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В обзоре рассмотрены механизмы поддержания жизнеспособности бактерий при неблагоприятных
воздействиях, основанные на индукции факторов гибернации рибосом, вызывающих торможение
синтеза белка посредством подавления функций рибосом. К факторам гибернации относятся рибо-
сом-связывающие белки, инактивирующие 70S рибосомы (RaiA), формирующие неактивные
100S димеры рибосом (RMF, HPF) или действующие в различных фазах трансляционного цикла
(RsfS, YqjD, SRA, EttA). Под воздействием факторов гибернации у части клеток популяции форми-
руется дормантное состояние, характеризующееся низкой скоростью метаболических процессов.
Это придает им свойство толерантности и, как следствие, способность к персистенции в присут-
ствии антибиотиков и стрессов. Обсуждается роль метаболических факторов (полиамины, индолы)
в регуляции уровня экспрессии генов гибернации.
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Синтез белка представляет собой один из фун-
даментальных процессов, составляющих основу
жизнедеятельности всех организмов. Несмотря на
значительный прогресс, достигнутый в последнее
время в понимании функционирования белоксин-
тезирующего аппарата, многие его аспекты все еще
нуждаются в изучении. Это, в частности, касается
ответной реакции со стороны рибосом на разнооб-
разные изменения условий внутренней и внешней
среды, воздействующих на бактерии и ведущих к
остановке роста и переходу части клеток популя-
ции в дормантное (“дремлющее”) состояние [1].
Покоящиеся дормантные клетки характеризуют-
ся замедлением процессов метаболизма, образо-
вания энергии, биосинтеза и пролиферации, на
которые воздействует большинство антибиоти-
ков. В таких условиях антибиотики теряют актив-
ность, в результате чего дормантные клетки при-
обретают толерантность и способность персисти-
ровать, то есть сохранять жизнеспособность при
воздействии антибиотиков и стрессов. В отличие
от антибиотикорезистентных клеток, имеющих
генетическую природу устойчивости, персистор-
ное состояние формируется как результат физио-
логических отклонений метаболизма.

Одним из наименее изученных аспектов обра-
зования дормантных клеток является роль факто-

ров гибернации рибосом в регуляции функции
рибосом в ответ на стрессы и действие антибио-
тиков [2]. Известно, что около 60% глобальной
биомассы микроорганизмов, находящихся в
естественных условиях, испытывают постоян-
ное голодание и воздействие других стрессорных
факторов, способствующих формированию у
них состояния покоя [3, 4]. Когда бактерии под-
вергаются неблагоприятным воздействиям, про-
исходит замедление или полная остановка роста
за счет действия специализированных механиз-
мов, обеспечивающих снижение скорости энер-
гоемких биосинтетических процессов. При этом
в клетках поддерживается минимально необходи-
мый базовый уровень трансляции, за счет которо-
го обеспечивается синтез связанных с рибосома-
ми факторов, ответственных за снижение актив-
ности клеток. Часть из них вовлечена в процесс
гибернации рибосом [5]. Факторы гибернации
отвечают за ингибирование рибосом и снижение
активности трансляции, которая восстанавлива-
ется при возврате клеток к оптимальным усло-
виям. Структурно-функциональное разнообра-
зие факторов гибернации и формируемых ими
неактивных рибосомальных структур, по-види-
мому, имеет значение для специфической адап-
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тации клеток к разнообразным стрессам и воз-
действию антибиотиков.

Первооткрыватели персистенции связывали
ее формирование с замедлением скорости мета-
болических процессов и развитием дормантности
без изменения генетических свойств бактерий
[6]. Представления о природе персисторного со-
стояния как следствия развития дормантности
претерпевали изменения в связи с интенсивным
развитием направления, связанного с изучением
генетической природы адаптации бактерий, а
также химической природы сигналов, формируе-
мых в ответ на стресс [7, 8].

Концепция дормантности как фактора формиро-
вания персистенции. В настоящее время точка зре-
ния о дормантном состоянии как основной при-
чине образования персисторных клеток вновь
становится преобладающей [9, 10]. Во время экс-
поненциального роста у незначительной части
клеток (10–4–10–6) генетически гомогенной бак-
териальной популяции формируется дормантное
состояние за счет случайных (стохастических) от-
клонений в уровне экспрессии некоторых генов,
в частности, кодирующих глобальные регуляторы
метаболических процессов [11–13]. В основе объ-
яснения причины этих отклонений лежит кон-
цепция бистабильности генной экспрессии, со-
гласно которой различные гены за счет случайных
флуктуаций способны переходить из активного со-
стояния в неактивное [13, 14]. При этом случайное
сочетание отклонений метаболизма в различных
дормантных клетках, по-видимому, является ос-
новной причиной формирования их фенотипи-
ческой гетерогенности.

Постоянное присутствие в бактериальной по-
пуляции фенотипически гетерогеных дормант-
ных клеток, способных переживать воздействие
антибиотиков и стрессов, привело к формирова-
нию концепции уменьшения риска (bet-hedging)
как эволюционной стратегии выживания генети-
чески однородной популяции в динамически из-
меняемом окружении [15]. Таким образом, в по-
пуляции еще до начала летального воздействия
присутствует некоторое количество дормантных
клеток, способных к персистенции, что страхует
ее от полного уничтожения.

Коллектив авторов, руководимый Balaban
[16, 17], относит процесс формирования стоха-
стических персисторов к спонтанной персистен-
ции (spontaneous persistence), а образуемые при
этом персисторы предлагают обозначать как пер-
систоры Типа II. В отличие от них, персисторы
Типа I образуются в результате так называемой
индуцируемой персистенции (triggered per-
sistence), например, в результате развития дор-
мантного состояния в ответ на комплексное воз-
действие стрессов, формируемых при переходе
клеток в стационарную фазу [18]. В реализации

данного механизма участвуют такие компоненты
стрессорного ответа, как активные формы кисло-
рода, повреждающие ДНК и индуцирующие SOS
ответ [19], RpoS (σS-субъединица РНК-полиме-
разы) [20, 21], (p)ppGpp как основной регулятор
стринджент-ответа [22, 23] и другие [24]. Молеку-
лярные механизмы, принимающие участие в об-
разовании дормантных клеток, могут действовать
кооперативно, что приводит к фенотипической
гетерогенности групп дормантных клеток, обла-
дающих толерантностью к различным стрессам
[25–27]. Экспериментальное исследование пер-
систенции часто связано с использованием моде-
ли перехода периодической культуры бактерий в
стационарную фазу [28]. При этом сопутствую-
щие стрессы индуцируют факторы, формирую-
щие дормантное состояние, включая факторы ги-
бернации рибосом, что приводит к возрастанию
численности субпопуляции персисторных клеток
на несколько порядков (индуцируемая перси-
стенция).

В последнее время к идее самодостаточности
дормантного состояния как причины развития
персистенции стали возвращаться в связи с разви-
тием методов изучения молекулярных механизмов
на уровне индивидуальной клетки [29]. На основа-
нии результатов использования этих методов
предложена концепция глубины дормантности
(dormancy depth), от которой, как считают авторы,
зависит способность бактериальной клетки фор-
мировать персисторное состояние [30].

Известно, что спустя некоторое время после
переноса в оптимальные условия (лаг-период),
дормантные клетки способны “оживать” (resusci-
tate) и возобновлять рост (regrowth). Продолжи-
тельность лаг-периода (Tregrowth) прямо пропорци-
ональна глубине дормантности, которая зависит
от степени выраженности метаболических изме-
нений, обусловливающих уровень толерантности
бактериальных клеток к антибиотикам и их спо-
собность к персистенции. Согласно данным, по-
лученным на Escherichia coli, сравнительно низ-
кие уровни дормантности имеют персисторные
клетки, обозначенные как persister-FR (Fast Re-
growth), то есть персисторы, быстро возобновля-
ющие рост (Tregrowth < 12 ч), и persister-SR (Slow Re-
growth) – персисторы, медленно возобновляющие
рост (12 ч < Tregrowth < 40 ч). Максимальный уровень
глубины дормантности характерен для жизнеспо-
собных, но некультивируемых клеток (VBNC, via-
ble but non-culturable), которые могут пребывать в
этом состоянии практически неограниченное вре-
мя, но имеют значение Tregrowth > 3 сут [30].

В модели перехода бактерий из экспоненци-
альной фазы в стационарную глубина дормант-
ности возрастает пропорционально времени пре-
бывания клеток в стационарной фазе, вплоть до
формирования у них VBNC состояния [31–33].
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Количество дормантных клеток в периодической
культуре E. coli достигает максимума к 24 ч куль-
тивирования, после чего наблюдается снижение
их численности. При этом после 48 ч пребывания
клеток E. coli в стационарной фазе в популяции
появляются VBNC клетки [34].

