносили CIP до конечных
концентраций 10 и 100 мкг/мл, соответствующих
10 и 100 минимальным ингибирующим концентра-
циям (МИК), и инкубировали их при температуре
28°С без перемешивания в течение 14–16 сут. Пери-
одически определяли титр жизнеспособных клеток
по числу колониеобразующих единиц (КОЕ/мл)

после высева 6-кратно отмытых от антибиотика
0.9% NaCl аликвот на агаризованную среду LB (с
добавлением 1.5% Bacteriological Agar, Helicon,
Russia).

Выявление персистеров I типа E. coli воздействием
лизирующего раствора. В бактериальные культуры
стационарной фазы роста (1 и 3 сут), полученные
как описано выше, вносили содержащий доде-
цилсульфат натрия лизирующий раствор (из на-
бора Plasmid Miniprep Кат. # BC021L, Евроген,
Россия) до конечных концентраций 2.5 и 5 об. %
и инкубировали их при температуре 28°С без пе-
ремешивания в течение 4 часов. Каждые 40 мин
определяли изменение титра жизнеспособных кле-
ток после высева 2-кратно отмытых 0.9% NaCl
аликвот на агаризованную среду LB (с добавлением
1.5% Bacteriological Agar, Helicon, Russia).

Выявление клеток стационарных культур E. coli,
устойчивых к тепловому шоку. Аликвоты (1 мл)
бактериальных культур E. coli стационарной фазы
роста (1 и 3 сут) переносили в пластиковые про-
бирки объемом 2 мл и подвергали воздействию
температуры 50, 55 или 60°С в течение 60 мин с ис-
пользованием термошейкера (TS-100, Biosan) при
перемешивании (740 об./мин). Каждые 5–10 мин
определяли численность жизнеспособных клеток
(методом КОЕ).

Выявление клеток стационарных культур E. coli,
устойчивых к рН-шоку. Аликвоты (1 мл) бактери-
альных культур E. coli стационарной фазы роста
(1 и 3 сут) переносили в пластиковые пробирки
объемом 2 мл. Туда же вносили 1 н раствор КОН
до увеличения показателя рН среды до 10.0. Культу-
ры инкубировали при 28°С без перемешивания в
течение 240 мин, определяя каждые 30 мин числен-
ность жизнеспособных клеток (методом КОЕ).

Подготовка клеточных популяций для дальнейших
экспериментов. Клетки контрольных и опытных об-
разцов делили на две партии. Первую партию
контрольных и опытных образцов отделяли от
культуральной жидкости центрифугированием
(10000 g, 15 мин), промывали PBS буфером (после
теплового и щелочного шоков 2 раза, после дей-
ствия CIP 6 раз), и ресуспендировали в культураль-
ной жидкости, полученной после культивирования
клеток E. coli в течение 1- или 3-х сут, соответствен-
но (для экспериментов с CIP 6- и 8-сут, соответ-
ственно). Эти клеточные популяции обозначали
“П среда”. Вторую партию контрольных и опытных
образцов отделяли от культуральной жидкости цен-
трифугированием (10000 g, 15 мин), промывали PBS
буфером (после теплового и щелочного шоков 2 ра-
за, после действия CIP 6 раз), и ресуспендировали
в PBS буфере, обозначая соответственно “К бу-
фер” или “П буфер”.

Определение длительности выживания клеток
после стрессорных воздействий. Клетки контрольных
и опытных образцов, подготовленные, как описа-
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но выше, хранили в течение 4–8 мес. при 23°С без
перемешивания, периодически определяя количе-
ство жизнеспособных клеток (методом КОЕ).

Стрессирование клеток, выживших после воз-
действия CIP. Клеточные популяции подвергали
воздействию теплового шока (15 и 30 мин при
температуре 55°С) и щелочного шока (увеличение
рН до 10.0 добавлением 1 н КОН и инкубирование в
течение 2 ч). Далее определяли численность остав-
шихся жизнеспособными клеток (методом КОЕ).

Стрессирование клеток, выживших после тепло-
вого шока. Клеточные популяции подвергали воз-
действию CIP (10 мкг/мл, инкубация в статическом
режиме при 23°С в течение 5 сут) и щелочного шока
(увеличение рН до 10.0 добавлением 1 н КОН и ин-
кубирование в течение 2 ч). Далее определяли
численность оставшихся жизнеспособными кле-
ток (методом КОЕ).

Стрессирование клеток, выживших после воз-
действия щелочного шока. Клеточные популяции
подвергали воздействию CIP (10 мкг/мл, инкуба-
ция в статическом режиме при 23°С в течение 5 сут)
и теплового шока (15 и 30 мин при температуре
55°С). Далее определяли численность оставшихся
жизнеспособными клеток (методом КОЕ).

