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Формирование бактериальных биопленок является важным фактором развития хронических инфек-
ционных заболеваний, требующим поиска эффективных путей сдерживания этого процесса. Установ-
лено, что гексуронаты, являющиеся компонентами пектинов, не влияют на формирование биопленок 
пробиотическим штаммом Escherichia coli Nissle 1917 и его адгезивные свойства, но снижают эффек-
тивность формирования биопленок штаммом E. coli K-12 MG1655, усиливая его адгезию к клеткам 
кишечной карциномы человека. Показано, что регуляторы метаболизма гексуронатов UxuR и YjjM 
вовлечены, наряду с cAMP-CRP, в контроль подвижности, адгезии и формирования биопленок E. coli 
K-12 MG1655. Важную роль также играют закодированные в гене uxuR нетранслируемые РНК, кото-
рые ингибируют транскрипцию с гена основного σ-фактора подвижности.
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Формирование биопленок делает бактериальные 
клетки более защищенными от внешних факторов, 
что в случае патогенных бактерий приводит к раз-
витию хронических заболеваний, трудно поддаю-
щихся антибиотикотерапии. Так, например, актив-
но образующие биопленки уропатогенные штаммы 
Escherichia сoli являются причиной развития 80% 
инфекций мочеполового тракта (Kaper et al., 2004). 
При этом, хотя E. сoli является самой изученной 
бактерией, мы все еще не понимаем, что запускает 
процесс формирования биопленок. Для их разви-
тия E. coli должна обладать способностью не только 
к адгезии, но и к подвижности, обеспечивающей до-
ступ к поверхностям (Wood et al., 2006). Транскрип-
ция всех генов, кодирующих белки, вовлеченные 
в процессы подвижности, находится под контролем 
сигма-фактора подвижности FliA (RpoF, σ28) (Bertin 
et al., 1994). В регуляции образования биопленок ча-
сто задействован сигма-фактор стационарной фазы 

(RpoS, σ38), а также белок CsgD, контролирующий 
экспрессию генов белков, участвующих в сборке за-
витков (curli-пили), транспорте и синтезе структур-
ных компонентов биопленки (Hammar et al., 1996). 
Усиленная подвижность, напротив, мешает коло-
низации, а адгезия бактерий к поверхности является 
важным начальным этапом образования биопленки, 
дальнейшее развитие которой зависит совсем от дру-
гих факторов. За синтез фимбрий отвечают белки 
FliC и FliD, и при удалении их генов, как и генов бел-
ков-адгезинов (fimA, fimI, csgBA), происходит сильное 
угнетение роста биопленок E. coli (Pratt, Kolter, 1998). 
В переключении образа жизни бактерий от планк
тонного к биопленке могут быть задействованы ме-
таболические регуляторы, например, CsrA (Jackson 
et al., 2002), CRP (Jackson et al., 2002b), BssS (YceP) 
и BssR (YliH) (Domka et al., 2006), и нетранслируемые 
РНК CsrB и CsrC, модулирующие функционирова-
ние CsrA (Gudapaty et al., 2001).

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Важным фактором адгезии бактериальных 
клеток к различным поверхностям является при-
сутствие тех или иных метаболитов. Например, 
D-манноза снижает образование биопленок E. coli 
K-12 MG1655, вероятно, за  счет ее  связывания 
с  пилями первого типа и  блокировки адгезии 
к эпителиальным клеткам (Rodrigues et al., 2009). 
Клинические исследования показали, что прием 
D-маннозы и повышение ее уровня в моче сни-
жают частоту инфекций мочевыводящих путей 
(Mehta et al., 2018). На исход заболеваний, вызы-
ваемых E. coli и Citrobacter rodentium, влияет доступ-
ность сахаров пектина – гексуронатов – в рационе 
(Jimenez et al., 2019).

У E. coli гексуронаты, D-галактуронат и  его 
оптический изомер D-глюкуронат, метаболизи-
руются до 2-кето-3-деоксиглюконата через шунт 
Эшвелла, а затем до пирувата по пути Энтнера‒
Дудорова (Peekhaus, Conway 1998). Способность 
к их утилизации играет важную роль в колониза-
ции E. coli организма млекопитающих (Peekhaus, 
Conway 1998; Fabich et al., 2008). Мутации в генах, 
кодирующих ключевые ферменты превращения 
галактуроната, приводят к снижению эффектив-
ности колонизации кишечника мыши (Fabich 
et al., 2008), что было подтверждено в более позд-
нем исследовании (Jimenez et al., 2019).