Механизм перехода бактерий в дормантное со-
стояние связывают с образованием внутриклеточ-
ных структур, “агресом”, которые представляют
собой высокомолекулярные белковые агрегаты,
состоящие из белков, участвующих в основных
метаболических путях. При этом активность ката-
лизирующих метаболические превращения фер-
ментов в значительной степени утрачивается при
их включении в структуру агресомы, что рассмат-
ривается как основная причина развития дормант-
ности. Наряду с белковыми агрегатами, клетки
E. coli, испытывающие стрессорные воздействия,
характеризуются также способностью образовы-
вать несколько типов ДНК агрегатов в комплексе
с ДНК-связывающими белками DPS (DNA-bind-
ing protein of starvation) [35].

В результате процессов агрегации образуется
популяция структурно и функционально гетеро-
генных дормантных клеток, способных выживать
в специфических условиях меняющейся среды.
Восстановление нормального вегетативного состо-
яния клеток сопровождается переходом белков
агресомы в растворенное состояние, условием ко-
торого является достаточный уровень энергии, не-
обходимой для функционирования шаперонов и
протеаз, ответственных за данный процесс [36].

В последнее время функция АТФ как источни-
ка энергии для осуществления переходов между
дормантным и вегетативным состояниями бак-
териальных клеток существенно дополнена его
свойствами как одного из наиболее эффектив-
ных биологических гидротропов, ответственных
за поддержание нормальной обводненности бел-
ковых поверхностей и, соответственно, рефолдин-
га белков [37]. На основании данных о влиянии ин-
тенсивности метаболических процессов на вяз-
кость и текучесть отдельных участков цитоплазмы
считают, что уровень энергетического состояния
клеток играет существенную роль в образовании
и растворении белковых агрегатов [38]. При этом
низкие энергетические потоки способствуют пе-
реходу макромолекул (белки, нуклеиновые кис-
лоты) в агрегированное состояние и формирова-
нию дормантности.

Таким образом, персисторы представляют собой
субпопуляцию фенотипически гетерогенных бак-
териальных клеток, временно утративших способ-
ность к пролиферации за счет перехода в дормант-
ное состояние, что делает их способными пережи-
вать концентрации антибиотиков, летальные для
основной части популяции, и возобновлять рост и
размножение при переносе в оптимальные усло-

вия [39]. Это позволяет всей популяции поддер-
живать жизнеспособность на уровне, достаточ-
ном для появления и отбора более редких наслед-
ственно закрепленных мутаций резистентности к
антибиотикам [40–42]. Резистентные клетки, в от-
личие от персисторов, способны размножаться в
присутствии антибиотиков, что резко повышает
возможность их распространения в окружающей
среде и осложняет задачу борьбы с инфекцией.

Согласованное изменение транскрипционно-
трансляционного аппарата бактериальной клетки –
основа формирования персистенции. Существен-
ную роль в персистообразовании играют мета-
болические процессы, которые изменяются в
ответ на воздействие стрессов стационарной фа-
зы. В этот период формируются стрессорные отве-
ты на голодание, накопление токсических продук-
тов обмена, закисление, окислительный стресс и
другие неблагоприятные факторы. Перечисленные
процессы приводят к изменению типа генной экс-
прессии, уровень которой при этом снижается до
10% от значения, характерного для экспоненци-
ального роста, с преобладанием экспрессии генов
стационарной фазы [43] и реорганизацией генома
внутри нуклеоида [44, 45].

В ответ на исчерпание сахаров, транспортиру-
емых в клетку посредством фосфотрансферазной
системы (ФТС сахаров), и стресс голодания, ко-
торый сопровождается снижением синтеза ами-
нокислот, в клетке формируется стринджент-от-
вет (рис. 1). Он представляет собой согласованное
торможение биосинтеза белков, ДНК, РНК, пеп-
тидогликана, что сопровождается значительным
замедлением скорости роста, приводящим к сбе-
режению энергии в условиях голодания [46–48].
Ключевым регулятором стринджент-ответа явля-
ется гуанозинтетра(пента)фосфат (p)ppGpp, кото-
рый играет роль сигнала тревоги (alarm) и на этом
основании отнесен к группе соединений алармо-
нов (рис. 1а). Ответственными за поддержание
определенного уровня (p)ppGpp в клетках E. coli
являются стринджент-факторы – белки-фермен-
ты RelA и SpoT. Первый из них синтезирует
(p)ppGpp при взаимодействии тРНК, не связанной
с аминокислотой, с рибосомой, т.е. в ответ на ами-
нокислотное голодание, второй, в дополнение к
менее выраженной (p)ppGpp-синтетазной, облада-
ет также более значительной гидролазной активно-
стью (рис. 1б, 1в). Аминокислотное голодание
приводит к накоплению в цитоплазме клетки
тРНК, не связанных с аминокислотами, которые
взаимодействуют с А-сайтом рибосом. Такое со-
стояние рибосомы распознается RelA белком, ко-
торый, связываясь с 50S субъединицей рибосомы,
инициирует синтез (p)ppGpp. После диссоциации
RelA из рибосомального комплекса синтез может
быть продолжен. Высокое содержание (p)ppGpp в
клетках мобилизует метаболические ресурсы на
восполнение клеточного пула аминокислот, что



214

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 3  2022

ХАОВА и др.

Рис. 1. Стринджент-ответ, структура и регуляция активности факторов, ответственных за его формирование в бакте-
риальных клетках: а – синтез гуанозинтетрафосфата и гуанозинпентафосфата, (p)ppGpp, в реакциях, катализируемых
семейством белков RSH (RelA-SpoT homologue); б – доменная структура SpoT и RelA. Домены белков представлены в
порядке, отражающем их относительное расположение в белковой молекуле: гидролитический (HD), синтетический
(SYNTH), регуляторные (TGS, CC, ACT). Перечеркиванием обозначено отсутствие гидролазной активности; в – ме-
ханизм активности RelA; г – механизм регуляции (p)ppGpp-гидролазной и -синтетазной активностей SpoT при глю-
козном голодании. Пояснения к рисунку приводятся в тексте.
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приводит к образованию ацилированных тРНК,
их переносу с помощью фактора элонгации EF-Tu в
А-сайт рибосом и возобновлению трансляции.
Синтетазная активность SpoT изменяется при от-
клонении удельной скорости элонгации пептид-
ной цепи от максимальной [49, 50]. В регуляции
соотношения синтетазной и гидролазной актив-
ностей SpoT принимают участие также белки-ре-
гуляторы метаболизма, такие как ACP, Rsd и HPr
[51–53].

В настоящее время показано, что, наряду с адап-
тацией к стрессу голодания, стринджент-ответ вно-
сит существенный вклад в регуляцию многих
внутриклеточных процессов, связанных с ро-
стом, вторичным метаболизмом, вирулентно-
стью, биопленкообразованием и персистенци-
ей. Основной его регулятор, (p)ppGpp, вызыва-
ет глубокие изменения транскрипции, подавляя
синтез стабильных РНК и индуцируя экспрес-
сию генов, кодирующих ферменты биосинтеза
аминокислот и факторы стрессорного ответа. В
клетках E. coli идентифицировано более 50 мише-
ней для (p)ppGpp [54]. Действие этого алармона
затрагивает около 500 генов и направлено на
предотвращение бесполезной траты ресурсов при
неблагоприятных воздействиях [50, 55, 56].

К наиболее энергоемким процессам метабо-
лизма относится синтез белка. Поэтому одной из
мишеней (p)ppGpp являются рибосомальные
структуры на уровне регуляции экспрессии ге-
нов рибосомальных РНК, rrnB. Особенностью
их промоторной области является присутствие бо-
гатой ГЦ основаниями “дискриминаторной” по-
следовательности, связывание которой с (p)ppGpp
приводит к дестабилизации открытия промоторов
и ингибированию инициации транскрипции [57].

Реорганизация метаболических процессов при
формировании дормантного и персисторного со-
стояний в значительной степени обусловлена за-
меной основной вегетативной σD-субъединицы
РНК-полимеразы (σ70, RpoD) на альтернатив-
ные, в первую очередь σS (σ38, RpoS – фактор об-
щего стрессорного ответа), которая отвечает за
избирательную транскрипцию генов адаптации
клеток к многочисленным стрессам стационар-
ной фазы [45]. Основным фактором, ответствен-
ным за происходящие замены, является антисиг-
ма-фактор Rsd (регулятор σD-субъединицы) [58].
Через него осуществляется регуляция не только
транскрипционного профиля стационарных кле-
ток, но и их метаболизма. Rsd способен образовы-
вать комплекс с σD-субъединицей РНК-полиме-
разы, что приводит к ее инактивации и замене на
специфическую для стационарной фазы σS-субъ-
единицу в составе холофермента [59].