Статистический анализ. Все эксперименты
проводились в 5-ти кратной повторности. Стати-
стический анализ был сделан с использованием
стандартных методов в программе Microsoft Excel
XP. Группу данных считали однородной, если
среднеквадратичные отклонения σ не превышали
10%. Различия между группами считали досто-
верными при критерии вероятности Р > 0.95.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для выявления клеток-персистеров бактери-

альную популяцию подвергают воздействию ле-
тальных доз антибиотиков (Michiels, Fauvart,
2016). При этом об образовании субпопуляции
персистеров судят по обнаружению плато на кри-
вой отмирания клеток (Balaban et al., 2004, 2013).
В настоящей работе, наряду с воздействием анти-
биотика CIP, впервые были предложены новые
способы выявления персистеров с помощью лизи-
рующего раствора, а также теплового и щелочного
шоков путем анализа кривой отмирания клеток в
результате действия стресса. Также рассматрива-
лись вопросы влияния на выживание клеточных
популяций возраста культуры до стрессового воз-
действия и среды, в которой инкубируются клетки.
Под термином “выживание” понимали сохранение
бактериями колониеобразующей способности.

Выявляющее персистеры действие CIP
Персистеры I типа выявляли, добавляя CIP (10

и 100 мкг/мл) в 1 и 3 сут стационарные культуры

E. coli (рис. 1). Парадоксально, но число выжив-
ших клеток в обеих культурах было больше при
воздействии сверх высокой дозы CIP 100 мкг/мл –
10–15%, чем при биоцидной 10 мкг/мл – 1–3%.
Такой феномен, при котором численность выжив-
ших бактерий больше при концентрациях антибио-
тика значительно более высоких, чем оптимальная
бактерицидная концентрация, был описан как
эффект Игла (Eagle, 1948; Eagle, Musselman, 1948).
Его неоднократно фиксировали в экспериментах
с культурами бактерий и грибов различных таксо-
нов (Prasetyoputri et al., 2019). Отметим, что эффект
Игла описывался ранее для экспоненциально
растущих клеток, а в наших исследованиях впервые
показан для клеток стационарных культур. Моле-
кулярные и клеточные механизмы эффекта Игла
плохо изучены, но полагают, что один из них связан
с действием автолизинов, интерферирующем с
действием антибиотиков. Также возможно, что
сверхвысокие дозы антибиотика вызывают сни-
жение уровня образующихся при стрессе АФК,
что приводит к увеличению доли выживающих
клеток (Prasetyoputri et al., 2019). Хотя эти гипоте-
зы были сформулированы для экспоненциально
растущих клеток, они не противоречат полученным
нами результатам для стационарных культур. Су-
щественных различий между выживанием клеток
при антибиотической атаке в 1 и 3 сут культурах
E. coli не было обнаружено, численность выяв-
ленных на “плато” клеток-персистеров в обоих ва-
риантах составляла около 3% (действие 10 мкг/мл
CIP) (табл. 1). Единственным различием было бо-
лее быстрое отмирание клеток 3 сут культуры по
сравнению с клетками 1 сут культуры.

Выявляющее персистеры действие
лизирующего раствора

Персистеры I типа выявляли, добавляя лизи-
рующий раствор (2.5 и 5 об. %) в 1 и 3 сут стацио-
нарные культуры E. coli (Canas-Duarte et al., 2014)
(рис. 2). Селектирующий эффект зависел от кон-
центрации лизирующего раствора и был хорошо
выражен при использовании 0.5 об. % раствора
для обоих вариантов – 1 и 3 сут культур E. coli.
При этом в 3 сут культуре, в которой отмирание
ординарных клеток шло быстрее, численность
выживающих клеток составляла 3–5%, а в 1 сут
культуре была выше – 5–7%. Это объясняется тем,
что при старении стационарных клеток прочность
клеточных оболочек снижается и воздействие
компонентов лизирующего раствора приводит к
более быстрому разрушению бактериальных кле-
ток. Следует отметить, что количество персистеров,
выявленное воздействием на популяцию CIP и
лизирующего раствора, было примерно одинаково
(табл. 1).
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Селектирующее стационарные клетки 
E. coli действие летального рН-шока 

(защелачивание среды)

Действие КОН на статически инкубируемые
1 и 3 сут культуры, увеличивающее рН среды до

значений 10.0, представлено на рис. 3 в виде гра-
фических зависимостей динамики снижения ко-
личества жизнеспособных клеток. После дли-
тельной лаг-фазы (до 90 и 120 мин соответствен-
но) на кривой лизиса наблюдался период
отмирания клеток, более быстрый в 1 сут культу-
ре. Затем следовал 30 минутный период замедле-
ния гибели клеток (плато) и дальнейшее ускорен-
ное отмиранием культуры. Численность клеток,
по-видимому, персистеров, на выявленных плато,
составляла около 0.3% в 1 сут культуре и 1% в 3 сут
культуре (рис. 3), что несколько меньше, чем при
выявлении персистеров воздействием антибио-
тика или лизирующего раствора (табл. 1). Вероят-
но, несмотря на то, что мембраны клеток-перси-
стеров имеют повышенную прочность за счет вы-
сокого содержания насыщенных жирных кислот
и пониженной микротекучести липидной стромы