Транскрипция генов всех ферментов и транс-
портеров пути Эшвелла контролируется белком 
UxuR, который может образовывать гетероди-
меры с ExuR; в регуляцию также вовлечены YjjM 
и cAMP-CRP (Suvorova et al., 2011; Tutukina et al., 
2016). Интересно, что с гена uxuR, помимо основ-
ного белкового продукта, синтезируются РНК, 
способные ингибировать fliA (Tutukina et al., 2023).

Целью исследования была оценка степени уча-
стия регуляторов пути Эшвелла в адгезии и фор-
мировании биопленок бактериями штамма E. coli 
K-12 MG1655 и влияния гексуронатов на эффек-
тивность этих процессов. Кроме того, мы иссле-
довали роль LeuO, который является регулятором 
подвижности и способности к колонизации бак-
терий рода Salmonella (Guadarrama et al., 2014).

Штаммы и  условия культивирования. В  ра-
боте был использован стандартный лаборатор-
ный штамм Escherichia coli K-12 substr. MG1655 
(U00096.3), его производные с удаленными генами 
yjjM, crp, uxuR, exuR, leuO, штамм c выключенной 
трансляцией белка UxuR (K-12 ΔuxuR-tr) и пробио-
тический штамм E. coli Nissle 1917, чистая культура 
которого была выделена из препарата “Мутафлор”. 
Эффективность формирования биопленок оценива-
ли как описано в (Fuentes et al., 2015). Посевным ма-
териалом служила 18-часовая культура, выращенная 
при 37°С и перемешивании 121 об./мин на среде LB 
(1% триптон, 0.5% дрожжевой экстракт “Oxoid”, 
Великобритания; 1% NaCl “Хеликон”, Россия). 
Поскольку одной из  целей исследования была 

оценка влияния источников углерода на формиро-
вание биопленок, культуры растили на минималь-
ной среде M9 (48 мM Na2HPO4, 22 мМ KH2PO4, 
8.5 мМ  NaCl, 18.7 мМ  NH4Cl, 2 мМ  MgSO4, 
1 мМ CaCl2 (все “Amresco”, “Хеликон”, Россия) 
с добавлением 5% LB и 0.2% источника углерода 
(D-глюкозы, D-маннозы (“NeoFroxx”, Германия), 
D-глюкуроната или D-галактуроната (“Sigma”, 
США). Среды стерилизовали в  течение 20 мин 
при 121°C с помощью автоклава Tuttnauer MK2450 
(Израиль). Источники углерода фильтровали че-
рез 0.22 мкм PES фильтры (“Millipore”, США). 
Формирование биопленок оценивали после роста 
культуры в 96-луночных планшетах (“Sarstedt”, 
Германия) в течение 48 ч в микроаэробных усло-
виях, для создания которых были использованы 
пакеты AnaeroGen™ (1 пакет на контейнер объе-
мом 4.8 л; “Oxoid”, Великобритания). Оптическую 
плотность измеряли при λ = 600 нм на Synergy H1 
(“BioTek”, США).

Оценка подвижности, эффективности адгезии 
и образования биопленок. Подвижность оценива-
ли на чашках Петри с 0.3% LB-агаром, как описа-
но ранее (Fuentes et al., 2015). Адгезию к клеткам 
линии карциномы кишечника человека CaCo-2 
оценивали по  протоколу, описанному в  работе 
(Verma et al., 2016). Интенсивность формирова-
ния биопленок оценивали после окрашивания 
кристаллическим фиолетовым (Fuentes et  al., 
2015) при λ  =  570 нм  на Synergy H1 (“BioTek”, 
США).

Анализ экспрессии генов. РНК выделяли с по-
мощью TriZol (“Invitrogen”, США) из всего со-
держимого лунки (планктонная культура вместе 
с биопленкой). Для обратной транскрипции было 
взято 50 нг РНК (с учетом выделения из одной 
лунки планшета, это максимально возможное коли-
чество). Реакцию проводили с геноспецифическими 
праймерами (табл. 1) в соответствии с протоколом 
производителя.

Реакцию количественной ПЦР проводили 
на амплификаторе DT-lite (“ДНК-Технология”, 

Таблица 1. Праймеры для ОТ-ПЦР в реальном времени
Название 
праймера Последовательность нуклеотидов

hns_PCR 5ꞌ-CGCAGGCAAGAGAATGTAC-3ꞌ
hns_RT 5ꞌ-GCAGTTCGTTCGGGTCAATA-3ꞌ
fliA_PCR 5ꞌ-CTATGCTGGATGAACTCGCA-3ꞌ
fliA_RT 5ꞌ-GCGTTGCGGCCAAGTTCCTG-3ꞌ
csgD_F 5ꞌ-CTTTGCAGGCGACAGCTCTC-3ꞌ
csgD_R 5ꞌ-TCCTGCTCAAAGTATCCTGC-3ꞌ
csrC_F 5ꞌ-CCATAGAGCGAGGACGCT-3ꞌ
csrC_R 5ꞌ-ACGGGTCTTACAATCCTTG-3ꞌ
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Россия) с  использованием qPCRmix-HS SYBR 
(“Евроген”, Россия), как описано в  работе 
(Bessonova et al., 2023). В качестве отрицательного 
контроля использовали пробы с РНК, проведен-
ные через реакцию обратной транскрипции без 
добавления фермента. В  качестве house-keeping 
референса использовали hns (Tutukina et al., 2016). 
Количественный анализ уровня экспрессии прово-
дили при помощи метода 2–ΔΔCt относительно дикого 
типа (wt) варианта K-12.