Наряду с заменой вегетативной σD-субъедини-
цы РНК-полимеразы на альтернативные субъеди-
ницы, Rsd способен, взаимодействуя с SpoT, сдви-

гать баланс его (p)ppGpp-cинтетазной и гидролаз-
ной активностей в сторону последней (рис. 1г).
Однако это может происходить только в условиях
глюкозного голодания [51]. Во время же нормаль-
ного роста Rsd присутствует в клетках в неактив-
ном состоянии в связанной форме с гистидин-со-
держащим белком HPr, переносчиком фосфатной
группы к ФТС сахарам. HPr способен также взаи-
модействовать с различными белками, оказывая
регуляторный эффект на широкое разнообразие
реакций углеродного и энергетического метабо-
лизма [60]. В отсутствие глюкозного голодания
HPr, находясь преимущественно в дефосфорили-
рованной форме, способен связывать Rsd и удер-
живать его от взаимодействия с другими белками,
в том числе с SpoT (рис. 1г). Преобладание фос-
форилированного состояния HPr при исчерпа-
нии в среде глюкозы приводит к высвобождению
Rsd, что открывает ему возможность, взаимодей-
ствуя с SpoT, сдвигать баланс активности в сторо-
ну гидролиза (p)ppGpp [51, 52, 61].

Обратный эффект описан для ацил-перенося-
щего белка ACP (рис. 1г). Исчерпание глюкозы со-
провождается снижением пула ацетил-CoA и жир-
нокислотным голоданием, во время которых ACP
переходит в деацилированное состояние и при свя-
зывании с SpoT усиливает его синтетазную актив-
ность [52, 53]. Наоборот, в условиях экспоненци-
ального роста ACP присутствует в ацилированной
форме и, связываясь с SpoT, сдвигает баланс его ак-
тивности в сторону гидролиза (p)ppGpp. Предпо-
лагается, что Rsd и ACP могут конкурировать меж-
ду собой за связывание с SpoT во время голода-
ния, оптимизируя при этом клеточный уровень
(p)ppGpp [52].

Показано, что чрезмерно высокая концентра-
ция алармона в клетке значительно ограничивает
синтез рибосом, тогда как слишком низкое его
содержание лимитирует уровень метаболических
белков E. coli [62]. Действие Rsd, ACP, HPr и, воз-
можно, других регуляторных белков в конечном
итоге направлено на поддержание концентрации
(p)ppGpp, оптимальной для обеспечения нор-
мального уровня экспрессии генов, ответствен-
ных за адаптацию к стрессу, в том числе генов ги-
бернации рибосом и, следовательно, персистооб-
разования как механизма адаптации бактерий к
разнообразным стрессам [10].

Таким образом, наряду со стрессорными отве-
тами, белок-белковые взаимодействия между Rsd,
HPr, ACP и SpoT способствуют сохранению согла-
сованного действия процессов транскрипции и
трансляции во время стационарной фазы [43].

Гибернация рибосом – основной механизм регу-
ляции синтеза белка в формировании персистенции.
Одним из наиболее действенных механизмов,
приводящих к быстрой инактивации уже присут-
ствующих в клетке рибосом при переходе бактерий
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в стационарную фазу, является индукция факторов
гибернации рибосом, синтез которых положитель-
но регулируется (p)ppGpp [2, 63]. Факторы гибер-
нации формируют неактивные рибосомальные
структуры, 70S мономеры и 100S димеры [43, 64,
65], а также осуществляют другие способы инги-
бирования рибосом на различных стадиях транс-
ляции. В результате этого в клетках стационарной
фазы образуются рибосомальные комплексы с
разной трансляционной активностью. Это дает
возможность бактериям оперативно реагировать
на изменения условий окружающей среды.

Действие факторов гибернации рибосом при-
водит к остановке роста клетки, при этом бакте-
рии сохраняют способность к его возобновлению
в течение 1–2 мин после возврата клеток к нор-
мальным условиям. Показано, что делеция ге-
нов, кодирующих факторы гибернации рибосом,
приводит к уменьшению выживаемости клеток в
стационарной фазе роста и при воздействии раз-
личных видов стресса, а также к снижению толе-
рантности к антибиотикам [2]. Кроме того, мак-
симальный уровень экспрессии генов гиберна-
ции рибосом наблюдается во время перехода
периодической культуры E. coli в стационарную
фазу [5, 21, 66]. Однако функциональная актив-
ность белков гибернации, отвечающих за их вы-
ход из комплекса с рибосомами и возобновление
роста дормантных клеток при переносе культуры
в свежую среду, возрастает пропорционально
длительности их пребывания в стационарной фа-
зе [5]. Это указывает на возможность того, что
факторы гибернации рибосом могли бы участво-
вать в регуляции длительности периода “пробуж-
дения”, а следовательно, и глубины дормантно-
сти бактериальных клеток [30].

Поскольку мишенью воздействия факторов
гибернации являются рибосомы, знание струк-
турно-функциональных особенностей этих орга-
нелл важно для понимания механизма действия
факторов гибернации.

Как известно, рибосома представляет собой
рибонуклеопротеидный комплекс, состоящий из
двух субъединиц: большой 50S и малой 30S. Боль-
шая субъединица содержит около 30 рибосомаль-
ных белков, 23S рРНК и 5S рРНК, тогда как ма-
лая субъединица состоит из 21 рибосомального
белка и 16S рРНК. На границе между двумя субъ-
единицами локализованы участки рибосомальных
РНК. Малая субъединица связывает мРНК благо-
даря расположению в ней фрагмента 16S рРНК,
комплементарного последовательности Шайна-
Дальгарно (SD) мРНК. Рибосома содержит 3 сай-
та связывания тРНК: А-, Р- и Е-сайты. В А-сайте
связывается аминоацил-тРНК, комплементар-
ная кодону мРНК.

Большая субъединица содержит в себе катали-
тический центр рибосомы, где происходит фор-

мирование пептидной связи между синтезирую-
щейся пептидной цепочкой, связанной с тРНК в
Р-сайте, и аминокислотным остатком, связан-
ным с тРНК в А-сайте. После пептидилтрансфе-
разной реакции происходит транслокация, в ре-
зультате которой тРНК, не связанная с аминокис-
лотой, временно находится в Е-сайте перед ее
выходом из рибосомального комплекса.

Трансляция состоит из 3 основных стадий: ини-
циации, элонгации, терминации (рис. 2). На пер-
вой стадии формируется 70S инициаторный ком-
плекс, который состоит из большой и малой
субъединиц, мРНК и инициаторной формил-
метионил-тРНК, связанной в Р-сайте. В тече-
ние элонгации происходит включение аминокис-
лотных остатков в растущую пептидную цепь. Ри-
босомальный комплекс, перемещающийся вдоль
мРНК, в конечном итоге приходит в контакт со
стоп-кодоном, индуцирующим терминацию, что
приводит к высвобождению синтезированного
полипептида.

Протекание всех стадий трансляции обеспе-
чивается вспомогательными факторами (рис. 2).
Первая стадия трансляции обслуживается тремя
факторами инициации: IF1, IF2 (ГТФаза) и IF3,
происходит за счет использования энергии гид-
ролиза фосфатной группы ГТФ и завершается
образованием комплекса 30S и 50S субъединиц
на мРНК с загруженной инициаторной тРНК в
P-сайте. Данные факторы модулируют аффин-
ность Р-сайта по отношению к инициаторной
формил-метионил-тРНК и настраивают сборку
инициаторного комплекса для обеспечения точ-
ного начала синтеза белка. На стадии элонгации
функционируют два фактора, являющиеся ГТ-
Фазами: EF-Tu и EF-G. Первый из них обеспечи-
вает точный подбор аминоацил-тРНК и формиро-
вание пептидной связи, после чего второй способ-
ствует транслокации. Завершается трансляция
благодаря функционированию факторов RF1 и
RF2, которые стимулируются третьим фактором –
ГТФазой RF3 и специфично распознают раз-
личные стоп-кодоны [2, 67]. Терминация завер-
шается освобождением вновь синтезированного
полипептида после распознавания стоп-кодона.
Рециклирующий фактор рибосом RRF совместно с
фактором элонгации EF-G подготавливают транс-
ляционный аппарат для последующих процессов
инициации (рециклирование).

Механизмы действия факторов гибернации ри-
босом. Гибернация рибосом почти повсеместно
встречается у бактерий, а также в пластидах рас-
тений [68]. Стрессорные воздействия или переход
бактериальных клеток в стационарную фазу со-
провождаются прекращением роста и диссоциа-
цией части рибосом на быстро деградирующие
30S и накапливающиеся по мере голодания 50S
субъединицы [5]. Кроме того, значительные из-
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Рис. 2. Схема цикла трансляции у прокариот. Пояснения к рисунку приводятся в тексте.
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менения трансляционного аппарата при стрессе
обусловлены димеризацией 70S рибосом с обра-
зованием неактивных 100S комплексов (рис. 3)
[69]. 100S димеры, отсутствующие в экспоненци-
альной фазе, формируются при переходе в стаци-
онарную фазу и далее сохраняются на всем ее
протяжении [70–73]. Они могут составлять до
40–60% от общего содержания рибосом в клетке
[2, 73]. 100S димеры способны быстро диссоции-
ровать на отдельные 70S рибосомы в течение
1 мин после наступления благоприятных усло-
вий [71, 74, 75].