Рис. 1. Кривые отмирания популяций стационарных
культур E. coli после внесения летальных доз CIP –
10 (1) и 100 (2) мкг/мл: а – 1 сут культура; б – 3 сут
культура. Инкубация в статическом режиме.
Стрелками указаны плато персистеров.
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Таблица 1. Доля (%) выживших клеток-персистеров популяций 1 и 3 сут стационарных культур E. coli после
стрессорных летальных воздействий CIP, лизирующего раствора, теплового и щелочного шоков

Летальное воздействие
Доля жизнеспособных клеток-персистеров,

в % от первоначального количества

1 сут культура 3 сут культура

CIP, 10 мкг/мл
CIP, 100 мкг/мл

3
13

3
10

Лизирующий раствор, 5% 5–7 3–5
Тепловой шок 55°С,

15 мин
20 мин

0.001
0.0001

0.5
0.005

Щелочной шок,
рН 10, 150 мин 0.3 1.0

Рис. 2. Кривые отмирания популяций 1 (1, 2) и 3 (3, 4)
сут стационарных культур после внесения лизирую-
щего раствора 2.5 (1, 3) и 5 (2, 4) об. %. Стрелками ука-
заны плато персистеров. Инкубация в статическом
режиме.
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(Balaban et al., 2013), они тоже чувствительны к
воздействию КОН.

Селектирующее стационарные клетки E. coli 
действие летального теплового шока

Развитие стрессового ответа клеток на субле-
тальный тепловой шок хорошо изучено. Показа-
ны его воздействие на клеточную оболочку
грамотрицательных бактерий, ее стрессовый от-
вет и основные пути проведения стрессового сиг-
нала, в том числе функциональность σ-фактора,
контролирующего продукцию липополисахари-
дов и целостность внешней мембраны (Wang
et al., 2021). Имея повышенную прочность кле-
точных мембран, можно предположить, что клет-
ки-персистеры должны быть более устойчивы к
летальному тепловому шоку, что должно отра-
зиться на кривой отмирания клеток образовани-
ем плато.

При подборе условий теплового шока наибо-
лее показательным оказалось воздействие 55°С
(рис. 4). В этом случае на кривых отмирания об-
наруживались плато, соответствующие субпопу-
ляциям с более выраженной термоустойчивостью
клеток. Кривые отмирания популяций 1 и 3 сут
культур имели сходный характер. Однако, клетки
3 сут культуры демонстрировали большую устой-
чивость, а кривая отмирания имела два хорошо
выраженных плато: первое – в период 10–15 мин
прогревания (0.5% клеток популяции) и второе –
в период 20−30 мин прогревания, где численность
выживших клеток составляла 0.01%. Более высо-
кая термостабильность клеток 3 сут культур по
сравнению с 1 сут культурами, по-видимому, объ-
ясняется спецификой структурной реорганиза-
ции клеток – завершением формирования в них
БН с помощью белка Dps (Frenkiel-Krispin, Minsky,
2006; Крупянский с соавт., 2018). Одной из функ-
ций белка Dps является повышение термоста-

бильности стационарных клеток по сравнению с
клетками экспоненциально растущих культур
(Almirón et al., 1992; Karas et al., 2015). Выявлен-
ные нами различия в термостабильности клеток
1 и 3 сут стационарных культур еще раз на новой
модели подтвердили роль БН в термоустойчиво-
сти клеток.

Таким образом, при летальных воздействиях
высокой температуры или рН-шока жизнеспо-
собными остаются около десятой – сотой доли
процента от численности стационарных популя-
ций. Можно полагать, что эти выжившие клетки
являются персистерами.

Для проверки высказанного положения далее
были изучены свойства полученных клеток-пер-
систеров: способность к длительному сохранению
жизнеспособности и устойчивость к перекрест-
ному действию стрессорных факторов.

Свойства клеток-персистеров,
выявленных после действия CIP

Длительность сохранения жизнеспособности.
Отмытые от антибиотика субпопуляции клеток-
персистеров 1 и 3 сут стационарных культур E. coli,
оставшихся жизнеспособными после 5 сут воз-
действия летальных доз CIP, а также соответству-
ющие им контрольные варианты стационарных
культур, хранили в течение 7 мес. в среде роста и
в буфере (табл. S1).

