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Впервые исследован транскриптом покоящихся клеток Esherichia coli (цистоподобных покоящихся
клеток). Содержание РНК в одной покоящейся клетке составляет 0.26 фг/кл., что в 13.5 раз меньше,
чем в одной клетке растущей культуры. Наличие мРНК в покоящихся клетках E. coli показано впер-
вые. Охарактеризованы пулы прочтений генов покоящихся и растущих клеток, а также дифферен-
циальные экспрессии всех генов, рассчитанной по специальному алгоритму, учитывающему сред-
нее количество мРНК в одной клетке. Впервые рассмотрено понятие “гены, активные в каждой
клетке популяции”. Выявлено, что не каждый ген, представленный в пуле транскриптов всей попу-
ляции, представлен транскриптами в каждой клетке популяции. В каждой клетке популяций поко-
ящихся и растущих клеток E. coli представлены транскриптами 21 и 16% генов соответственно. Вы-
явленная разнокачественность клеток по совокупности активных генов является одной из причин
(и форм) гетерогенности популяций бактерий. Выявлено 60 генов, активность которых возрастает
в 2 и более раз при формировании покоящихся клеток E. coli. Это гены, ответственные за активность
генома, строение и свойства оболочек клеток, пролиферацию клеток, стрессоадаптацию, образова-
ние и функционирование биопленок и коллективное поведение, а также обеспечивающие выжива-
ние популяции при прорастании покоящихся клеток.
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Образование покоящихся форм (ПФ) (англ. –
dormant cells) – важнейшая стадия жизни бактери-
альных популяций, позволяющая им переживать
неблагоприятные условия существования, сохра-
нять вид и расширять ареал его обитания (Бухарин
и соавт., 2005; Jones, Lennon, 2010).

Наиболее известными и хорошо изученными
являются ПФ у типа Bacillota (ранее – Firmicutes;
Oren, Garrity, 2021) – эндоспоры, образующиеся в
результате скоординированной деятельности
предварительно удвоенного генома, первый из
которых окружается многочисленными защит-
ными покровами, а второй находится в споран-
гии и обеспечивает протекание этих процессов и
в дальнейшем лизируется (Sussman, Douthit, 1973).

В настоящее время морфология, цитология, био-
химия и генетика образования и прорастания эн-
доспор всесторонне исследованы (Setlow, 2014).

Представители типа Pseudomonadota (ранее –
Proteobacteria; Oren, Garrity, 2021) при истощении
ресурсов для роста или воздействии стрессовых
факторов экстремальной интенсивности также
образуют ПФ, которые характеризуются снижен-
ным уровнем метаболизма или его отсутствием,
специфической внутриклеточной организацией,
а также повышенной устойчивостью к различным
повреждающим факторам (Бухарин и соавт., 2005;
Мулюкин и соавт., 2008, 2009, 2015). В покоящееся
состояние переходит только малая часть бактери-
альной популяции, как правило, не более 1% от
общей численности. Образование ПФ происхо-
дит на основе глубоких функциональных и мор-
фологических изменений обычных вегетативных
клеток.

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365623600372 для авторизованных
пользователей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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К формам покоя, по крайней мере пролифера-
тивного, также можно отнести “жизнеспособное,
но не культивируемое состояние” (англ. – viable
but non culturable; VBNC), развивающееся при
воздействии различных стрессовых факторов и
характеризующееся сохранением остаточной ме-
таболической активности с одновременной утра-
той способности к культивированию на плотных
питательных средах с использованием стандарт-
ных бактериологических техник (Pinto et al., 2015;
Zhang et al., 2021).

Другим вариантом ПФ некоторыми авторами
рассматриваются клетки-персистеры (англ. –
persisters), традиционный подход к получению
(выявлению) которых заключается в воздействии
на бактериальную популяцию высоких доз анти-
биотиков (Shah et al., 2006). При этом для VBNC и
персистеров показано наличие ряда сходств мор-
фологической и структурной организации, вклю-
чающих димеризацию рибосом (Kim et al., 2018).

Наиболее глубокой формой бактериального
покоя (за исключением спор) являются цистопо-
добные ПФ, названные так по аналогии с цистами,
образуемыми бактериями рода Azotobacter, важны-
ми элементами формирования которых являются
жестко-кристаллическая мембрана, стабилизиро-
ванные ДНК и ферменты, выход ионов К+ и витри-
фицированная (стеклообразная) цитоплазма (Бу-
харин и соавт., 2005; Parry, 2014). Именно цисто-
подобным ПФ принадлежит ключевая роль в
сохранении бактериальных популяций во множе-
стве сред обитания, условия существования в кото-
рых сопряжены с периодическим развитием тро-
фического и иных видов стресса.

Важным инструментом исследования процес-
сов функционирования микробных клеток, в том
числе в состоянии покоя, в настоящее время стал
транскриптомный анализ, основанный на иссле-
довании профилей присутствующих в них мат-
ричных (кодирующих) РНК (мРНК).

Так, транскриптомный анализ VBNC проде-
монстрировал повышенный уровень образования
стрессового регулятора RpoS (Boaretti et al., 2003),
фермента каталазы (Kong et al., 2004) и лактатде-
гидрогеназы (Wagley et al., 2021), что в совокупно-
сти обеспечивает возможность их существования
в неоптимальных условиях среды обитания.

Особенностью транскриптома клеток-перси-
стеров явилось существенное повышение уров-
ней экспрессии систем “токсин‒антитоксин”, а
также генов деградации ароматических соедине-
ний при одновременной выраженной репрессии
других метаболических путей (Alkasir et al., 2018).

На этом фоне сведения о транскриптоме цисто-
подобрых ПФ до сих пор отсутствуют. Ожидаемым
ограничением для подобного анализа являются
представления о низком времени полужизни мРНК
(Selinger et al., 2003), что должно обусловить их

отсутствие при формировании глубоких форм
бактериального покоя. С другой стороны, факт
ингибирования гидролаз в цистоподобных бакте-
риальных клетках (Бухарин и соавт., 2005) позво-
ляет предполагать сохранение мРНК, образовав-
шихся на финальных этапах их перехода в покоя-
щееся состояние.

Целью работы явился анализ присутствия и
профиля мРНК в покоящихся клетках Esherichia
coli, метод получения и морфология которых со-
ответствует представлениям о цистоподобных
покоящихся формах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Объектом исследования являлся штамм Esche-
richia coli К12 MG1655 (F-lambda-ilvG-rfb-50 rph-1),
полученный из коллекции ФГБНУ “Научно-ис-
следовательский институт по изысканию новых
антибиотиков имени Г.Ф. Гаузе” РАН. Данные о
полном геноме данного штамма представлены в
работе Hayashi et al. (2006); сведения о вариантах
его транскриптомов доступны в работе Sastry et al.
(2019).