У E. coli (как и остальных представителей гам-
мапротеобактерий) 100S димеры формируются
под воздействием двух факторов гибернации:
RMF (Ribosome Modulation Factor) и HPF (Hi-
bernation Promoting Factor) [76] (рис. 3). RMF
формирует 90S промежуточный димер, который
далее преобразуется, благодаря действию HPF, в
зрелый 100S димер [77] (рис. 4). В составе 100S
комплекса мономеры взаимодействуют друг с дру-

гом посредством 30S субъединиц, связанных
при участии RMF, расположенного в непосред-
ственной близости к рибосомальным белкам
S13, L13, L2 и Р-сайту [78].

Известно, что делеция гена rmf приводит к не-
способности бактерий формировать 100S рибо-
сомальные димеры [79]. Несмотря на кажущую-
ся вспомогательную роль HPF, делеционный
мутант по данному фактору также не образует
100S димеры.

Действие третьего фактора гибернации рибосом
RaiA (Ribosome-Associated Inhibitor A), прежние
названия YfiA и pY, обусловлено его способно-
стью связываться с 70S рибосомами и инактиви-
ровать их трансляционную функцию. Предпо-
лагается, что RaiA обладает антагонистически-
ми свойствами по отношению к фактору HPF,
препятствуя его связыванию с рибосомами, тем
самым сдвигая баланс между 100S димерами и не-
активными 70S мономерами в сторону послед-
них. Как известно, HPF и RaiA на 40% гомоло-

Рис. 3. Механизмы действия факторов гибернации рибосом E. coli. Пояснения к рисунку приводятся в тексте.
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гичны по аминокислотной последовательности
[71], а также имеют общий сайт связывания с ри-
босомами [69], что может быть причиной конку-
рентных отношений между ними. При этом RaiA,
взаимодействуя с рибосомами, блокирует их А- и
Р-сайты [80], чему способствует его удлиненный
С-терминальный домен, который, кроме того,
препятствует связыванию RMF с рибосомой и,
следовательно, подавляет образование димеров
(рис. 3, 4). Кроме того, сайт связывания RaiA пе-
рекрывается с сайтами связывания факторов
IF1, IF3, EF-G, тем самым нарушая нормальное
протекание процессов инициации и элонгации
[69]. Эти особенности структуры и локализации
RaiA обусловливают его способность стабилизи-
ровать и инактивировать 70S рибосомы [81]. Это
подтверждается тем, что в делеционных мутан-
тах ∆raiA содержание 100S рибосом выше, чем в
клетках дикого типа [71]. Таким образом, спо-
собность бактерий образовывать различные ри-
босомальные комплексы – RMF-HPF-100S или
RaiA-70S – обусловливает присутствие в клетках
гетерогенных неактивных рибосомальных струк-
тур, что, предположительно, делает их специфич-
ными для формирования персисторов, толерант-
ных к определенным антибиотикам и стрессам.

В отличие от представителей гаммапротеобак-
терий, имеющих факторы гибернации рибосом
RMF, HPF и RaiA, большая часть бактерий, не
относящихся к данной категории, а также пла-
стиды растений содержат единственный фактор
гибернации рибосом – lHPF (long HPF). Послед-
ний представляет собой гомолог фактора HPF,
который, в отличие от него, имеет удлиненный
С-терминальный домен, что дает lHPF возмож-
ность формировать неактивные 70S и 100S рибо-
сомы. При этом комплекс lHPF-70S является не
только интермедиатом 100S димера, но и пред-
ставляет собой зрелую неактивную форму, до-
полняющую пул неактивных рибосом, подобно
комплексу RaiA-70S [65, 77, 82].

Наряду с этим, среди бактерий и эукариот рас-
пространены альтернативные способы инактива-
ции рибосом, в том числе действующие при уча-
стии RsfS (Ribosome silencing factor S), еще одного
из представителей факторов гибернации рибосом
[83]. RsfS препятствует окончательной сборке ри-
босомы посредством связывания с 50S субъеди-
ницей через L14 рибосомальный белок (рис. 3).
Данный механизм гибернации, наряду с другими,
обеспечивает мобильную перестройку клеточно-
го метаболизма, обратимую при возникновении

Рис. 4. Модель формирования персисторов E. coli при участии факторов гибернации. Пояснения к рисунку приводят-
ся в тексте.
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благоприятных условий, когда комплекс RsfS c
50S субъединицей диссоциирует, а малые и боль-
шие субъединицы участвуют в сборке функцио-
нальных рибосом [83, 84].

Среди описанных факторов гибернации рибо-
сом представляет также интерес YqjD, который по-
средством своего N-терминального домена связы-
вается с 30S субъединицей в составе 70S или 100S
рибосомальных комплексов. В то же время С-тер-
минальный домен YqjD, содержащий трансмем-
бранный мотив, участвует в интеграции рибосо-
мальных комплексов во внутренней мембране
грам-отрицательных бактерий и, таким образом,
выводит их из клеточного метаболизма [85].

Фактор гибернации рибосом EttA (Energy-de-
pendent translational throttle A) является АТФ-свя-
зывающим белком семейства АВС-F [86] (рис. 3).
Его взаимодействие с рибосомой происходит в Е-
сайте, что вызывает ингибирование трансляции в
промежутке между формированием первой пеп-
тидной связи и первой транслокацией, индуциру-
емой фактором элонгации EF-G. Диссоциация
EttA происходит за счет гидролиза АТФ [87, 88].
Таким образом, особенностью действия EttA явля-
ется то, что он способен непосредственно воспри-
нимать уровень АТФ в бактериальной клетке и ин-
гибировать трансляцию в ответ на его снижение.

SRA (Stationary-phase-induced ribosome-associ-
ated) – небольшой белок 5 kDa, обнаруженный у
энтеробактерий. Известно, что SRA связывается
с 30S субъединицей рибосомы в стационарной фа-
зе [89]. ơS-зависимая транскрипция sra в условиях
стресса положительно регулируется сигнальной
молекулой (p)ppGpp, а также гистоноподобными
белками H-NS и FIS [89]. Поскольку SRA мало
изучен, его роль до сих пор остается до конца не
известной. Однако, основываясь на относитель-
но малочисленных экспериментальных данных,
можно предположить, что SRA имеет функцию,
сходную с таковой для факторов гибернации ри-
босом (рис. 3).

Механизмы диссоциации факторов гибернации
рибосом и снятия их ингибирующего действия ма-
ло исследованы. Известно лишь, что диссоциация
100S димеров у E. coli и Staphylococcus aureus
осуществляется высоко консервативным белком,
ГТФазой HflX, преимущественно при повышен-
ной температуре. При нормальных же условиях
культивирования более значительную роль в дис-
социации 100S димеров играют трансляционные
факторы RRF и EF-G [64, 82, 90].

На основании обобщения представленных в
литературе данных о механизмах, регулирую-
щих трансляционную активность рибосом, можно
прийти к заключению, что “биологическая целесо-
образность” регуляторных механизмов в первую
очередь обусловлена необходимостью избежать
непроизводительных затрат энергии на один из

самых энергоемких процессов – синтез белка – в
условиях неблагоприятных воздействий, несов-
местимых с ростом. В соответствии с этим, каж-
дая из рибосом, присутствующих в бактериаль-
ной клетке в данный момент времени, может
находиться как в активном, так и неактивном
состоянии, благодаря действию различных ме-
ханизмов гибернации рибосом, формирующих,
таким образом, гетерогенный набор их неактив-
ных форм.

Таким образом, гетерогенность рибосомаль-
ных структур играет ключевую роль в выживании
бактерий в меняющихся условиях окружающей
среды. Структурно-функциональное разнообра-
зие рибосом создает для бактериальных клеток
ряд преимуществ:

1. Гетерогенность – это страхующий механизм.
В случае, если по какой-либо причине не срабо-
тает один из механизмов гибернации рибосом,
его функции выполнит другой механизм.

2. Различные виды неактивных рибосом име-
ют разное соотношение скоростей ассоциации-
диссоциации с факторами гибернации, что поз-
воляет предположить возможность разграниче-
ния действия разных факторов гибернации во
времени.

3. Функциональная дифференциация различ-
ных факторов гибернации рибосом отражается
на эффективности их участия в противостоянии
стрессам разной природы.

Физиологическая роль факторов гибернации ри-
босом. Экспрессия факторов гибернации рибо-
сом находится под контролем механизмов обще-
го стрессорного ответа, включая rpoS регулон и
стринджент-ответ (рис. 1). Эти механизмы уни-
версальны и носят генерализованный характер,
то есть функционируют при различных стрессах,
и их действие охватывает значительную часть
клеточных процессов. Итогом является измене-
ние экспрессионного профиля клетки [91], в том
числе за счет индукции факторов гибернации ри-
босом, экспрессия которых находится на базовом
уровне в экспоненциальной фазе, но возрастает
при переходе в стационарную фазу [74, 83, 87, 92].