Сразу после воздействия CIP, отмывки и ре-
суспендирования выживших персистеров в среде
роста или буфере титр жизнеспособных клеток
составил 3.0 и 2.2% от исходного количества бак-
терий в 1 сут культуре и 2.3 и 2.1% в 3 суточной,
соответственно. В контрольных популяциях, без
воздействия антибиотика, но с 5-ти суточной ин-
кубацией и последующим перенесением в среду

Рис. 3. Кривые отмирания популяций 1 (1) и 3 (2) сут
стационарных культур E. coli после внесения КОН
(рН 10). Стрелками указаны плато персистеров. Ин-
кубация в статическом режиме.
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Рис. 4. Кривые отмирания популяций 1 (1, 2, 3) и 3 (4)
сут стационарных культур E. coli при тепловом шоке
50°С (1), 55°С (2, 4), 60°С (3) в зависимости от време-
ни воздействия. Стрелками указаны плато персисте-
ров. Инкубация при перемешивании.

2

5

8

10
9

7
6

4
3

1

11

6050403020100
Время прогревания, мин

1

3
2

4

lo
g [

К
О

Е
/м

л]



714

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 6  2022

ЭЛЬ-РЕГИСТАН и др.

или буфер количество жизнеспособных клеток
оказалось ~35–50% от исходного (табл. S1).

Через месяц хранения 1 сут культур количе-
ство (относительно их титра на начало периода
хранения) жизнеспособных персистеров, хранив-
шихся в среде роста, снижалось до 3.5%, тогда как
стационарных клеток в контрольном образце –
до 7.1%. При хранении бактерий в буфере, коли-
чество выживших клеток было выше – 12.1 и
23.0% соответственно. В случае 3 сут культур и в
среде роста, и в буфере относительное количество
клеток-персистеров через месяц хранения было
выше, чем в контрольных вариантах в 2.6 и 4.2 ра-
за, соответственно. Т.е. прослеживалась общая
тенденция лучшего сохранения жизнеспособных
клеток как контрольных, так и опытных популя-
ций в буфере, а также большая устойчивость к
длительной инкубации 3 сут популяций. Инте-
ресно, что при хранении фракции персистеров 3 сут
культур в течение 1 мес. в буфере их численность
не менялась, а в среде роста – падала меньше, чем
в 3 раза, что свидетельствует об устойчивости
персистеров к автолизу (Balaban et al., 2013; Or-
man, Brynildsen, 2015; van den Bergh et al., 2017;Mo-
hiuddin et al., 2021). Однако через 7 мес. инкуба-
ции доля КОЕ-образующих клеток-персистеров
в этих образцах снижалось до 4.4% в буфере и
9.0% в среде, что можно объяснить гетерогенностью
субпопуляции персистеров и приобретением ча-
стью из них состояния “некультивируемости” при
принципиальном сохранении их жизнеспособно-
сти. Значительно снижалась численность жизне-
способных клеток через 7 мес. хранения и в кон-
трольных популяциях, и по абсолютным значениям
она совпадала со значениями в опытных вариантах.
Т.е. доля выживших анабиотических покоящихся
клеток (Эль-Регистан с соавт., 2006) в контрольных
популяциях соответствовала численности перси-
стеров в опытных популяциях, что подтверждает
ранее высказанную гипотезу, рассматривающую
персистеры как предшественники покоящихся
форм (Лойко с соавт., 2015).

Устойчивость к стрессовым факторам. При
сильном стрессовом воздействии основная часть
популяции отмирает, а клетки малочисленной
субпопуляции персистеров c нарушенным мета-
болизмом выживают (Hofer, 2022). Их состояние
при этом характеризуется крайне слабым обме-
ном веществ и пролонгированной реверсией к
росту (Balaban et al., 2013). При этом реактивиро-
ванные в свежей среде персистеры теряют свою
стрессоустойчивость и погибают при повторном
стрессорном воздействии (Wainwright et al., 2021),
что используется как прием тиндализации в ме-
дицинской практике. Однако не известно, что бу-
дет со способностью персистеров ревертировать к
росту, если их подвергать повторному летальному
стрессовому воздействию без предварительной
реактивации. Такая схема повторного перекрест-

ного стресса клеток-персистеров была воспроиз-
ведена в наших экспериментах.

Воздействие теплового шока. Популяции пер-
систеров 1 и 3 сут культур, выявленные CIP, а также
популяции клеток контрольных вариантов, ре-
суспендированные в среде роста и буфере, под-
вергали тепловому шоку (55°С, 15 и 30 мин), после
чего определяли численность выживших клеток
(табл. S2).