Культивирование. Бактерии выращивали на
разбавленной в 3 раза среде Луриа‒Бертани (LB
Broth, Miller) состава (г/л): дрожжевой автолизат –
3.3; пептон – 1.7; NaCl – 1.7; pH среды 7.0. Иноку-
лят – E. coli К12 MG1655 стационарной фазы роста
(20 ч), вносили в количестве, обеспечивающем
стартовую численность 8.0 × 107 клеток (КОЕ)/мл.
Культуру выращивали в колбах объемом 500 мл с
300 мл среды LB/3 при температуре 28°C на качалке
(100 об./мин). После 4.5 ч культивирования, что со-
ответствовало середине фазы экспоненциального
роста, часть культуры отбирали, клетки отделяли
центрифугированием (15000 g, 10 мин). Данная
культура соответствует точке 1 для транскрип-
томного анализа (рис. 1). Оставшуюся часть про-
должали культивировать при тех же условиях в те-
чение 24 ч, после чего оставляли в статических
условиях на 9 сут при той же температуре. Вырос-
шую биомассу сгущали в 20 раз центрифугирова-
нием (5000 g, 15 мин) и хранили при комнатной
температуре в течение 45 сут. После указанного
времени образовавшиеся ПФ три раза промывали
стерильным физиологическим раствором
(0.9% NaCl; рН 7‒7.2), осадок собирали центрифу-
гированием (10 000 g, 15 мин). Данная культура со-
ответствовала точке 2 для транскриптомного анали-
за. Количество полученных ПФ составляло
0.5‒0.8% от количества жизнеспособных клеток,
определяемых как колониеобразующие единицы
(КОЕ) культуры, оставленной на “созревание”.

Всего было получено по три идентичных об-
разца-повторности для каждой из эксперимен-
тальных точек. Образцы хранили в жидком азоте
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в течение нескольких часов и затем использовали
для экстракции мРНК.

Титр жизнеспособных клеток (КОЕ) определя-
ли высевом аликвот десятичных разведений на
плотную среду LB.

Образование цистоподобных ПФ контролиро-
вали методом фазово-контрастной микроскопии
(“Reichert”, Австрия) по наличию характерных
рефрактерных клеток (Мулюкин и соавт., 2008,
2009).

Наличие цистоподобных ПФ подтверждали по
результатам трансмиссионной электронной мик-
роскопии. Образцы помещали в 2.5% раствор глу-
тарового альдегида в какодилатном буфере (0.05 М
раствор какодилата натрия; рН 7.0‒7.5) и выдер-
живали в течение 24 ч при 4°C; затем трижды про-
мывали тем же буферным раствором в течение 5 мин
и фиксировали в растворе OsO4 (1% OsO4)‒0.7%
раствор рутениевого красного в какодилатном
буфере) в течение 1.5 ч при 4°С. После фиксации
образцы заключали в 2% агар-агар и последова-
тельно выдерживали в 3% растворе уранилацетата
в 30% этиловом спирте в течение 4 ч, далее в 70%
этаноле в течение 12 ч при 4°C. Материал обезво-
живали в 96% этиловом спирте (2 раза по 15 мин),
затем в абсолютном ацетоне (3 раза по 10 мин).
Образцы пропитывали смолой ЭПОН-812 (Ероху
Embedding Medium Эпон® 812, “Sigma-Aldrich”,
США) выдерживали в смеси смола–ацетон в со-
отношении 1 : 1 в течение 1 ч, затем в смеси смола–
ацетон в соотношении 2 : 1 в течение 1 ч. Получен-
ный материал заливали в капсулы со смолой и про-
водили полимеризацию при температуре 37°С в
течение 24 ч, затем при 60°C в течение 24 ч. Уль-
тратонкие срезы получали на микротоме LKB-III
(“LKB”, Швеция) и контрастировали в водном
растворе 3% уранилацетата (30 мин), затем в вод-
ном растворе 4% цитрата свинца (30 мин). Полу-
ченные препараты анализировали с помощью

электронного микроскопа JEM 100СХП (“JEOL”,
Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ и
рабочем увеличении 5000‒50000. Фотодокумен-
тирование материалов проводили с помощью
цифровой системы вывода оптических изображе-
ний Morada G2.

О наличии покоящихся форм судили по при-
сутствию в образцах клеток, имеющих характер-
ные признаки: утолщенную клеточную стенку,
электронно-плотную цитоплазму (Мулюкин
и соавт., 2008, 2009; Соляникова и соавт., 2017;
Лойко и соавт., 2017).

Выделение РНК из подготовленных клеточных
суспензий осуществляли с помощью набора Ex-
tractRNA (“Евроген”, кат. № BC032) по протоколу,
рекомендованному производителем. Удаление
рибосомальной РНК осуществляли с использова-
нием набора RiboZero Bacteria Kit (“Illumina”).
Качество полученной мРНК проверяли при про-
ведении электрофореза, а ее количество измеряли
при помощи Qubit.

Удаление последовательностей рибосомаль-
ной РНК осуществляли при помощи набора Ri-
boZero Bacteria Kit (“Illumina”), подготовку полу-
ченных образцов РНК к секвенированию прово-
дили с помощью набора TruSeq Stranded Total
RNA LibraryPrep Kit (“Illumina”) в соответствии с
протоколом, рекомендованным производителем.
Последовательность адаптеров, использованных
при подготовке библиотек (read 1): AGATCG-
GAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACNN-
NNNNATCTCGTATGCCGT-CTTCT, где
NNNNNN – последовательность индекса.

Подготовку библиотек кДНК проводили по тех-
нологии RNA-seq (с рассеянной затравки) для се-
квенаторов, совместимых с TruSeq (“Illumina”).
Подготовку образцов проводили с помощью на-
бора TruSeq Stranded Total RNA LibraryPrep Kit

Рис. 1. Схема расположения точек отбора материала для транскриптомного анализа (1 и 2), а также обработки клеток
для получения покоящихся форм.
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(“Illumina”) в соответствии с протоколом, реко-
мендованным производителем.

Секвенирование библиотек кДНК проводили
на 1 дорожке Illumina HiSeq 2500 (101 цикл с од-
ной стороны фрагментов) с использованием ре-
активов TruSeq SBS sequencing kit version 4 (“Illu-
mina”, Сан-Диего, Калифорния, США).

Обработку библиотек прочтений, расчет уровней
экспрессии и дифференциальной экспрессии инди-
видуальных генов проводили в программе RSEM
v1.1.17. после наложения чтений с помощью про-
граммы Вowtie2 и сопоставляли с эталонной по-
следовательностью E. coli K-12 MG1655 (NCBI
Reference Sequence: NC_000913.3). Уровни экс-
прессии для каждого гена рассчитывали на осно-
ве количества прочтений путем усреднения трех
повторностей. Функции транскриптов были
определены путем сравнения с последовательно-
стями известных генов E. coli, представленных в
базе данных The Clusters of Orthologous Groups
(COGs) of proteins (Tatusov et al., 2000). Тран-
скрипционные профили визуализировали с по-
мощью браузера генома Artemis.

Для аннотированных генов был проведен расчет
дифференциальной экспрессии в точке 2 (ПФ) от-
носительно точки 1 (растущие клетки) по форму-
ле 1, выведенной с использованием следующего
алгоритма.

Мы полагаем, что именно и только величина
экспрессии гена в пересчете на одну клетку имеет
биологический смысл при изменении условий
культивирования (жизни организмов), приводя-
щим к изменению количества нуклеиновых кислот
или эффективности их извлечения. Эта удельная
величина экспрессии также позволяет делать вы-
воды о гетерогенности клеток в популяции по
признаку транскрипционной активности различ-
ных генов и их групп.

Традиционно в работах по анализу транскрип-
томов используют величины экспрессии генов
непосредственно в библиотеках, полученных по-
сле секвенаторов. Это является корректным под-
ходом, если для экстракции РНК берутся одно-
типные по физиологическому состоянию клетки,
с одинаковым удельным количеством РНК, под-
вергнутые тем или иным одинаковым воздей-
ствиям в ходе экстракции, мультипликации, се-
квенирования, а также при условии, когда для
первого этапа экстракции РНК берут одинаковое
количество одинаковых клеток.