Статистическую обработку проводили в Microsoft 
Excel с использованием непарного критерия Стью-
дента (различия считали значимыми при p ≤ 0.05). 
Каждый эксперимент проводили не менее чем в трех 
биологических и четырех технических повторах.

Влияние источников углерода и исследуемых фак-
торов транскрипции на способность E. coli к адгезии 
к клеткам кишечной карциномы человека CaCo-2. 
На первом этапе мы оценили влияние делеции ге-
нов, кодирующих потенциальные регуляторы про-
цессов адгезии и формирования биопленок, на эф-
фективность прикрепления клеток E. coli штамма 

K-12 MG1655 к клеткам кишечного эпителия че-
ловека. Делеция leuO немного увеличивала эффек-
тивность адгезии (рис. 1а), что согласуется с дан-
ными группы А. Ишихамы (Shimada et al., 2011). 
В мутантах по генам регуляторов uxuR и exuR ста-
тистически значимого изменения эффективности 
адгезии не происходило, и мы наблюдали очень 
большие разбросы в результатах.

Статистически достоверное снижение прикре-
пления происходило при удалении гена глобаль-
ного регулятора CRP и, особенно, при удалении 
гена одного из регуляторов метаболизма гексуро-
натов YjjM (рис. 1а). Оказалось, что делеция yjjM 
существенно увеличивает подвижность E. coli K-12 
MG1655 (рис. 1б), а комплементация плазмидой 
pLAX_YjjM приводит к  возврату подвижности 
на уровень дикого типа.

YjjM контролирует метаболизм L-галактоната, 
в частности, его превращение в D-тагатуронат, ко-
торый также может образовываться из D-галак
туроната в пути Эшвелла. Данные, полученные 
в работе (Jimenez et al., 2019), свидетельствовали 
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Рис. 1. а – Оценка влияния удаления leuO, uxuR, crp, exuR, yjjM на адгезию E. coli K-12 к клеткам кишечного эпителия 
CaCo-2; б – подвижность клеток E. coli K-12 в 0.3% LB агаре; в – адгезия E. coli K-12 MG1655 и E. coli Nissle 1917 
к клеткам CaCo-2 в присутствии 0.2% D-галактуроната, D-глюкуроната или D-маннозы.
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о способности гексуронатов усиливать адгезивные 
свойства клеток дикого типа, но особенно интересно 
было оценить их влияние на способность к прикре-
плению мутантных штаммов. Как видно из рис. 1в, 
добавление гексуронатов, действительно, на несколь-
ко порядков повышало количество клеток штамма 
K-12 MG1655, прикрепленных к эпителию кишеч-
ника человека, а манноза, как и предполагалось, на 
адгезию практически не влияла. В отсутствие uxuR 
и yjjM активаторного эффекта гексуронатов на адге-
зию E. coli K-12 MG1655 либо не наблюдалось, либо 
он был существенно ниже (рис. 1в).

Таким образом, YjjM ингибирует подвижность 
и активирует способность клеток E. coli K-12 MG1655 
к адгезии, а также, наряду с UxuR, необходим для 
активации адгезии в присутствии гексуронатов. При 
этом прикрепление к клеткам эпителия кишечни-
ка пробиотического штамма Nissle 1917 не зависело 
от присутствия в среде гексуронатов (рис. 1в).

Влияние источников углерода и исследуемых фак-
торов транскрипции на способность E. coli к обра-
зованию биопленок. Как и в случае с адгезией, уда-
ление leuO и exuR не приводило к существенным 

изменениям эффективности формирования био-
пленок бактериями E. coli K-12 MG1655, а  при 
удалении uxuR наблюдался сильный разброс полу-
ченных значений (рис. 2а). Удаление crp и yjjM су-
щественно снижало образование биопленок, что 
подтверждает их способность активировать дан-
ный процесс. При добавлении к среде субстрата 
гликолиза, D-глюкозы, рост биопленок также зна-
чительно снижался (рис. 2б), что было ожидаемо 
вследствие снижения потребности в источнике пи-
тания (Jackson et al., 2002b).