В образцах 1 сут культур после 15 мин прогрева-
ния титр жизнеспособных клеток в контрольных и
опытных вариантах снижался на 3–4 порядка, а в
3 сут – на 2–3 порядка. При этом относительное
количество выживших клеток-персистеров во
всех вариантах было выше, чем стационарных кле-
ток в 1.5–4.5 раза. Устойчивости как контроль-
ных, так и клеток-персистеров способствовала
инкубация в PBS буфере. Т.е. в образцах клеток,
суспендированных в среде роста, автолиз шел
быстрее, чем при суспендировании клеток в бу-
фере, что можно объяснить присутствием в среде
роста токсичных продуктов метаболизма, а также
ненасыщенных жирных кислот, индуцирующих
автолиз клеток (Эль-Регистан с соавт., 2006). Си-
нергидное действие ненасыщенных жирных кис-
лот и нагревания вызывают сверхкритическое по-
вышение текучести липидной стромы мембран и
гибель клеток.

Описанные тенденции усиливались при более
длительном (30 мин) воздействии температуры.
Сам факт выживания части персистеров при воз-
растании времени прогревания свидетельствует о
гетерогенности популяции персистеров по показа-
телю терморезистентности. Если гетерогенность
популяции покоящихся анабиотических форм по
их терморезистентности была известна (Эль-Ре-
гистан с соавт., 2006), то для персистеров она пока-
зана впервые и может объясняться, различиями в
составе и количестве структурных компонентов
мембраны (насыщенных жирных кислот и др.).

Таким образом, после теплового шока в субпо-
пуляциях персистеров выживает больший про-
цент клеток (в 1.5–185 раз), чем в контрольных
вариантах, при этом в образцах суспендирования
в буфере больше, чем при суспендировании в сре-
де роста. Эти результаты подтверждают высокую
термоусточивость персистеров, а также роль сре-
ды, в которой клетки подвергались прогреванию,
что показано впервые.

Воздействие защелачивания среды. В популяции
персистеров 1 и 3 сут культур, выявленные CIP, а
также популяции клеток контрольных вариантов,
ресуспендированные в среде роста и буфере, вно-
сили 1 н КОН до рН 10.0. Через 2 ч инкубации
определяли количество жизнеспособных клеток
(табл. S3).

Так же как и в экспериментах с воздействием
повышенной температуры, клетки 1 сут культур
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оказались более чувствительны к щелочному шо-
ку, чем клетки 3 сут культур, при этом персистеры
оказались более устойчивы, примерно в 4 раза,
чем контрольные стационарные клетки. Более
высокая устойчивость персистеров может объяс-
няться отмеченным ранее измененным (по срав-
нению с ординарными клетками) составом мем-
бранных липидов и потому – структурной реорга-
низацией липидной стромы мембран.

Свойства клеток-персистеров, выявленных после 
летального щелочного шока

Длительность сохранения жизнеспособности.
Отмытые от КОН субпопуляции клеток-персисте-
ров 1 и 3 сут культур E. coli, а также соответствующие
им контрольные варианты стационарных культур,
хранили в течение 4 мес. в среде роста и в буфере
(табл. S4).

Анализ результатов, полученных для кон-
трольных и опытных образцов, хранившихся 1 мес.
в статических условиях, выявил их принципиаль-
ные различия. Во всех образцах контрольных ва-
риантов как 1 сут, так и 3 сут культур шло отмира-
ние клеток, при этом более быстрое в среде роста,
чем в буфере, и в 1 сут популяциях, чем в 3 сут, а
количество жизнеспособных клеток (в % от ис-
ходного) снижалось до уровня 5–12%. Еще через
3 мес. хранения титр выживших клеток в контроль-
ных вариантах составлял 0.5–0.8%, что соответство-
вало численности анабиотических покоящихся
форм, в виде которых выживают и сохраняют вид
бактериальные популяции (Эль-Регистан с соавт.,
2006).

Принципиально другие результаты были по-
лучены для опытных вариантов. Отмирание кле-
ток-персистеров шло быстрее в популяциях, ин-
кубируемых в буфере, а чувствительность 3 сут
клеток оказывалась выше. Следует отметить, что
через мес. инкубации (а для 1 сут вариантов и че-
рез 4 мес.) количество жизнеспособных бактерий
было выше, чем на момент начала их хранения, что
связано с реактивацией части клеток популяций.
Это объясняется тем, что щелочной рН-стресс на
первом этапе сопровождается энергозависимым
выходом из клеток K+, снижением активности
воды, увеличением плотности цитоплазмы и ин-
гибированием ряда метаболических процессов
(Saito, Kobayashi, 2003; Padan et al., 2005). Поэто-
му сразу после стрессового шока численность
способных образовывать колонии на плотной
среде клеток в популяции резко снижается. На
следующем этапе развития стрессового ответа на-
чинается потребление ионов K+, которые в дан-
ном случае имеются как в среде роста, так и PBS
буфере. Этот транспорт потенцируется осмотиче-
ски активными веществами (Diskowski et al.,
2015), присутствующими в среде роста (культу-
ральной жидкости) и отсутствующими в буфере.

Поэтому доля реактивированных клеток больше
в образцах суспендирования клеток в среде роста,
а не в буфере.