В условиях нашего опыта мы имели другую си-
туацию, когда надо было сравнить активность ге-
нов не только в разных условиях, но и для разных
состояний одного и того же биологического объ-
екта ‒ культуры кишечной палочки, содержащей
разное количество РНК на одну клетку. Нам при-
шлось разработать собственный алгоритм расчета
уровня дифференциальной экспрессии генов.

Поскольку невозможно точно рассчитать количе-
ство транскриптов в одной клетке на основе полу-
ченного количества прочтений генов, мы разработа-
ли алгоритм расчета относительной удельной тран-
скрипции для исследуемых групп клеток. Эта
величина позволяет сравнивать изменение актив-
ности генов в различных группах клеток в услови-
ях данного конкретного опыта. Логика алгоритма
следующая.

Очевидно, что величина прочтений определен-
ного гена в библиотеке прочтений прямо пропор-
циональна экспрессии гена в клетке (количеству
копий гена (мРНК) в одной клетке). В секвенатор
наносится стандартное и, главное, одинаковое
количество (масса) РНК. Постулировали, что все
экспериментальные процедуры были одинаковыми
для исследуемых образцов: эффективность экстрак-
ции РНК из клеток, доля мРНК в общем пуле РНК,
эффективность работы обратной транскриптазы
и др., что обусловливает прямую пропорциональ-
ность количества прочтений (экспрессию) кон-
кретного гена количеству транскриптов этого ге-
на в пуле мРНК, вносимого в секвенатор.

Приводим алгоритм расчета.
Дано:
1) Для гена Х в группах клеток А и Б число ко-

пий гена в каждой клетке было Nх – а и Nх – б соот-
ветственно.

2) Число прочтений после секвенатора было

 и .

3) Число клеток для экстракции РНК было Скл – а
и Скл – б.

4) Масса экстрагированной РНК была МА и
МБ.

5) Содержание РНК в одной клетке  и .
6) Число прочтений прямо пропорционально

числу копий в клетке с неизвестным коэффици-

ентом k. Т.е. Nх – а = k × .

7) Количество транскриптов N в одной клетке
для любого гена прямо пропорционально сум-
марной массе мРНК в этой клетке (при прочих
равных условиях).

Постулируем: В секвенатор на анализ отбира-
ется одинаковое количество РНК, что надо учи-
тывать при расчете количества копий мРНК на
одну клетку (реальной экспрессии, активности
гена) путем домножения числа копий гена (про-
чтений гена) на определенную величину.

Требуется: Рассчитать изменение активности
гена Х в клетках группы А по сравнению с клетка-
ми группы Б на основе чисел прочтения после се-
квенатора.

a'xN − б'xN −

A'M Б'M

a'xN −
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Решение: изменение активности гена, “измене-
ние уровня экспрессии”, Х определяется как част-
ное от деления Nх – а на Nх – б. Т.е. Х = Nх – а/Nх – б.

При расчете на 1 клетку в состоянии А:
Nх – а = Число прочтений × k × массу РНК/чис-

ло клеток, т.е. = ( ) × k × (МА)/(Скл – а),

Аналогично для состояния Б: Nх – б = ( ) ×
× k × (МБ)/(Скл – б).

Подставим эти значения в формулу Х = Nх – а/
Nх – б и после сокращения коэффициента k полу-
чим:

При этом заметим, что частное от деления
массы выделенной РНК М на общее количество
клеток С, из которого получена эта РНК, дает

удельное содержание РНК в одной клетке  =
= (МА)/(Скл – а).

Тогда имеем:

т.е. изменение экспрессии гена (равное частному
числа транскриптов гена Х в единичных клетках
групп А и Б) равно частному их прочтений, умно-
женному на отношение удельного содержания
РНК в клетках этих групп.

Зная отношение удельного содержания РНК в
группах А и Б, например Н/Z, домножаем все
числа прочтений всех генов группы А на Н, а
группы Б на Z, получаем массив скорректирован-

ных чисел прочтения ( )(Н) для массива А и

( )(Z) для массива Б. Тогда для расчетов вели-
чин изменения экспрессии в группах А и Б, до-
статочно будет получить отношения скорректи-
рованных чисел чтения относительно варианта с
наименьшим удельным содержанием РНК на од-
ну клетку.

В случае условий нашего опыта для покоящих-
ся клеток и растущих клеток, удельное содержа-
ние РНК в одной клетке составляет 0.26 и 3.5 фг
соответственно. Их отношение составляет 1 : 13.
Соответственно, количество чтений для каждого
гена в библиотеке, полученной после секвениро-
вания, домножали на 1 для покоящихся клеток и
на 13 для экспоненциальных клеток, и именно
эти величины брали в анализ изменения активно-
стей генов.

Наш алгоритм схож с использованным в рабо-
те Milo, Phillips (2015), представлял величину экс-
прессии гена в пересчете на одну клетку.

a'xN −

б'xN −

( )
− −

− − − −

= =

=

а б

а А кл а б Б кл б

Х

' '( )( ) ( ) ( )( ) ( ) .

х х

x x

N N

N М С N М С

A'M

− − − −= = Aа б а б Б' '( ) ( )(' 'Х ,)х х х х MN MN N N

а'xN −

б'xN −

В итоге ‒ изменение уровня транскрипции ге-
на “Х” в клетках группы 2 по сравнению с клетка-
ми группы 1 определяется по формуле:

(1)

где Nх – 2 ‒ число прочтений гена Х в группе кле-
ток 2 (ПФ); Nх – 1 ‒ число прочтений гена Х в
группе клеток 1 (растущие клетки); 13 ‒ отноше-
ние количества РНК в растущих клетках к коли-
честву РНК в ПФ.

Результаты секвенирования депонированы в
базе данных Bioproject, аccession ID: 977551.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика покоящихся форм E. coli К12

MG1655. После 45 сут культивирования и после-
дующего “созревания” образование покоящихся
форм было оценено методами фазово-контраст-
ной и трансмиссионной электронной микро-
скопии.

Использование фазово-контрастной микро-
скопии показало наличие в промытом центрифу-
гированном осадке “рефрактерных” клеток, ха-
рактеризующихся повышенным коэффициентом
оптического преломления. В свою очередь, на
электронномикроскопических фотографиях
(рис. 2) подобные объекты визуализировались
как один из двух морфотипов: (а) вытянутые
клетки с более светлой гранулированной комко-
ватой цитоплазмой, более темным фрагментиро-
ванным нуклеоидом и фибриллярной капсулой;
(б) округлые клетки с электронно-плотной цито-
плазмой и утолщенной клеточной стенкой с по-
верхностным фибриллярным слоем. Их морфо-
логия соответствовала описанным нами ранее
ПФ, образующимся на позднем этапе развития
периодических бактериальных культур (Соляни-
кова и соавт., 2013; Мулюкин и соавт., 2015; Лой-
ко и соавт., 2017).

Количество полученных ПФ E. coli К12
MG1655 составляло 0.5‒0.8% от КОЕ культуры,
оставленной на созревание. Остальные >99% ви-
зуализированных объектов были представлены
“тенями” ‒ пустыми клеточными оболочками
(тип “в” на рис. 2), представляющими собой от-
мершие и частично разрушенные бактериальные
клетки.