Известно, что транскрипция генов rmf, hpf и
raiA индуцируется сигналом стринджент-ответа,
(p)ppGpp, и не зависит от RpoS [2, 93]. В то же
время экспрессия yqjD находится под строгим
контролем RpoS [21, 85]. rpoS-регулон представ-
ляет собой совокупность генов, промоторы кото-
рых имеют сродство к ơS-субъединице РНК-поли-
меразы. Продукты этих генов выполняют разнооб-
разные функции в стационарной фазе, а также при
адаптации к различным стрессам [94, 95]. Зави-
симость экспрессии факторов гибернации рибо-
сом от разных стрессорных механизмов может
быть связана с разделением функций между ни-
ми. Наряду с (p)ppGpp, транскрипция rmf и raiA
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зависит также от транскрипционного регулятора
cAMP-CRP [96].

В результате регуляции экспрессии на тран-
скрипционном уровне белок RMF присутствует в
клетках только в течение стационарной фазы и де-
градирует в течение 1 мин после переноса клеток в
свежую питательную среду.

Результаты исследований показывают, что тран-
скрипция rmf индуцируется в ответ на разнообраз-
ные стрессы, включая аминокислотное голодание,
тепловой и холодовой шок, воздействие этанола
и бромистого этидия, осмотический шок, кислот-
ный стресс [65, 97, 98]. Остальные факторы ги-
бернации рибосом менее изучены, известно толь-
ко, что содержание RaiA в клетке также возраста-
ет в ответ на холодовой шок [80, 92].

Физиологическая роль факторов гибернации
рибосом заключается в выживании бактериаль-
ной клетки при воздействии неблагоприятных
условий. У большинства протеобактерий, в том
числе E. coli, описаны различные механизмы ги-
бернации, подробно рассмотренные в главе “Ме-
ханизмы действия факторов гибернации рибо-
сом” (рис. 3). Поскольку основные факторы ги-
бернации (RMF, HPF и RaiA) индуцируются в
присутствии (p)ppGpp и cAMP, их содержание в
клетке возрастает в стационарной фазе и состоя-
нии глюкозного голодания (рис. 4) [74, 99]. В то
же время, определенный уровень RaiA регистри-
руется также в экспоненциальной фазе [75]. Это
может играть существенную роль в тонкой на-
стройке процесса рибосомальной гибернации по-
средством конкуренции белковых факторов за
связывание с рибосомами. При этом обеспечива-
ется максимальное предохранение рРНК от рас-
щепления и быстрый возврат рибосом в активное
состояние после снятия голодания и стресса.

Сходную роль играет также другой рибосом-свя-
зывающий белок SRA (рис. 3), взаимодействующий
с рибосомами при лимитировании питательных
компонентов и переходе клеток в стационарную
фазу. SRA рассматривается как дополнительный
рибосомальный белок S22 30S субъединицы, кото-
рый функционирует как фактор гибернации рибо-
сом совместно с другим рибосом-связывающим
белком RimJ, играющим роль в созревании 30S
субъединицы [100]. Взаимодействие всех рибосо-
мальных белков с рРНК приводит к полной сборке
и созреванию рибосом. Кроме того, совместные
функции белков S22 и RimJ приводят к снижению
синтеза DnaA и, таким образом, участвуют в тон-
кой настройке инициации репликации. Таким об-
разом, данные факторы участвуют в синхрониза-
ции процессов транскрипции, трансляции и ре-
пликации в условиях стрессорных ситуаций.

Наиболее полная картина, дающая представ-
ление о физиологической роли факторов гибер-
нации, получена с использованием делеционных

мутантов по генам рибосомальной гибернации. В
частности, показано, что у мутантов ∆rmf сниже-
на выживаемость в стационарной фазе [72, 79] и
наблюдается более высокая чувствительность к
тепловому [101] и осмотическому шоку [102], а
также кислотному стрессу [97]. Мутанты ∆rsfS
проявляют сниженную выживаемость при пере-
носе клеток в бедную питательную среду и демон-
стрируют своеобразную динамику роста. После
смены питательной среды рост мутанта не отли-
чается от дикого типа, но в середине экспоненци-
альной фазы наступает внезапная остановка роста,
который восстанавливается только по истечении
12 ч дальнейшей инкубации [83]. На питательной
среде LB показана пониженная выживаемость му-
тантов ∆ettA [87].

Кроме того, делеция генов, кодирующих факто-
ры гибернации рибосом, снижает толерантность к
аминогликозидным антибиотикам, мишенью ко-
торых являются рибосомы. Бактерицидное дей-
ствие аминогликозидов, как известно, заключается
в ингибировании трансляции и образовании ано-
мальных белков, неспособных выполнять свои
функции [103]. Мутант ∆hpf демонстрирует сни-
женную толерантность к гентамицину, ∆rmf – к
гентамицину и нетилмицину [104], ∆yqjD – к не-
тилмицину [21].

В целом, анализируя результаты влияния ген-
ных делеций по факторам гибернации рибосом
можно прийти к заключению об их вовлеченно-
сти в процессы выживания бактерий в условиях
воздействия антибиотиков и стрессов.

Роль факторов гибернации рибосом в бактери-
альной персистенции. В последнее время внима-
ние исследователей к факторам гибернации ри-
босом возросло в связи с их возможным участием
в формировании персистенции. Условия среды
обитания бактериальных популяций, как извест-
но, переменчивы по ряду факторов, определяю-
щих скорость роста и характер метаболизма. Не-
оптимальные значения любого фактора среды
могут приводить к замедлению или полной оста-
новке роста, поэтому нормальными для микроор-
ганизмов в их естественном местообитании яв-
ляются переходные состояния между ростом и
его отсутствием. Одним из состояний, которые
характеризуются торможением пролифератив-
ных и метаболических процессов, является пер-
систенция.

Наиболее полно бактериальная персистенция
изучена в отношении действия антибиотиков.
Известно, что персисторы – это малочисленная
субпопуляция клеток, часто составляющая около
1% от общего их числа в популяции, которые на-
ходятся в дормантном состоянии и, благодаря
этому, не имеют мишеней для воздействия анти-
биотиков, нарушающих ростовые процессы. По-
этому персисторы часто, хотя и не всегда, обладают
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множественной толерантностью к антибиотикам.
После снятия воздействия антибактериального
препарата персисторные клетки способны возоб-
новить рост. В связи с этим персистенция пред-
ставляет собой основную причину рецидивов
инфекционных заболеваний [17, 27, 105–107].
Фенотипическая гетерогенность, лабильность,
стохастический и индуцибельный характер форми-
рования, полигенная природа, а также низкий уро-
вень содержания персисторов в популяции дела-
ют их трудно исследуемым объектом [107–109].

Показано, что ключевую роль в персистенции
играет (p)ppGpp – сигнальная молекула стрин-
джент-ответа [46, 110]. Несмотря на то, что уча-
стие (p)ppGpp в персистенции не подвергается
сомнению, окончательные механизмы его дей-
ствия до сих пор не установлены. Ранее счита-
лось, что алармон действует через токсин-анти-
токсиновые системы. Однако эта модель не при-
обрела достаточной доказательной базы [111].

На современном этапе одной из признанных
моделей формирования персистенции является
(p)ppGpp индукция персистообразования, опо-
средованная факторами гибернации рибосом
(рис. 4) [63]. Данная модель, которую авторы обо-
значили аббревиатурой PRDP (ppGpp ribosome di-
merization persister), основана на том, что ppGpp
генерирует персисторные клетки путем индукции
уровня экспрессии генов, кодирующих факторы
гибернации рибосом (RMF, HPF, RaiA), связыва-
ние которых с 70S рибосомами (RaiA) или участие
в образовании 100S димерных рибосомальных
комплексов (RMF, HPF) приводит к инактива-
ции функции рибосом. Эта гипотеза нашла экс-
периментальное подтверждение в том, что деле-
ционные мутанты по генам гибернации рибосом
демонстрируют существенное снижение частоты
персистенции при воздействии ампициллина и
ципрофлоксацина, наиболее выраженные в отно-
шении ∆rmf мутанта [63].

Наряду с (p)ppGpp, цАМФ также индуцирует
факторы гибернации RaiA, RMF, HPF в условиях
стресса (рис. 4). При этом данные сигнальные мо-
лекулы ингибируют фактор HflX, ответственный за
диссоциацию димеров рибосом. Это, в свою оче-
редь, приводит к образованию неактивных форм
рибосом и индукции персистенции. Возобновле-
ние поступления питательных веществ (глюкоза)
сопровождается дефосфорилированием EIIA бел-
ка ФТС системы, что вызывает падение активно-
сти аденилатциклазы и, соответственно, содер-
жания цАМФ в клетках (рис. 4). Это, в свою оче-
редь, активирует ГТФазу HflX, расщепляющую
100S димеры на функциональные 70S рибосомы.
Поэтому делеция гена, кодирующего ГТФазу HflX,
блокирует разделение рибосомальных димеров и
реактивацию рибосом, что делает невозможным
возврат персисторов в вегетативное состояние и,

таким образом, является еще одним прямым до-
казательством состоятельности представленной
гипотезы [63].