Также следует отметить совпадение численности
клеток, выживших во всех вариантах через 4 мес.
хранения, с численностью, принятой для перси-
стеров – около 1% от исходного значения. Это
позволяет предположить, что при летальном ще-
лочном стрессе выживают клетки-персистеры. Од-
нако, обнаруженная реактивация клеток опыт-
ных вариантов, приводящая к увеличению их
численности, не позволяет рекомендовать прием
летального воздействия КОН для селекции кле-
ток-персистеров. Сам факт пролонгированной
реактивации малочисленной субпопуляции клеток
после летального стресса описывается впервые.

Воздействие CIP. В популяции клеток 1 и 3 сут
стационарных культур, перенесших щелочной
стресс, отмытых от КОН, и в популяции кон-
трольных вариантов, ресуспендированных в среде
роста или буфере, вносили CIP (10 мкг/мл) и ин-
кубировали в статическом режиме 5 сут. Затем
клетки отмывали от CIP и определяли численность
выживших бактерий методом КОЕ (табл. S5).

Внесение CIP в популяции контрольных вари-
антов 1 и 3 сут культур ожидаемо привело к селек-
ции субпопуляции персистеров, численность ко-
торых составила соответственно 2.6 и 2.4% в среде
роста и 10.7 и 8.9% в буфере (табл. S5). Действие
антибиотика на персистеры, выявленные воздей-
ствием КОН, имело менее катастрофичные послед-
ствия, особенно для 3 сут популяций, в которых
остались жизнеспособными 32.8% клеток, инку-
бируемых в среде и 22.8% клеток, инкубируемых
в буфере (табл. S5). Это подтверждает тот факт, что
при летальном действии КОН выживают клетки-
персистеры, а priori устойчивые к воздействию
антибиотиков.

Дистресс, вызванный внесением CIP в суспен-
зию персистеров, выявленных воздействием КОН,
был более губителен для клеток 1 сут популяций.
Титр выживших в них клеток был на 1–1.5 порядка
меньше, чем в популяциях 3 сут культур, и состав-
лял всего 0.02% (в среде) и 0.007% (в буфере) от
исходного количества бактерий в популяции до
всех воздействий (4.6 × 109 клеток/мл). Это еще раз
подтверждает ранее сделанный вывод об устой-
чивости персистеров 3 сут культур за счет нали-
чия в них сформированного БН.

Следует отметить, что при двойном последова-
тельном действии стрессоров большую роль игра-
ет их очередность. Так, при внесении CIP в стрес-
сированную КОН суспензию клеток 1 сут культур
в среде роста выжило 7.7% клеток, а при обратной
последовательности воздействий – сначала CIP,
потом КОН, выжило 19.3%. Такой же эффект был
обнаружен для образцов 3 сут культур (32.9 и
41.7%). Это свидетельствует о гетерогенности суб-
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популяции персистеров, что может иметь значение
для коррекции режимов антибиотикотерапии.

Воздействие теплового шока. Популяции кле-
ток 1 и 3 сут стационарных культур, перенесших
щелочной стресс, отмытых от КОН, и популяции
контрольных вариантов, ресуспендированных в
среде роста или буфере, подвергали прогреванию
при 55°С в течение 15 и 30 мин, после чего опре-
деляли численность КОЕ-образующих клеток
(табл. S6). Таким образом, на клетки контроль-
ных вариантов влиял только тепловой шок, а на
клетки опытных вариантов – оба стрессора, КОН
и высокая температура.

Как в контрольных, так и в опытных вариантах
тепловой шок оказывал более губительное воз-
действие на клетки 1 сут культур и инкубирован-
ные в среде роста. Так, количество выживших
клеток после 30 минутного воздействия термошо-
ка в опытных популяциях, хранящихся в среде
роста и в буфере составило 0.02 и 0.1%, а в кон-
трольных почти на два порядка меньше – 0.0001 и
0.003% соответственно. В 3 сут популяциях этот
разрыв был меньше и составлял один порядок.
Полученные результаты позволяет заключить,
что рН-шок отселекционировал стрессоустойчи-
вые клетки, выживающие при повторном воздей-
ствии не только CIP, но и теплового шока. Срав-
нение приведенных данных в табл. S6 с получен-
ными при последовательном воздействии CIP и
затем теплового шока (15 мин) (табл. S2) выявило
их близость. Это подтверждает, что при дистрессе
с большой долей вероятности выживают клетки-
персистеры.

Свойства клеток-персистеров, выявленных
после летального теплового шока

Длительность сохранения жизнеспособности.
Подвергнутые 30 мин воздействию температуры
55°С субпопуляции клеток-персистеров 1 и 3 сут
культур E. coli, а также соответствующие им кон-
трольные варианты стационарных культур, хра-
нили в течение 4 мес. в среде роста и в буфере
(табл. S7).