Количественный анализ содержания мРНК в рас-
тущих и покоящихся клетках E. coli К12 MG1655. Для
экстракции мРНК было использовано ≈9 млрд экс-
поненциально растущих клеток (точка 1) и
≈1.8 млрд покоящихся клеток (точка 2). В экспо-
ненциально растущих клетках количество тоталь-
ной мРНК характеризовалось значением 3.5 ± 0.7 ×
× 10–15 г/кл., в то время как в покоящихся клетках
ее содержание снижалось более чем на порядок (в
13.5 раз) до уровня 2.6 ± 0.5 × 10–16 г/кл. При этом

2 1( ) ( )1 ,Х 3х хN N− −= ×
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как в точке 1, так и в точке 2 выделенная мРНК
имела сходные качественные характеристики без
признаков деградации, что свидетельствовало о
сохранении функциональности данной группы
биополимеров и обеспечивало корректность по-
следующего транскриптомного анализа.

Макрохарактеристика транскриптомов E. coli К12
MG1655. На основании библиотеки прочтений c
применением специального алгоритма (табл. S1)
было рассчитано количество транскриптов, при-
ходящееся на одну клетку. В геноме экспоненци-
ально растущих клеток показана транскрипция
4073 из 4101 имеющихся генов, для 28 генов не об-
наружено ни одного транскрипта. Среднее число
прочтений одного гена составило 54396; разброс
по количеству прочтений для разных генов со-
ставлял 7 порядков; наиболее представленными
были гены с числом чтений 1001‒10000 (рис. 3).

Парадоксально, но в покоящихся клетках
транскрипционая активность была показана так-
же для большинства генов (для 4098 из 4101);
“молчащими” оставались только 3 гена. В то же
время для ПФ характерно общее подавление
транскрипционной активности: среднее число
прочтений одного гена снижалось более чем в
20 раз (до 2164), а наиболее представленными ста-
новились гены с числом чтений 101‒1000 (рис. 3).

Оценка количества транскриптов, присутствую-
щих во всех клетках культуры E. coli К12 MG1655. С
учетом полученных данных о широком варьирова-
нии количества транскриптов, которыми представ-
лены разные гены, представляло интерес оценить,
транскрипты каких генов присутствуют в каждой
клетке популяции, а каких – только в некоторой

части клеток популяции. Это было сделано, поль-
зуясь следующим алгоритмом.

Известно, что в 1 клетке E. coli в среднем при-
сутствует несколько тысяч молекул иРНК (тран-
скриптов) (Milo, Phillips, 2015). Тогда при числе
генов E. coli ⁓4000 это возможно при двух сцена-
риях: если каждый ген представлен только од-
ной‒несколькими копиями, или что гены крайне
неравномерно представлены транскриптами. Раз-
брос количества прочтений генов, пропорцио-
нальных количеству транскриптов в клетке, на
7 порядков (рис. 3) свидетельствует о второй си-
туации. Считается, что у E. coli в каждый момент
активны порядка 25% генов (Richmond et al.,
1999). Среднее количество единиц каждой инди-
видуальной мРНК в клетке не превышает не-
скольких копий у бактерий (Milo, Phillips, 2015) и
нескольких десятков у млекопитающих (Schwan-
häusser et al., 2011).

Примем, что если для какого-либо гена число
прочтений, полученных в данных условиях, рав-
но или превышает среднее количество прочтений
на один ген для всей популяции генов в данной
группе, то такой ген будем считать представленным
в каждой клетке. Гены, представленные меньшим
числом экспрессии, будем считать активными
лишь в некоторой части популяции. Такая услов-
но пороговая величина для растущих клеток и
ПФ составляет 54396 и 2164 прочтений мРНК со-
ответственно.

Подсчет числа генов, представленных разным
количеством прочтений, выраженных в %, дает
долю генов, активных в каждой клетке популяции
(табл. 1). Для растущих клеток и ПФ эти величи-
ны составляют, соответственно, 16 и 21%. Полу-

Рис. 2. Электронные фотографии ПФ E. coli К12 MG1655, использованных для выделения мРНК. Обозначения: а, б –
морфотипы ПФ, описанные в тексте; в – остатки отмерших бактериальных клеток. Масштабная линейка – 1 мкм.

(а) (б) (в)
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ченные величины близки литературным данным
о доле активной части генома в клетках бактерий
(25%) (Richmond et al., 1999), что доказывает
адекватность нашего расчета. Аналогичный на-
шему расчет по количеству мРНК на одну клетку
приведен в работе (Milo, Phillips, 2015).

Гены, активные в каждой метаболически ак-
тивной клетке, можно считать необходимыми для
развития бактерий в данных условиях.

Наличие значительного количества генов, ак-
тивных не в каждой клетке популяции, указывает
на то, что полученный транскриптом относится
не к одной клетке, а ко всей популяции бактерий,
в которой клетки весьма гетерогенны по набору
чтений различных генов. Такая ситуация обу-
словливает и отражает высокую внутрипопуляци-
онную гетерогенность клеток бактерий.

Сравнительный анализ транскриптомов расту-
щих и покоящихся клеток E. coli К12 MG1655 по
функциональным группам генов. По результатам

аннотирования на основе базы данных COGs
(The Clusters of Orthologous Groups) транскрипты
были разделены на 5 блоков (метаболизм низко-
молекулярных соединений, метаболизм полиме-
ров, энергетика клетки, функционирование клетки
как единого целого, неопределенное назначение),
включающих 19 функциональных групп (табл. 2).

Проведенный сравнительный анализ свидетель-
ствовал в пользу качественных различий транскрип-
томного профиля растущих и покоящихся клеток
E. coli К12 MG1655, что соответствовало исход-
ным представлениям о дифференцированном
уровне активности генов у морфологически и фи-
зиологически различающихся растущих и покоя-
щихся клеток. Гены, активные в каждой клетке, с
максимальной относительной активностью в ПФ
в 2 раза более высокой, чем в растущих клетках,
принадлежат к группам: оборота ДНК, подвиж-
ности клеток, механизмам защиты, генов с не-
определенными функциями.

Рис. 3. Сравнение транскриптомов растущих (А) и покоящихся (В) клеток E. coli К12 MG1655 по численности прочте-
ний отдельных генов. Гены объединены в группы, различающиеся по численности прочтений на 1 порядок.

0

500 А В

1000

1500

2000

2500

О
1–10

11–100

101–1000

1001–10 000

10 001–100 000

100 000–1 млн

1 млн–10 млн

Количество каждого гена

К
ол

ич
ес

тв
о 

ге
но

в

46 23 18 28 99
44

3

71
6

21
14

16
33

13
56

12
71

13
7 31

1
2 9 0

Таблица 1. Статистические количественные характеристики транскриптомов растущих клеток и покоящихся
форм E. coli К12 MG1655

* Гены с максимальным числом прочтений представлены в табл. 3.

Тип клеток Общее 
число генов

Число 
неактивных 

генов

Максимальное 
число чтений 

гена*

Среднее число 
чтений

Количество генов, активных 
во всех клетках популяции

число %

Растущие 
клетки

4101 28 7.2 млн. 54396 650 16%

ПФ 4101 3 425 тыс. 2164 798 21%
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Таблица 2. Функциональные группы генов и их представленность прочтениями в каждой клетке в различных по-
пуляциях E. coli ‒ растущих клеток и ПФ

Примечание. Жирным шрифтом выделены группы генов с различиями в величине экспрессии генов между фазами развития
клеток в 2 и более раз.