Роль метаболических факторов в регуляции син-
теза белков гибернации E. coli. Функции полиаминов
в тонкой настройке экспрессии генов гибернации.
Полиамины – продукты метаболизма аминокис-
лот орнитина, аргинина, метионина – несмотря
на сравнительную простоту химической структу-
ры, характеризуются многообразием функцио-
нальных активностей и вовлечены в разнооб-
разные процессы, связанные с ростом и регуля-
цией генной экспрессии. В клетках бактерий, в
частности E. coli, они представлены главным об-
разом путресцином (NH2(CH2)4NH2), сперми-
дином (NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2) и кадавери-
ном (NH2CH2(CH2)3CH2NH2) [112].

Ранние работы, посвященные выяснению ре-
гуляторных функций полиаминов, проведенные
с использованием in vitro систем белкового синте-
за, показали, что полиамины в 1.5–2 раза стиму-
лируют его скорость и повышают точность транс-
ляции опосредованно через положительный эф-
фект на сборку рибосом [113, 114]. Полиамины
дифференцированно повышают синтез некото-
рых рибосомальных белков, среди которых белки
S20 и L34 наиболее подвержены их воздействию
на уровне транскрипции, участвуя в связывании
рибосомальных субъединиц и 16S рРНК. Синтез
же большинства рибосомальных белков сбалан-
сирован и координированно регулируется в зави-
симости от скорости роста бактерий [115]. При
этом сборка 30S субъединицы рибосомы положи-
тельно модулируется полиаминами посредством
стимуляции ферментативного метилирования
двух соседних остатков аденина, располагающих-
ся на 3' конце 16S рРНК [116]. Кроме того, как уже
сказано выше, стимулирующий эффект поли-
аминов осуществляется на уровне синтеза поли-
пептидов на матрице мРНК, при этом действие
спермидина усиливается в условиях возрастания
содержания урациловых нуклеотидов в составе
мРНК [117].

Участие полиаминов в фосфолипидном обме-
не способствует стабилизации мембранной орга-
низации при повреждающих условиях среды, что
показано на примере воздействия на клетки E. coli
процедуры замораживания-оттаивания [118]. Опи-
сано большое число примеров стабилизирующих
эффектов полиаминов на различные клеточные
компоненты in vitro [119]. Ускоренный рост требу-
ет пропорционального возрастания синтеза фос-
фолипидов как основных мембранных компо-
нентов [120] и происходит за счет усиления их
синтеза и снижения скорости катаболизма [121].

Таким образом, ранние работы, описывающие
эффекты полиаминов, касались главным образом
активно пролиферирующих клеток и связаны с
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ускорением синтеза белка, а также положитель-
ным эффектом на системы фосфолипидного об-
мена.

Последующие направления исследования
функциональных активностей полиаминов по-
лучили свое развитие в связи с тем, что в клетках
эти соединения присутствуют главным образом в
виде комплексов с РНК, в том числе мРНК. Это
послужило основанием для отнесения генов, экс-
прессия которых регулируется при участии поли-
аминов, в группу, обозначенную как “полиами-
новый модулон” [122]. Данная функция поли-
аминов сохраняется даже в условиях остановки
роста, вызванной исчерпанием источников пита-
ния или воздействия неблагоприятных факторов,
включая антибиотики. При этом снижается не
только эффективность генной экспрессии до 10%
от уровня экспоненциального роста, но изменя-
ется также генно-экспрессионный профиль бак-
терий [44, 45]. Благодаря этому, полиамины спо-
собны оказывать стимулирующий эффект на
процесс трансляции белков, не только вовлечен-
ных в пролиферацию, но и повышающих выжи-
ваемость бактериальных клеток в ответ на стрес-
сорные воздействия [21, 123–125]. В настоящее
время описано три различных типа механизмов
положительной модуляции генной экспрессии
полиаминами, действующими на уровне транс-
ляции посредством взаимодействия с мРНК [122]
(рис. 5). Механизм первого типа функционирует в
мРНК с необычно большим расстоянием (12 нук-
леотидов вместо обычных 7) между стартовым ко-
доном и последовательностью Шайна-Дальгарно
(SD), ответственной за связывание мРНК с рибо-
сомой. В присутствии полиаминов (1 мМ сперми-
дина) это расстояние сокращается за счет образо-
вания вторичной структуры мРНК в данной обла-
сти, что приводит к сильной стимуляции процесса
инициации трансляции. Такой механизм действу-
ет для мРНК oppA, fecI (σ18), fis, rpoN (σ54), hns, rpoE
(σ24) stpA, emrR, rmf, rpoZ (ω), cpxR и soxR [117].

Примером второго типа регуляции является
положительный эффект полиаминов на трансля-
цию мРНК, где вместо AUG присутствует неэф-
фективный кодон инициации, осуществляющий
UUG- или GUG-зависимое связывание формил-
метионил-тРНК (fMet-tRNA) с cya, cra, spoT, uvrY,
frr (RRF) или gshA в комплексе мРНК-рибосома
(рис. 5).

Третий тип положительной модуляции генной
экспрессии характеризуется воздействием поли-
аминов на процесс терминации трансляции, что
сопровождается ускоренным освобождением за-
вершенных белковых молекул или стимулирует
+1 сдвиг рамки считывания на 26-м UGA кодоне
мРНК prfB, кодирующем RF2 фактор (рис. 5).
Этот механизм действует в отношении синтеза σ38

(RpoS), одной из альтернативных σ-субъединиц

РНК-полимеразы, ответственной за транскрип-
цию генов, чьи продукты обусловливают адапта-
цию E. coli к переходу в стационарную фазу роста,
голоданию, окислительному стрессу и другим
факторам среды, характерным для стационарной
фазы [126–128].

Стимулирующий эффект полиаминов на транс-
ляцию данной субъединицы проявлялся только в
отношении тех штаммов E. coli, у которых мРНК
RpoS содержит необычный 33 кодон в области тер-
минатора (UAG вместо обычного CAG) [78, 129].
Полиамины стимулируют считывание данного ам-
бер-кодона терминации как за счет повышения
уровня супрессорной тРНК, так и увеличения аф-
финности связывания Gln-tRNAsupE с рибосомами.
Мутация в данном положении часто встречается в
природных штаммах E. coli, чем обусловлена изби-
рательность эффекта полиаминов. Их стимулиру-
ющее воздействие не проявляется в отношении
других кодонов терминации (UGA, UAA), частота
встречаемости которых в различных штаммах со-
ставляет 29.3 и 63.1% соответственно [130]. Вслед-
ствие того, что UAG используется в качестве кодо-
на терминации в сравнительно небольшом числе
генов, происходит избирательная стимуляция по-
лиаминами трансляции мРНК RpoS, не затрагива-
ющая экспрессию основной части генов (рис. 5).

Известно, что полиамины функционируют во
многих клеточных процессах, в том числе в адап-
тации к стрессу [27, 131, 132]. Исходя из этого, ло-
гично выглядит возможность их вовлеченности в
регуляцию персистенции через положительный
эффект на экспрессию rpoS [66]. В то же время, до
сих пор мало изученными остаются возможные
функции полиаминов и других метаболических
факторов в регуляции процессов гибернации,
принимающих участие в формировании бактери-
альной персистенции. Исследование влияния ге-
нов гибернации рибосом rmf и yqjD на формиро-
вание персисторов, толерантных к нетилмицину,
показало, что делеционные мутанты по данным
генам имеют значительно более низкую частоту
персистенции по сравнению с родительским
штаммом. При этом наиболее существенный
вклад в формирование персисторов вносит rmf,
экспрессия которого стимулируется полиаминами
в соответствии с концентрационной зависимо-
стью [21, 133]. Сходная картина имеет место в мед-
ленно растущих клетках [73, 89]. Максимальная
стимуляция rmf в контрольном родительском
штамме совпадает по времени с наиболее значи-
тельным негативным эффектом делеционной му-
тации на уровень персистенции мутанта ∆rmf.
Это свидетельствует об опосредованном через rmf
участии полиаминов в формировании персистор-
ных клеток [21].

Одним из важных аспектов снижения белок
синтезирующей способности бактерий при воз-
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Рис. 5. Полиаминовый модулон. Три механизма стимуляции полиаминами белкового синтеза: 1 – преодоление огра-
ничения трансляции генов с необычно длинным участком мРНК между стартовым кодоном и последовательностью
Шайна–Дальгарно (SD) посредством образования вторичной структуры в данной области; 2 – увеличение трансля-
ции генов с неэффективными кодонами инициации UUG или GUG; 3 – положительная модуляция генной экспрес-
сии путем воздействия полиаминов на процесс терминации трансляции, сдвиг рамки считывания +1. Пояснения к
рисунку приводятся в тексте.