Приведенные в табл. S7 результаты оказались
схожи с полученными при воздействии щелочно-
го шока (табл. S4). Сразу после прогрева числен-
ность КОЕ-образующих клеток резко снижалась
во всех опытных образцах. При этом доля выжи-
вающих клеток была на 1.5–2 порядка меньше в
ростовой среде, чем в буфере, и меньше в образ-
цах 1 сут культур, чем 3 сут культур. Через 11 сут
хранения в контрольных вариантах начинался ав-
толиз, и численность клеток снижалась на 20–
90%. В дальнейшем автолиз продолжался и через
4 мес. титр жизнеспособных клеток составлял
0.5–1% от первоначального. В опытных образцах
все складывалось кардинально по-другому. В 1 и

3 сут опытных культурах, инкубируемых в среде
роста, уже через 11 сут КОЕ-образующих клеток
не обнаруживалось, тогда как в буферных образ-
цах их численность, наоборот, возрастала на 1–
2 порядка. Дальнейшее хранение практически не
влияло на ситуацию. Через 4 мес. хранения чис-
ленность персистеров (кроме варианта 1 сут в
среде роста, где КОЕ-образующие клетки так и не
выявлялись), а также контрольных клеток, было
на уровне 1% от исходного в первоначальных по-
пуляциях, что соответствует принятой численности
субпопуляции персистеров (Balaban et al., 2004,
2013).

Полученные результаты позволяют сделать
ряд выводов. (1) Показанная для опытных образ-
цов частичная реактивация клеток после теплового
шока, аналогичная реактивации клеток после
воздействия КОН (рН 10), свидетельствует об их
стрессовом состоянии с временной потерей коло-
ниеобразующей способности. (2) Определение
колониеобразующей способности клеток сразу
после окончания стрессорного воздействия (тепло-
вой шок, защелачивание среды, рН 10) не отражает
количества жизнеспособных клеток. Числен-
ность колониеобразующих клеток следует опреде-
лять через некоторое, эмпирически подобранное,
время после повреждающего воздействия, доста-
точное для реактивации поврежденных, но не
убитых клеток. (3) Удельная доля жизнеспособ-
ных клеток (от 100% в исходной популяции), вос-
становивших КОЕ-образующую способность по-
сле теплового шока ∼1%, позволяет отнести их к
субпопуляции персистеров. (4) Увеличение чис-
ленности выжившей субпопуляции за счет ревер-
тировавших к росту клеток почти на 2 порядка
(по сравнению с численностью сразу после воз-
действия стрессора) свидетельствует о гетероген-
ности персистеров по их стрессоустойчивости.
(5) Отмирание стрессированных тепловым шо-
ком клеток в ростовой среде (но не в буфере) объ-
ясняется синергидным действием ростингибиру-
ющих метаболитов, накапливающихся в стацио-
нарной фазе, и снижением барьерной функции
мембран прогретых (55°С) клеток (Эль-Регистан
с соавт., 2006). Полученные результаты демон-
стрируют биотехнологическую целесообразность
долгосрочного хранения микроорганизмов в виде
суспензии их стационарных клеток (со сформиро-
ванным БН) в буферных растворах.

Воздействие защелачивания среды. В популяции
персистеров 1 и 3 сут культур, выявленные 30 мин
тепловым шоком (55°С), а также популяции кле-
ток контрольных вариантов, ресуспендирован-
ные в среде роста и буфере, вносили 1 н КОН до
рН 10.0. Через 2 ч инкубации определяли количе-
ство жизнеспособных клеток (табл. S8).

В контрольных вариантах, где бактерии под-
вергались действию только одного стрессора –
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КОН, жизнеспособность клеток снижалась до
6.3% в случае 1 сут культуры и 11.9% – 3 сут куль-
туры, что подтверждает показанную выше более
высокую стрессоустойчивость “стареющих” ста-
ционарных клеток со сформированным БН. В
опытных образцах колониеобразующие клетки
не выявлялись, что можно интерпретировать как
следствие дистресса.

Воздействие CIP. В популяции клеток 1 и 3 сут
стационарных культур, выявленные 30 мин теп-
ловым шоком (55°С), и в популяции контроль-
ных вариантов, ресуспендированных в среде ро-
ста или буфере, вносили CIP (10 мкг/мл) и инку-
бировали в статическом режиме 5 сут. Затем
клетки отмывали от CIP и определяли численность
выживших бактерий методом КОЕ (табл. S9).

В контрольных вариантах 1 и 3 сут культур, ин-
кубируемых в ростовой среде, после воздействия
CIP жизнеспособными оставались ~2.5% клеток,
тогда как в популяциях, инкубируемых в буфере
~10.0%. Это подтверждает ранее сделанный вы-
вод о потенцирующем автолиз клеток действии
культуральной жидкости стареющих стационар-
ных культур.