Тип клеток Растущие ПФ

Блок I – метаболизм низкомолекулярных соединений
Аминокислоты (транспорт и метаболизм) 122 162
Липиды (транспорт и метаболизм) 50 34
Углеводы (транспорт и метаболизм) 142 112
Коферменты (транспорт и метаболизм) 30 44
Неорганические ионы (транспорт и метаболизм) 72 72
Нуклеотиды (транспорт и метаболизм) 48 34
Вторичные метаболиты (синтез, транспорт и метаболизм) 12 14

Блок II – метаболизм полимеров
Белки – оборот, шапероны, пост-трансляционная модификация 74 84
ДНК – репликация, рекомбинация, репарация 28 76
Транскрипция 80 122
РНК – процессинг и модификация 1 1
Трансляция, структура и сборка рибосом 188 182

Блок III – энергетический метаболизм
Энергия – продукция и конверсия 162 122

Блок IV – уровень целой клетки
Деление клеток, контроль клеточного цикла, деление хромосомы 14 22
Подвижность клеток 16 42
Механизмы защиты 2 4
Механизмы передачи сигнала 70 112
Внутри- и внеклеточный транспорт белков 26 44

Блок V – функции не определены
Общие функции только предсказаны 77 102
Неопределенная функция 46 104

В целом можно заключить, что групповой ана-
лиз генов оказался малоэффективным (видимо, по
причине присутствия в каждом из функциональных
блоков генов с чрезвычайно низким уровнем актив-
ности) и поэтому должен быть дополнен тотальным
анализом изменения активности отдельных генов
независимо от их представленности.

Поэтому поиск генов, важных для образова-
ния ПФ, был далее продолжен путем использова-
ния двух нижеописанных подходов.

Идентификация генов, важных для формирова-
ния цистоподобных ПФ, проведена с использова-
нием двух подходов: (а) путем определения генов,
представленных в ПФ максимальным количе-
ством прочтений; (б) путем сравнения активно-
сти генов, активность которых возрастает в 2 и
более раз независимо от уровня их экспрессии.

С использованием первого подхода были вы-
явлены 6 генов, максимально транскрибируемых
в ПФ (табл. 3): pspA (регуляторный белок оперона

фагового шока; 153274 прочтений), жизненно важ-
ный для поддержания протонной движущей силы
через мембраны в стрессовых условиях (Flores-
Kim, Darwin, 2016); rmf (фактор модуляции рибо-
сом; 149375 прочтений), делающий рРНК более
устойчивой к деградации и вовлеченный в процесс
димеризации 70S рибосом с формированием т.н.
“100S рибосом” (Yoshida et al., 2021); cspE (анти-
терминатор транскрипции, относящийся к се-
мейству белков холодового шока; 133624 прочте-
ний), в том числе, что важно в контексте настоящего
исследования, выступающий в качестве регулято-
ра стабильности РНК; а также ген rbsD (кодирует
пираназу D-рибозы; 130465 прочтений) вовле-
ченный в процесс углеводного метаболизма. Ин-
тересно, что генами с наибольшим количеством
прочтений являются raiA (cold shock protein associat-
ed with 30S ribosomal subunit; 425157 прочтений) и
ompF (outer membrane porin 1a (Ia; b; F), высокая
транскрипционная активность которых харак-
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терна и для экспоненциально растущих клетках.
Последний факт подтверждает более длительную
выживаемость мРНК, чем считали ранее (Selinger
et al., 2003), не минуты‒десятки минут, а десятки
суток.

Наиболее понятна важность для формирова-
ния ПФ генов raiA и cspE. Первый из них стабили-
зирует 70S рибосому, ингибирует процесс элонга-
ции и повышает точность трансляции (Agafonov,
Spirin, 2004), а второй обеспечивает правильную
укладку молекул РНК и помогает им принимать
функционально активные состояния (Rennella
et al., 2017).

Очевидно, что такой подход, не учитывающий
сравнительных активностей всех генов, не явля-
ется плодотворным, поскольку он выявляет, во-
первых, не все гены, важные для образования ПФ,
и, во-вторых, может ошибочно выявлять гены, ак-
тивность которых более характерна для других
фаз развития культур. Кроме того, нет объектив-
ного критерия для определения уровня, опреде-
ляющего гены, с максимальным уровнем тран-
скриптов. Этот подход приводится в работе в ка-
честве сравнения.

Наиболее значимые результаты получены при
анализе всей совокупности транскриптов мРНК,
когда были рассчитаны отношения экспрессии
генов в ПФ относительно их экспрессии в экспо-
ненциально растущих клетках. В табл. 4 представле-
ны гены, экспрессия которых в 2 и более раз выше в
ПФ. Всего было обнаружено 60 таких генов.

Все гены можно объединить в функциональ-
ные группы (рис. 4) на основе активностей их
продуктов или их функций:

функционирование генома (токсин/антиток-
синовая система, иммунитет, транспозазы; 6 ге-
нов);

свойства оболочек (мембраны, периплазма;
13 генов);

метаболизм (5 генов);
биопленки (адгезия и коллективное поведе-

ние; 12 генов);
стрессоадаптация (8 генов);
регуляция пролиферации (клеточное деление,

консервация рибосом; 2 гена).
Большая группа генов, активируемых при

формировании ПФ, пока не имеет выявленных
функций (14 генов). При этом часть функцио-
нальных генов принадлежит фаговым геномам (в
виде профагов) (выделены в табл. 4 жирным
шрифтом с подчеркиванием) (13 генов).

Рассмотрим гены с максимальным уровнем
повышения активности. Восемь генов характеризо-
вались транскрипционной активностью, превыша-
ющей таковую в растущих клетках в 8‒10 раз (в таб-
лице выделены голубой заливкой). Два из них
(yceO и yncJ) кодировали белки с неизвестной
функцией, функция шести генов позволяла пред-
полагать их роль в переходе бактериальных кле-
ток в покоящееся состояние. Высокий уровень
экспрессии гена csgB, дополняемый повышен-
ным в 2 раза уровнем экспрессии гена csgA свиде-

Таблица 3. Гены, представленные максимальным числом прочтений

Клетки
Количество
прочтений 

мРНК
Ген Продукт (функция) гена

Активные 2926225 aspA Аспартат-аммоний-лиаза
3024222 ompA Белок наружной мембраны А
3102452 pflB Формиатлиаза 1
3200888 fusA Фактор элонгации цепи EF-G
3508555 gapA Глицероальдегид-3-фосфат дегидрогеназа А
3508766 tufA Фактор элонгации EF-Tu 1
3632342 raiA Белок холодового шока, ассоциированный с 30S субъединицей рибосом
6453556 lpp Синтез липопротеина муреинового слоя
7216487 ompF Порин наружной мембраны F

ПФ 130465 rbsD Пираназа D-рибозы
133624 cspE Белок холодового шока, фактор антитерминации транскрипции,

участвует в плавлении РНК, связывает ssДНК
149375 rmf Фактор модуляции рибосом
153274 pspA Фаговый белок-регулятор
253939 ompF Порин наружной мембраны F
425157 raiA Белок холодового шока, ассоциированный с 30S субъединицей рибосом
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Таблица 4. Гены, экспрессия которых возрастает в ПФ в 2 и более раз по сравнению с растущими клетками. Гены,
активность которых возрастает в 8 и более раз, выделены жирным шрифтом и подписаны в первом столбце. Фа-
говые гены выделены жирным шрифтом с подчеркиванием в первом столбце

Ген Продукт гена

Стрессоадаптация
pspB Активатор транскрипции оперона psp operon
pspA Белок-регулятор шоковых белков
acrS Репрессор транскрипции оперона acrAB (синтеза токсина AcrAB‒TolC)
ynaE Белок холодового шока
ydfK Белок холодового шока
ynfN Белок холодового шока
cspI Шоковый белок
pspG Шоковый белок G