Три механизма стимуляции полиаминами
белкового синтеза

1. Большое расстояние между SD последовательностью и старт-кодоном
OppA, Fecl, Fis, RpoN, H-NS, StpA, EmrR, RMF, RpoZ, CpxR, SoxR

2. Инициация неэффективного старт-кодона
Cya, Cra, SpoT, UvrY, RRF, GshA

3. Супрессия и +1-сдвиг рамки считывания в нонсенс-кодоне
Rpos, RF2
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действии стрессов является возрастание активно-
сти, приводящей к расщеплению 16S рРНК в 30S
субъединицах рибосом [134–136]. Показано, что
при переходе в стационарную фазу в клетках
E. coli происходит фрагментация 16S рРНК, лока-
лизованная преимущественно на конце спирали 6
внутри 30S рибосомальной субъединицы [135].
Это сопровождается снижением белоксинтезиру-
ющей активности рибосомы [136] и может приво-
дить к задержке ее восстановления после возврата
клеток к оптимальным условиям роста, что само
по себе является эффективным механизмом ги-
бернации рибосом. Недавно показано, что дегра-
дация 16S рРНК обусловлена активностью эндо-
рибонуклеазы YbeY и экзорибонуклеазы RNase R,
вводящих разрыв на 3' конце 16S рРНК, локализо-
ванном между 30S и 50S субъединицами [5, 136]. В
последнее время опубликованы данные, свиде-
тельствующие, что накопление фрагментирован-
ных рРНК как в цельных рибосомах, так и в рибо-
сомальных субъединицах значительно возрастает
в отсутствие факторов гибернации рибосом [5].
Это указывает на возможность участия последних
в защитных механизмах, направленных на поддер-
жание целостности рибосомальной структуры.

В регуляции РНКазной активности принима-
ют участие как факторы гибернации рибосом, так
и полиамины, связывание которых с 16S рРНК в
определенных локусах приводит к подавлению
этой активности [5, 135, 136]. Описанный меха-
низм действует во время формирования клетками
ответа на стресс голодания, однако в отсутствие
факторов гибернации у делеционных мутантов в
местах их потенциального связывания происхо-
дит фрагментация 16S рРНК.

Важным фактором в стимуляции сборки 30S
субъединицы рибосом E. coli, как известно, явля-
ются полиамины [137]. Исходя из этого, стано-
вится понятной их функция, направленная, на-
ряду с рибосомальными белками и факторами ги-
бернации, на сохранение целостности 16S рРНК
и восстановление синтеза белка после снятия
стрессов стационарной фазы.

В течение длительного времени накоплен зна-
чительный объем данных о полиаминах как факто-
рах, способствующих осуществлению рибосомаль-
ных функций. Константы связывания полиаминов
с рибосомальными РНК, как опубликовано, со-
ставляют 0.18 × 104 M–1 для спермина и 2.2 × 103 M–1

для спермидина с числом сайтов от 0,11 аминов на
фосфат нуклеиновой кислоты для спермидина и в
более широком диапазоне (0.082–0.133) для спер-
мина [138]. Знание особенностей сайтов преиму-
щественного связывания полиаминов с РНК важ-
ны для понимания механизмов их участия в на-
стройке специфических функций рибосомальных,
транспортных и информационных РНК. В настоя-
щее время известно, что такие сайты представлены

в структуре РНК главным образом остатками аде-
нина и урацила и располагаются в слабо структу-
рированных областях, включая одноцепочечные
петли [135].

Одним из основных видов белковых мишеней
для вторичного мессенджера (p)ppGpp, ответ-
ственного за развитие стринджент-ответа, являют-
ся пиридоксальфосфат-зависимые декарбоксила-
зы алифатических аминокислот, включая инду-
цибельную лизиндекарбоксилазу (LdcI/CadA),
конститутивную лизиндекарбоксилазу (LdcC), ин-
дуцибельную аргининдекарбоксилазу (AdiA), иду-
цибельную орнитиндекарбоксилазу (SpeF) и кон-
ститутивную орнитиндекарбоксилазу (SpeC)
[48, 139]. Эти мультидоменные ферменты форми-
руют большие олигомерные комплексы, состоя-
щие из димеров (SpeF, SpeC) или декамеров (LdcI,
LdcC, AdiA). Индуцибельные ферменты вовлече-
ны в стрессорные ответы (кислотный стресс), то-
гда как конститутивные, в частности SpeC, вы-
полняют функции синтеза полиаминов.

Показано, что перечисленные ферменты способ-
ны с высокой аффинностью связывать (p)ppGpp,
что сопровождается ингибированием их актив-
ности. Это объясняется необходимостью сохра-
нения ресурсов аминокислот в условиях голода-
ния и стресса. Однако падение внутриклеточного
содержания полиаминов становится реальным
скорее лишь в поздней стационарной фазе. В то же
время, к моменту прекращения роста бактериаль-
ных клеток при переходе в стационарную фазу в
культуре накапливается достаточно высокая их
концентрация. В таких условиях полиамины спо-
собны осуществлять свои регуляторные функции
применительно к РНК на уровнях транскрипции
и трансляции, несмотря на ингибирование орни-
тиндекарбоксилаз как реакции на стринджент-
ответ. В том числе, это, по-видимому, касается
способности полиаминов оказывать положитель-
ное воздействие на содержание факторов гибер-
нации. Кроме того, в присутствии ГТФ и ГДФ воз-
можна активация ферментов синтеза полиаминов
и возрастание содержания их продуктов [48].

Естественные уровни полиаминов в бактери-
альных клетках могут контролировать структур-
но-функциональные свойства РНК, связанные с
синтезом белка. Кроме того, полиамины способны
модулировать множество дополнительных процес-
сов, обеспечивающих функции ДНК, таких как хе-
ликазная активность. Следовательно, изучение
процессов взаимодействия полиаминов с нуклеи-
новыми кислотами in vivo или in vitro может быть
высоко информативным с точки зрения выясне-
ния механизма гибернации рибосом [135].

Таким образом, полиамины обладают способ-
ностью осуществлять регуляцию клеточного мета-
болизма, положительно воздействуя на синтез ри-
босомальных белков, скорость сборки рибосом,
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общую скорость белкового синтеза, целостность
16S рРНК, а также генную экспрессию на уровнях
транскрипции, трансляции и терминации. Анализ
генов, входящих в группу полиаминового моду-
лона, свидетельствует о том, что на сегодняшний
день некоторые из генов гибернации рибосом от-
несены к этой группе [117].

Функции индола в регуляции активности фак-
торов гибернации рибосом и формировании перси-
сторного состояния бактериальных клеток. Индол
представляет собой гетероциклическое аромати-
ческое соединение [140], которое продуцируется
более чем 85 видами грам-отрицательных и грам-
положительных бактерий, включая их патоген-
ных и непатогенных представителей [141]. В по-
следнее время индол привлекает внимание при-
сущими ему свойствами сигнальной молекулы,
используемой как средство внутри- и межвидо-
вой коммуникации, причем не только между бак-
териальными видами, но и в их взаимодействии с
клетками организма-хозяина [141–144]. Образо-
вание индола зависит исключительно от количе-
ства экзогенного триптофана [145]. При этом клет-
ки E. coli конвертируют эту аминокислоту в равное
количество индола, конечный уровень которого в
среде может максимально достигать 5 мМ.

Несмотря на присутствие альтернативных
транспортеров (AroP и Mtr), продукция индола
зависит исключительно от белка TnaB, ответствен-
ного за транспорт триптофана из среды, который
далее расщепляется триптофаназой TnaA до индо-
ла и пирувата аммония [146, 147]. Это обеспечива-
ет условие, при котором в отсутствие экзогенного
триптофана TnaA не может гидролизовать внут-
риклеточный анаболический пул этой аминокис-
лоты и, таким образом, влиять на рост бактерий.

В настоящее время описано, по меньшей мере,
два типа действия индола: длительный, но низко-
уровневый “персистентный сигнал” и короткожи-
вущий высокоуровневый “пульс сигнал” [148, 149].
Первый из них (0.5–1.0 мМ индола) участвует в
формировании устойчивости к множественным
стрессам, тогда как второй, обусловленный крат-
ковременным возрастанием внутриклеточной
концентрации индола до 60 мМ в момент перехо-
да клеток в стационарную фазу, делает вклад в
выживание E. coli при голодании и участвует в
формировании персисторного состояния.

Индол, представляя собой межклеточный сиг-
нал в микробных сообществах [150], оказывает
многообразный спектр эффектов на физиологию и
метаболизм бактерий, включая образование биоп-
ленок [143], антибиотикорезистентность [151], об-
разование персисторных клеток [19], вирулент-
ность [152] и другие. Однако молекулярные мише-
ни и механизмы его действия все еще остаются
неясными. В частности, это касается роли индола
в формировании персисторного состояния у бак-

терий. Пульс индола в момент перехода бактерий
в стационарную фазу рассматривается как меха-
низм, вызывающий прекращение роста для со-
хранения ресурсов, обеспечивающих выживание
в новых условиях [148, 149].