Персистеры, выявленные тепловым шоком,
оказались очень устойчивы к действию антибио-
тика, особенно 3 сут, инкубируемые в среде, чис-
ленность которых в результате воздействия снижа-
лась только на 20%. Эта устойчивость к воздей-
ствию антибиотика предполагает, что при тепловом
стрессе выживают именно клетки персистеры. Их
низкая численность (103–105 клеток/мл) подтвер-
ждает ранее сделанный вывод о гетерогенности
субпопуляции персистеров по признаку стрессо-
устойчивости. Отметим, что субпопуляции анабио-
тических покоящихся форм также гетерогенны по
признаку стрессоустойчивости, в частности – тер-
морезистентности, что ранее связывали с их раз-
личиями в структурной организации клеточных
оболочек (моно- или многослойных) (Сузина с
соавт., 2001). Однако такое объяснение не годит-
ся для персистеров, выявленных в стационарных
культурах. Как было ранее показано для грамот-
рицательных бактерий за проведение сигнала при
тепловом шоке ответственны несколько систем, в
том числе, контролируемая σЕ-фактором (Wang et
al., 2021), под контролем которого находится про-
дукция липополисахаридов и целостность внеш-
ней мембраны, что влияет на выживание клеток
при тепловом стрессе. Стохастичность выраже-
ния этой системы может определять различия в
стрессовом ответе на тепловой шок в субпопуля-
ции персистеров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В природных системах микроорганизмы пери-
одически подвергаются ингибирующим рост и

летальным воздействиям стрессоров. В настоя-
щей статье приведены результаты системного ис-
следования выживаемости популяций E. coli ста-
ционарной фазы роста при летальных воздей-
ствиях физических (тепловой шок), химических
(лизирующий раствор, рН-шок) и биологических
(антибиотик CIP) стрессоров. Анализ результатов
выживания популяций при: (а) летальных воздей-
ствиях, (б) последующем длительном (до 7 мес.)
хранении и (в) перекрестных стрессорных воз-
действиях, позволил сделать следующие выводы.
(1) Сохранение бактериальной популяции как
вида при летальных воздействиях любой природы
осуществляется за счет выживания малочислен-
ной субпопуляции клеток-персистеров, что рас-
ширяет диапазон стрессоров, к которым устойчивы
эти дормантные (покоящиеся) формы. (2) Субпо-
пуляция персистеров гетерогенна по признаку их
стрессоустойчивости. (3) Стрессоустойчивость
клеток стационарных популяций зависит от их
структурной организации и выражена сильнее у
старых стационарных клеток, содержащих сфор-
мированный БН. (4) Обнаружен эффект ревер-
сии к росту у малочисленной субпопуляции кле-
ток, временно (14 сут) потерявших способность к
росту после летального воздействия теплового
шока или рН-шока. (5) Обнаружено потенцирую-
щее автолиз клеток действие ростовой среды ста-
ционарных культур (содержащей токсичные про-
дукты клеточного метаболизма и аутоиндукторы
автолиза), что обусловливает предпочтитель-
ность хранения микробных популяций в буфере.
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Abstract—Microorganisms inhabiting natural environments are periodically subject to growth-inhibiting and
lethal action of stress factors. Bacterial populations are known to survive and preserve its species identity in
the presence of lethal doses of antibiotics due to viable nondividing dormant persister cells. Since the mech-
anisms of population survival under lethal and especially combined action of chemical and physical stress
agents are unknown, this was the goal of the present work. Comparative analysis of survival of the stationary-
phase cultures of Escherichia coli К-12 MG1655 under lethal impacts of ciprofloxacin (CIP) and a lysing
solution, as well as of heat and alkaline shocks, was carried out. Higher resistance to stress impacts was shown
for (1) aging stationary-phase cells containing a developed biocrystalline nucleoid, compared to the cells just
entering the stationary phase; and (2) the populations incubated in a nutrients-free buffer, rather than in a
growth medium. CIP treatment of the populations of statically incubated cultures revealed their higher resis-
tance to extreme CIP concentrations (100 μg/mL) compared to the biocidal dose (10 μg/mL) (the Eagle ef-
fect). The subpopulations surviving the lethal impacts of heat and pH shock were found to exhibit heteroge-
neity due to reversion to growth of the cells temporary lacking ability to form colonies on solid media (after
10‒30 days of incubation). Resistance of the cells surviving the heat or pH stresses to the subsequent biocidal
treatment with CIP suggests their idnetification as persister cells. Heterogeneity of the persister subpopula-
tion in their stress resistance may be important for adjustment of the modes for sterilization and antibiotic
therapy.

Keywords: Escherihia coli, persister cells, survival, stress agents, heterogeneity, pH, ciprofloxacin, heat shock
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