Биопленки (адгезия и коллективное поведение)
ecpR Предполагаемый регулятор транскрипции оперона ecp
csgB – 10 раз Белок малой субъединицы белка фимбрий типа курлей
csgA Амилоидный белок фимбрий типа курлей
ycgZ Белок регуляции биопленок и кислотоустойчивости
ymgA Белок регуляции биопленок
ymgC ‒ 8 раз Белок адаптации к низкой температуре и др. стрессам, образования биопленок
ariR Белок регуляции биопленок и кислотоустойчивости
ypdI Предполагаемый липопротеин, участвующий в синтезе колановой кислоты
yraI Предполагаемый периплазматический шаперон пилина
ydeQ Предполагаемый адгезин типа фимбрий
ydeR Предполагаемый адгезин типа фимбрий
ydeS – 10 раз Предполагаемый адгезин типа фимбрий

Оболочки (мембраны, периплазма)

cpxP – 10 раз Периплазматический ингибитор оперона cpx

kdpA Субъединица А АТФ-зависимой транслоказы К+

kdpB Субъединица В АТФ-зависимой транслоказы К+

kdpC Субъединица С АТФ-зависимой транслоказы К+

ybfB Предполагаемый мембранный белок

artJ Периплазматический связывающий белок системы транспорта аргинина ABC

ycdU Предполагаемый белок внутренней мембраны

ompG Белок внешней мембраны G

ynbA Белок внутренней мембраны
yneM Белок внутренней мембраны
ynbB ‒ 8 раз Предполагаемая синтаза диглицеридов CDP
yiaW Белок внутренней мембраны DUF3302
yjbT Предполагаемый периплазматический белок

Метаболизм
rspB Предполагаемая Zn-зависимая NAD(P)-связывающая оксидоредуктаза
argF Орнитин-карбамаил-трансфераза профага CP4-6
trpE Компонент I антранилат-синтазы
argC N-ацетил-гаммаглутамилфосфатредуктаза, NAD(P)-связывающая
argI Орнитин-карбамаил-трансфераза 1
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тельствовал об интенсивном биосинтезе белков
внеклеточного матрикса (“курлей”), формирую-
щих дополнительный адгезивный слой поверх
клеточной стенки формирующихся ПФ и пред-
полагающих дальнейшее существование ПФ в
прикрепленном состоянии на границах раздела фаз
(Hammer et al., 2007). Аналогичное заключение мо-
жет быть сделано в отношении гена ydeS, вместе с
также активно транскрибируемыми генами ydeQ
и ydeR кодирующего вероятный фимбрия-подоб-
ный адгезивный протеин. Ген ymgC также связан
с формированием биопленок, особенно в стрес-
совых условиях (Domka et al., 2007; Kannan et al.,
2008; White-Ziegler et al., 2008). Ген ynbB отвечает
за синтез фосфатидцитидилтрансферазы, фер-
мента, связанного с фосфатидилинозитольной
сигнальной системой и обусловливающего встра-

ивание белков во внутреннюю мембрану E. coli
(Sato et al., 2019).

На этом фоне роль гена yhhZ (кодирует пред-
полагаемый полиморфный токсиновый белок се-
мейства Hcp1) может определяться его колици-
но-подобной активностью тРНКазы (как условия
для остановки процесса трансляции). Активность
токсин‒антитоксиновых модулей характерна для
образования персистеров (Maisonneuve, Gerdes,
2014; Alkasir et al., 2018), что согласуется с нашим
предположением о том, что персистеры являются
предшественниками ПФ (Мулюкин и соавт., 2015).
Наконец, еще одним свехэкспрессируемым в ПФ
геном являлся cpxP, кодирующий периплазмати-
ческий адапторный белок, который ингибирует
индукцию стрессовой реакции при неправильной
упаковке белков (Thede et al., 2011), а также спо-
собствует DegP-опосредованному протеолизу не-

Регуляция пролиферации (клеточное деление, консервация рибосом)
dicB Белок-ингибитор клеточного деления профага Qin
rmf Фактор модуляции рибосом

Функциональность генома-ДНК (системы токсин/антитоксин, иммунитета, транспозазы)
yhhZ – 10 раз Предполагаемый токсин семейства Hcp1 с колициноподобной ДНКазной и тРНКазной актив-

ностью
yhhH Предполагаемый антитоксин токсина RhsB семейства NTF2, фактор иммунитета
yjcF Белок с пентапептидными повторами YjcF
yhhI Предполагаемая транспозаза
ydcC Предполагаемая транспозаза с повторами H-типа
ybfD Предполагаемая транспозаза с повторами H-типа
insK Транспозаза типа В мобильного элемента IS150

Гены без специфических выявленных (известных) функций
Регуляторы транскрипции (пока без функций)

ygeH Предполагаемый регулятор транскрипции
yagA Предполагаемый регулятор транскрипции профага CP4-6
Фаги
ydaE Белок профага Rac
ydfD Белок профага Qin
ybcV Белок профага DLP12
ydfD Белок профага Qin

С неизвестными функциями
yceO –10 раз Белок с неизвестной функцией
ybeR Белок с неизвестной функцией
yqeJ Белок с неизвестной функцией
yqeK Белок с неизвестной функцией
yncJ – 10 раз Белок с неизвестной функцией
yncH Белок с неизвестной функцией
yjbL Белок с неизвестной функцией

Ген Продукт гена

Таблица 4. Окончание
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правильно свернутых белков (Isaac et al., 2005).
По сути, это наиболее сильно индуцированный
член регулона Cpx, который улавливает различ-
ные типы экстрацитоплазматических стрессов и
устраняет их, чтобы гарантировать выживание
организма и, как показывает настоящее исследо-
вание, обеспечить его переход состояние глубо-
кого покоя. Очевидно, что функции этих генов
важны при созревании ПФ.

Из других генов отметим наиболее важные:

Функция генов kdp ‒ транспорт К+. Его роль в
формировании ПФ заключается в следующем. В
конце стационарной фазы, когда в популяции до-
статочно энергетических субстратов, и позже в
фазу лизиса, когда остается функциональной ма-
лая доля клеток-персистеров (будущих покоя-
щихся клеток), этот транспортер нужен для энер-
гозависимой накачки ионов К+ в клетку. Когда
энергодающие системы клеток угасают, и форми-
руются собственно ПФ, этот белок осуществляет
пассивный транспорт К+ по градиенту концен-
трации (в дополнение к его выходу по порам,
формирующимся в цитоплазаматческой мембра-
не (Эль-Регистан и соавт., 1985; Бухарин и соавт.,
2005). Вынос воды с ионами К+ приводит к обез-
воживанию цитоплазмы и ее витрификации, что
является важнейшим механизмом покоя у микро-
организмов (Parry et al., 2014).

Чрезвычайно важным видится повышенная
активность гена dicB, кодирующего белок-ингиби-
тор деления клеток (Labie et. al., 1990; Masuda et al.,
2012).

Репрессирование системы выброса токсинов
AcrAB‒TolC (ген ингибитора этой системы ‒
acrS) обусловлено тем, что в ее активности в не-
растущей клетке нет необходимости.

Активация блока генов, связанных с адгезией
и образованием биопленок, обусловливает повы-
шенную выживаемость популяции в состоянии
биопленок в ходе созревания ПФ.

Очевидной и важной для ПФ видится функция
гена rmf, продукт которого, фактор модуляции
рибосом, во время стационарной фазы преобра-
зует незрелые рибосомы 70S в димерную форму
(90S рибосомы), которые преобразуются в неак-
тивные 100S рибосомы (процесс “рибосомальной
спячки”) (Wada et al., 1995). Димеризация рибо-
сом ведет к подавлению связывания аминоацил-
тРНК, останавливает синтез белка, одновремен-
но делая рРНК более устойчивой к деградации,
что может быть оценено как универсальный ме-
ханизм перехода в покоящееся состояние. Такой
механизм зафиксирован также и в VBNC и клет-
ках-персистерах (Kim et al., 2018).