Гены триптофаназы TnaA и транспортного
белка TnaB, входящие в tna оперон, находятся под
контролем cAMP/CRP-зависимого механизма
катаболитной репрессии и индуцируются на
уровне транскрипции при исчерпании углеводов
и переходе клеток в стационарную фазу [153]. Это
приводит к накоплению индола в клетках за счет
различий в скоростях его синтеза и выхода в сре-
ду. При этом ионофорные свойства индола, как
считают, могут быть ответственны за рассеивание
энергии трансмембранного потенциала протонов
и преждевременную остановку роста [149, 154]. В
то же время, низкое энергетическое состояние
бактерий рассматривается как один из факторов
формирования дормантности, способствующий
развитию персистенции [155, 156].

Наряду со стринджент-ответом, который при-
водит к синтезу (p)ppGpp, снятие катаболитной
репрессии при переходе в стационарную фазу ро-
ста или при воздействии стрессов сопровождает-
ся образованием цАМФ. Оба эти вторичных мес-
сенджера совместно индуцируют факторы гибер-
нации рибосом (RMF, HPF, RaiA), которые также
отвечают за формирование персисторов (рис. 4)
[2, 157].

В то же время, недавно показано, что субинги-
биторные (суб-МПК) (МПК – минимальная по-
давляющая концентрация) концентрации анти-
биотиков, в частности, аминогликозидов, могут
выступать в качестве сигналов, повышающих
продукцию индола [158]. В свою очередь, иссле-
дование отклика со стороны уровня экспрессии
различных генов на добавку индола показало
сильное возрастание уровня экспрессии фактора
гибернации рибосом raiA, что сопровождалось
100-кратным увеличением числа персисторов,
толерантных к аминогликозидам [158]. В то же вре-
мя, Заркан с соавт. [159] показали участие индола в
формировании специфических персисторов, толе-
рантных к фторхинолонам, посредством взаимо-
действия с АТФ-связывающим сайтом ДНК-гира-
зы, мишени антибиотиков данного класса. Не-
смотря на это, на основе широкого анализа данных
большинство авторов склонно считать, что в раз-
витии персисторного состояния преобладающи-
ми являются генерализованные эффекты индола
на метаболизм, приводящие к замедлению его
скорости и формированию неспецифической то-
лерантности к антибиотикам и стрессам [148]. К
подобным воздействиям можно отнести такие,
как: деэнергизация клеток и стимуляция экс-
прессии факторов гибернации рибосом.
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Роль индола в формировании персисторного
состояния недавно подтверждена на его есте-
ственных производных, индолокинах, представ-
ляющих собой нормальные продукты метаболиз-
ма бактерий [160]. Этот класс соединений в боль-
шом разнообразии представлен в различных видах
бактерий, входящих в консорциум микрофлоры
кишечника человека, прежде всего, в E. coli. При-
чем индолокины, как показано авторами, облада-
ют свойствами межвидовых сигналов между бак-
териями, с одной стороны, и человеком и расте-
ниями – с другой [160]. В последнем случае они
способны повышать врожденные иммунные от-
веты человека и растений.

Синтез индолокинов, в отличие от индола, ка-
тализируется не триптофаназой TnaA, а амино-
трансферазой аминокислот AspC путем переноса
аминогруппы от ароматических аминокислот,
включая триптофан, на 2-кетоглутарат как преоб-
ладающий косубстрат [161], чем обусловлено боль-
шое разнообразие индолокинов. Содержание этих
соединений возрастало в ответ на сублетальные
воздействия антибиотиков, окислительного стрес-
са и при переходе клеток в стационарную фазу, что
сопровождалось формированием персисторов. В
этот период активировалась функция факторов ги-
бернации рибосом, положительно регулируемых
индолами на транскрипционном уровне [2, 158].

Наряду с нормальными продуктами метабо-
лизма, индолокинами, синтезированы и иссле-
дованы также разнообразные индольные произ-
водные (индигоиды) [157], функции которых ав-
торы связывают с их способностью повреждать
мембраны и вызывать прямо противоположный
эффект, т.е. гибель персисторных клеток. Воз-
можно, что противоположные эффекты (индук-
ция персистенции [19, 160] либо киллерные
функции в отношении персисторов [157]), опи-
санные разными авторами для близких по струк-
туре индольных соединений объясняются суще-
ствованием тонкой грани между нарушением
энергетической функции мембран и их необра-
тимым изменением. При этом необходимо учи-
тывать также различия между глубиной дор-
мантного состояния, формируемого под воздей-
ствием различных индольных производных, от
которой зависит уровень персистенции. Выс-
шей степенью проявления глубины дормантно-
сти является формирование VBNC клеток, воз-
растание содержания которых в популяции мо-
жет создавать иллюзию гибели персисторов,
поскольку восстановление роста VBNC клеток
характеризуется значительно более длительным
лаг-периодом (Tregrowth) [30].

Получение эффективных средств на базе ин-
дольных производных, усиливающих действие
антибиотиков, делает необходимым их углублен-
ное изучение, в том числе применительно к дей-

ствию на факторы гибернации рибосом и перси-
стообразование.

* * *

Бактерии демонстрируют способность выжи-
вания в самых разнообразных условиях среды.
Это обусловлено высокой мобильностью их мета-
болизма, которая достигается за счет согласован-
ного действия регуляторных механизмов, участ-
вующих в формировании адаптивных ответов на
стресс. При неблагоприятных условиях среды ме-
ханизмы общего стрессорного ответа (стрин-
джент-ответ, rpoS-регулон, полиаминовый моду-
лон) индуцируют факторы гибернации рибосом,
которые переводят рибосомы в неактивное состоя-
ние. К факторам гибернации относятся рибосом-
связывающие белки, инактивирующие 70S ри-
босомы (RaiA), формирующие неактивные 100S
димеры (RMF, HPF) или действующие на других
стадиях трансляционного цикла (RsfS, YqjD, SRA,
EttA). Прекращение биосинтеза белков под дей-
ствием факторов гибернации вызывает замедление
клеточного метаболизма вплоть до полной останов-
ки роста и деления. Это способствует формирова-
нию в бактериальной популяции дормантных кле-
ток, обладающих свойствами фенотипической то-
лерантности ко многим антибиотикам и стрессам и
способных к персистенции. Механизм перехода
бактерий в дормантное состояние связывают с
их способностью образовывать внутриклеточ-
ные структуры, “агресомы”, которые представ-
ляют собой малоактивные высокомолекулярные
белковые агрегаты, состоящие из ферментов,
участвующих в формировании основных метабо-
лических путей. Обсуждается концепция глуби-
ны дормантности, согласно которой персистор-
ное состояние соответствует относительно более
низким уровням ее глубины, тогда как состояние
некультивируемости (VBNC) имеет максималь-
ное значение глубины дормантности. В регуля-
ции активности факторов гибернации рибосом
принимают участие продукты метаболизма бак-
терий, включая полиамины и индолы. Обсужда-
ются механизмы воздействия этих соединений на
функции факторов гибернации рибосом в про-
цессе формирования персисторного состояния.
При переносе дормантных клеток в оптимальные
условия происходит освобождение рибосом от
факторов гибернации, что приводит к восстанов-
лению нормального роста исходных клеток. В слу-
чае патогенных видов бактерий это вызывает ре-
цидивирующее течение инфекционного процес-
са. Поэтому исследование функции факторов
гибернации рибосом становится крайне важным
для практической медицины.

Работа поддержана грантом Российского На-
учного Фонда № 18-73-10156.
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The Ribosome Hibernation – Molecular Strategy of Bacterial Survival (Review)

E. A. Khaovaa, b, N. M. Kashevarovaa, and A. G. Tkachenkoa, b, *
a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, PFRC UB RAS, Perm, 614081 Russia

b Perm State University, Perm, 614990 Russia
*e-mail: agtkachenko@iegm.ru

In this review, the mechanisms of bacterial cell survival mediated through the suppression of ribosomal func-
tions by hibernation factors (HFs) are discussed. The HFs are the ribosome binding proteins displaying the
following activities: inhibition of translation by 70S ribosomes (RaiA), formation of the inactive 100S ribo-
some dimers (RMF, HPF) or disordering the protein synthesis at different stages in the translation cycle
(RsfS, YqjD, SRA, EttA). Hibernation factors initiate the formation of cell dormancy state that is character-
ized by low rate of metabolic processes responsible for the development of cell antibiotic tolerance and per-
sister cell formation. The role of metabolic factors (polyamines, indoles) in the regulation of the expression
levels of hibernation genes is discussed.

Keywords: bacteria, stress, ribosome hibernation, metabolism, adaptation, antibiotics tolerance, persistence
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