Активность генов c повышенной в ПФ актив-
ностью, регулирующих активность ДНК, может

Рис. 4. Функциональные группы генов, важных для формирования покоящихся клеток E. coli.
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быть связана не с образованием ПФ, а с подготов-
кой к их пробуждению. Нейтрализация ингиби-
тора клеточного роста продуктом гена yhhH вы-
глядит более востребованной в фазе пробуждения
ПФ в благоприятных условиях, а не при их фор-
мировании.

Активность четырех транспозаз (yhhI, ydcC, ybfD,
insK) также видится более связанной с функциони-
рованием клеток, образующихся из проросших
ПФ. Известно, что популяции, вырастающие из
ПФ, характеризуются расширенным диссоциатив-
ным спектром по сравнению с активно растущими
культурами (Solyanikova et al., 2011; Соляникова и
соавт., 2013, 2017; Ivshina et al., 2015). При этом од-
ним из двух механизмов переключения фенотипов
является сайт-специфическая рекомбинация, ос-
нованная на наличии в переключаемых генах IS-
элементов (van der Woude, Bäumler, 2004). Фер-
ментами, обеспечивающими функционирование
таких генов, являются рекомбиназы и транспозазы
(относящиеся к одному классу ДНК-узнающих
рекомбиназ). Наличие широкого спектра диссо-
циантов обеспечивает максимальную вероятность
выживания популяции бактерий, вырастающих из
ПФ, в чем и заключается биологический смысл вы-
сокой активности транспозаз в ПФ.

Часть генов относится к генам с неизвестной
функцией, и эти гены являются резервом для ис-
следования механизмов формирования покоя-
щихся клеток.

Путь превращения растущих клеток в зрелые
ПФ состоит из нескольких ключевых стадий:
дифференциация растущих клеток на клетки-пер-
систеры, переход в стационарную фазу, автолиз
большей части клеток, созревание персистеров в
покоящиеся клетки. По литературным данным к
генам, важным для формирования персистеров, от-
носятся некоторые системы токсин‒антитоксин,
сигнальные системы с участием ррGрр и SOS-от-
вета (Maisonneuve, Gerdes, 2014). Однако, против
нашего ожидания, мРНК генов, важных для фор-
мирования клеток персистеров, в нашем исследо-
вании не найдено, за исключением некоторых ге-
нов токсин‒антитоксиновой системы, что также
указывает на завершенность повышенной актив-
ности таких генов к моменту начала формирова-
ния покоящихся клеток и, поэтому, отсутствия
транскриптов этих генов в ПФ.

Большая часть генов ожидаемо снижала ак-
тивность при переходе из активного состояния в
покоящееся (приложение S1). Однако пятна-
дцать генов снижали свою активность в 200 и бо-
лее раз (табл. 5). Рассмотрим их фунции.

Наиболее выраженная репрессия зафиксиро-
вана для расположенных рядом и совместно
транскрибируемых генов treB и treC, вовлеченных
в процесс транспорта и метаболизма трегалозы
(Klein et al., 1995). Зафиксированное снижение в

ПФ уровня экспрессии генов treB и treC в 2‒4 тыс.
раз относительно экспоненциально растущих
клеток свидетельствует о практически полном
выключении рассматриваемого транспортного и
метаболического процессов.

Существенно ингибируемым в ПФ оказался и
процесс транспорта железа белком внешней мем-
браны FecA, функционирующим также как при-
емник и передатчик сигнала для инициации
транскрипции fec-оперона (Sauter et al., 2004).
Уровень экспрессии гена fecA снижался в 1460
раз, что ожидаемо кратно подавляло транскрип-
цию расположенных рядом генов fecE, fecD, fecC и
fecB, кодирующих структурные белки ABC-
транспортера цитрата железа.

Еще одной группой генов, активность которых
существенно угнеталась в ПФ, оказались гены,
связанные с транспортом и метаболизмом орга-
нических кислот и аминосахаров:

ген nanA, продукт которого катализирует аль-
дольное расщепление N-ацетилнейраминовой
(сиаловой) кислоты с образованием пирувата и
N-ацетилманнозамина;

ген garD, ответственный за утилизацию D-га-
лактарата, и ген garP, кодирующий предполагае-
мый переносчик D-галактарата;

ген nagB, отвечающий за деградацию глюкоза-
мина, что также сопровождалась нарушением
транспорта названного аминосахара вследствие
снижения экспрессии рядом расположенного ге-
на nagE;

ген mglB, отвечающий за транспорт D-галакто-
зы/метилгалактозида;

гены manX, manY и manZ, в совокупности отве-
чающие за функционирование маннозо-специ-
фической фосфотрансферазной системы.

В транскриптоме ПФ также обнаружено выра-
женное снижение экспрессии фермента энерге-
тического метаболизма фосфоглицератмутазы,
катализирующего взаимопревращение 2- и 3-
фосфоглицерата в гликолитическом и глюконео-
генном путях (активность гена gpmM подавлена в
247 раз), а также нарушение метаболизма амино-
кислот как следствие снижения экспрессии пери-
плазматической L-аспарагиназы (продукта гена
ansB) – в 200 раз.

Таким образом, совокупность полученных дан-
ных свидетельствует о комплексном подавлении
процессов транспорта и метаболизма низкомолеку-
лярных соединений в ПФ E. coli К12 MG1655, в ря-
де случаев сопряженных с нарушением энергети-
ческого метаболизма. Тем самым данный результат
хорошо согласуется с устоявшимися представлени-
ями о гипо- и анабиотическом статусе покоящихся
форм неспорообразующих бактерий (Kaprelyants
et al., 1993; Бухарин и соавт., 2005), позволяющем им
длительно сохранять свою жизнеспособность.
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Полученные нами данные соотносятся с ана-
логичными, полученными другими исследовате-
лями.

Транскриптомный анализ созревания ПФ ми-
кобактерий (Wu et al., 2016) выявил, что снижает-
ся активность генов трансляции и транскрипции,
гены клеточного деления сначала активируются,
а к моменту созревания ПФ снижают активность
на несколько порядков, что согласуется с нашими
данными. Гены энергетического метаболизма в
большинстве активируются до 1000 раз, гены сиг-
нальных систем и факторов транскрипции вели
себя разнонаправлено: некоторые сигма-факто-
ры и факторы транскрипции индуцировались,
синтез других подавлялся. В нашей работе мРНК
факторов транскрипции в ПФ не активирова-
лись.

В покоящихся некультивируемых клетках
M. tuberculosis (Ignatov et al., 2015), как и в нашей
работе, было отмечено снижение уровня мРНК
на порядок (в 30‒50 раз). В них сохранялись мРНК,
кодирующие ферменты биосинтеза, белки, участ-
вующие в процессах адаптации и репарации, де-
токсикации и контроле инициации транскрипции,

а также некодирующие малые РНК. Повышение
активности отмечено для генов синтеза НАДН-де-
гидрогеназы II (ndhA) и системы взаимодействия
этого патогена с хозяином PE-PGRS (51 ген из 62
был активирован), большинство генов основного
метаболизма активированы не были. Однако поко-
ящиеся некультивируемые клетки M. tuberculosis су-
щественно отличаются от ПФ E. coli.

Анализ транскриптома при созревании спор
грамотрицательных миксобактерий (Müller et al.,
2010) выявил, что при созревании спор миксобак-
терий подавлялись в наибольшей степени гены
энергетического метаболизма, низкомолекуляр-
ных интермедиатов, синтеза и оборота белка,
клеточных оболочек, регуляторов, а активирова-
лись – передачи сигнала, транскрипции, метабо-
лизма ДНК. Данный паттерн активации генов весь-
ма отличен от E. coli и других грамотрицательных
бактерий.

В работе (Dong, Bauer, 2015) исследовали тран-
скриптом форм покоя (цист) других грамотрица-
тельных бактерий, родоспирилл. При созревании
цист повышалась активность (экспрессия) следу-
ющих генов: транспорт неорганических ионов,

Таблица 5. Гены, уровень транскрипции которых снижался в покоящихся клетках E. coli К12 MG1655 относи-
тельно экспоненциально растущих клеток в 200 и более раз

Ген Продукт гена/функция Функциональный
блок (см. табл. 2)

Кратность
понижения 

уровня 
экспрессии

ansB Периплазматическая L-аспарагиназа I 200
garP Предполагаемый переносчик D-галактарата I 204
gpmM Фосфоглицеромутаза III (кофактор-независимая) I/III 247
manY Маннозо-специфический фермент фосфотрансферазной 

системы (IIC компонент)
I 252

manX Маннозо-специфический фермент фосфотрансферазной
системы (IIA и IIB компоненты)

I 280

yeiQ Предполагаемая НАД-зависимая D-маннонатоксидоредуктаза I/III 290
nagE N-ацетилглюкозамин-специфический фермент фосфотрансферазной 

системы (IIC, IIB и IIA компоненты)
I 302

tdcE 2-кетобутиратформиат-лиаза (пируватформиат-лиаза) I/III 311
mglB D-галактоза/метилгалактозид-связывающий периплазматический 

белок
I 348

nagB Глюкозамин-6-фосфатдезаминаза I/III 364
garD D-галактаратдегидрогеназа I/III 552
nanA N-ацетилнейраминалиаза I/III 732
fecA Белок внешней мембраны ‒ переносчик цитрата железа, приемник

и передатчик сигнала для инициации транскрипции fec-оперона
I 1459

treC Трегалозо-6-фосфатгидролаза I/III 1867
treB Трегалозо-специфический фермент фосфо-трансферазной системы 

(IIB и IIC компоненты)
I 4302, 585
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движение клеток, оборот белков, метаболизм липи-
дов и углеводов, энергетический. Такая ситуация
естественна для начала процесса созревания ПФ.

Для анализа наших данных представляет осо-
бый интерес работа Arunasri et al. (2014), в кото-
рой исследовали транскриптом длительной ста-
ционарной фазы E. coli, в которой речь идет об
условиях, аналогичных нашей работе. Этой груп-
пой выявлено, что в поздней стационарной фазе
существенно меняется экспрессия 95 генов (22 –
активируются, 73 – подавляются). Активирова-
лись 9 генов, связанных с метаболизмом ДНК,
IS-элементами и транспозицией генов, 2 гена с
Н-повторностями, 3 гена метаболизма, а подав-
лялись ‒ связанные с синтезом белка, транспортом
и метаболизмом, что совпадает с нашими результа-
тами. В силу иного акцента указанных исследова-
ний, авторы работы Arunasri et al. (2014) не связы-
вали активность генов с созреванием ПФ.

Интересно, что в ПФ бацилл, спорах, найдено
всего 23 типа транскриптов (Keijser et al., 2007),
тогда как в ПФ E. coli присутствуют транскрипты
практически всех генов. Очевидно, что такая си-
туация происходит по причине принципиальной
разницы спор и цистоподобных ПФ.

Таким образом, можно заключить, что:
(1) впервые проведен транскриптомный ана-

лиз форм глубокого покоя, цистоподобных поко-
ящихся клеток E. coli;

(2) впервые показано присутствие в них суще-
ственного количества мРНК практически всех ге-
нов;

(3) количество мРНК по сравнению с экспо-
ненциальным ростом в пересчете на одну клетку
снижено в 13.5 раз, но она функционально полно-
ценна;

(4) в ПФ обнаруживаются транскрипты боль-
шинства генов; транскрипты распределены по
клеткам популяции не равномерно, только не-
большая часть генов представлена транскрипта-
ми во всех клетках популяции. Поэтому клетки
популяции ПФ крайне гетерогенны по представ-
ленности транскриптами – во всех клетках рабо-
тают лишь самые нужные гены, а большая часть
генов может быть активна лишь в некоторой ча-
сти клеток популяции, что обусловливает гетеро-
генность клеток популяции;

(5) только 21% генов представлены транскрип-
тами в каждой клетке. Эти гены важны для реали-
зации самых важных функций (core-metabolism).
Остальные гены, которых большинство, очевид-
но, кодируют ферменты с функциями, без кото-
рых в условиях опыта можно выжить. Эти гены
обусловливают гетерогенность популяции. Одна
группа клеток имеет ферменты и системы, даю-
щие им преимущество в данных условиях роста,
такие клетки составляют доминирующий фено-
тип. Часть клеток, не имеющая важных белков,

будет проигрывать конкуренцию клеткам доми-
нантного фенотипа и медленнее расти, они состав-
ляют минорные фенотипы. В последнем случае
клетки могут иметь преимущества при изменении
условий роста (в пределах видовых пределов роста
и развития);

(6) причиной наличия мРНК в покоящихся
клетках, очевидно, является ингибирование ак-
тивности гидролаз, включая РНКазы, что харак-
терно для ПФ;

(7) разработанный алгоритм расчета диффе-
ренциальной активности генов на основе учета
количества РНК в одной клетке позволил вычле-
нить наиболее активные гены. Использование
альтернативных алгоритмов выявляло число ге-
нов с повышенной активностью в ПФ относи-
тельно растущих клеток на порядок больше, что
затрудняет проведение анализа;

(8) гены, представленные в ПФ транскриптами,
представлены тремя онтогенетическими группа-
ми – а) специфическими для ПФ, важными для
формирования ЦПК; б) неспецифическими,
оставшимися от предыдущих стадий развития;
в) важными для последующих стадий – прораста-
ния и активного роста. Функционально эти гены
относятся к группам:

обеспечивающим функциональность генома
(ДНК) (токсин/антитоксиновая система, имму-
нитет, транспозазы;

связанным с функционированием оболочек
клетки (мембраны, периплазмы);

метаболизма;
образования и функционирования биопленок

и связанного с этим коллективного поведения;
стрессоадаптации;
регуляции пролиферации (клеточное деление,

консервация рибосом).
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Abstract—The transcriptome of Esherichia coli cystlike dormant cells was investigated. RNA content in a sin-
gle dormant cell was 0.26 fg, i.e., 13.5 times less than in a cell of a growing culture. The presence of mRNA in
E. coli dormant cells has not been reported previously. The pools of gene reads for the dormant and growing
cells were characterized, as well as the differential expression of all genes, calculated according to the special
algorithm considering the average mRNA amount in a single cell. The notion of the genes active in every cell
of the population was introduced. In each cell of the dormant and growing E. coli population, such genes were
represented by the transcripts of 21 and 16% of the genes, respectively. The revealed cell heterogeneity in the
set of active genes is one of the reasons (and forms) of heterogeneity of bacterial populations. Sixty genes were
revealed, for which activity increased twice or more during formation of E. coli dormant cells. These were the
genes responsible for genome activity, structure and properties of the cell envelope, cell proliferation, stress
adaptation, biofilm formation and functioning, and collective behavior, as well as the genes providing for sur-
vival of the cell population during germination of the dormant cells.
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