Несмотря на  то что гексуронаты являют-
ся менее энергодающими субстратами, эффект 
D-галактуроната оказался сравнимым с D-глюкозой. 
При добавлении D-глюкуроната образование био-
пленок уменьшалось до уровня, сопоставимого с их 
ростом в присутствии D-маннозы (рис. 2б), которая 
уже используется в качестве добавки при лечении 
хронических бактериальных заболеваний. На штамм 
E. coli Nissle 1917 гексуронаты не влияли.

Влияние CRP, Yj jM, UxuR и  малых РНК 
на экспрессию генов ключевых регуляторов под-
вижности и образования биопленок. На  рис. 2г 
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Рис. 2. а – Формирование биопленок (данные по трем планшетам в одном эксперименте). Штаммы описаны в легенде; 
б – влияние источника углерода на эффективность образования биопленок E. coli K-12 MG1655 и E. coli Nissle 1917; в ‒ 
схема участков гена uxuR, удаленных в штаммах E. coli K-12 MG1655 ΔuxuR и ΔuxuR_tr. По оси ординат отложены скоры 
PlatProm, отражающие вероятность инициации транскрипции в конкретной точке. Место синтеза регуляторных РНК 
выделено розовым; г – динамика экспрессии генов csgD, fliA и csrC в E. coli K-12 MG1655 при удалении uxuR, crp и yjjM.
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приведена динамика изменения экспрессии генов, 
кодирующих основные регуляторы процессов био-
пленкообразования (CsgD) и подвижности (FliA), 
а также малую РНК CsrC, в делеционных мутантах 
по генам uxuR, yjjM и crp. Эффекты от удаления leuO 
и exuR незначительны (данные не приведены), что 
согласуется с результатами экспериментов по ад-
гезии и формированию биопленок. Поскольку ген 
uxuR кодирует не  только фактор транскрипции, 
но и регуляторные РНК, ингибирующие подвиж-
ность бактерий за счет связывания с промоторной 
областью fliA (Tutukina et al., 2023), мы использо-
вали два варианта мутантов ‒ с полностью удален-
ным геном (ΔuxuR) и с выключенной трансляцией 
белка (ΔuxuR-tr) (схема приведена на рис. 2в). При 
удалении uxuR наблюдалась сильная активация fliA, 
сопровождавшаяся сильной дисперсией, что согла-
суется с данными экспериментов по образованию 
биопленок. В трансляционном же мутанте эта акти-
вация пропадает и повышается уровень csgD-мРНК, 
что подтверждает ингибиторную роль закодирован-
ных в uxuR малых РНК в отношении подвижности 
кишечной палочки дикого типа. В мутанте по yjjM 
такой сильной дисперсии уже не  наблюдается: 
почти во всех случаях происходит активация fliA, 
как и ожидалось по результатам других экспери-
ментов. Кроме того, YjjM, по-видимому, напря-
мую активирует малую РНК CsrC: при удалении 
yjjM экспрессия ее гена ингибирована более, чем 
в 50 раз (рис. 2г). При удалении crp активируется 
сsgD, но ингибируется csrC, что согласуется с по-
казанным ранее опосредованным влиянием CRP 
на образование биопленок.

Таким образом, гексуронаты влияют на про-
цессы адгезии дикого типа E. coli K-12 MG1655 
и  ее способность к  формированию биопленок. 
Поскольку D-глюкуронат, усиливая адгезию ди-
кого типа E. coli, одновременно снижал формиро-
вание им биопленок (рис. 1) и не влиял на проби-
отический штамм E. coli Nissle 1917 (рис. 1в и 2б), 
его можно рассматривать в качестве потенциаль-
ной пребиотической добавки. YjjM и глобальный 
регулятор cAMP-CRP являются активаторами 
процессов формирования биопленок и адгезии, 
а ключевой регулятор пути Эшвелла UxuR и за-
кодированные в гене uxuR нетранслируемые РНК 
необходимы для нормального функционирования 
этих процессов. Полученные нами данные полно-
стью подтверждают то, что метаболизм гексурона-
тов по пути Эшвелла и Энтнера‒Дудорова играет 
важную роль в успешной колонизации E. coli ки-
шечника хозяев.
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Abstract. The formation of bacterial biofilms is an important factor of the chronic infection development, 
which requires the search for effective ways to prevent it. Here, it was found that hexuronates did not 
affect the biofilm formation by the probiotic strain Escherichia coli Nissle 1917 and its adhesive properties 
but reduced the efficiency of biofilm formation by the E. coli K-12 MG1655 strain, enhancing its adhesion 
to human intestinal carcinoma cells. It was shown that the regulators of hexuronate metabolism, UxuR 
and YjjM, are involved, along with cAMP-CRP, in  the control of motility, adhesion and biofilm 
formation of E. coli K-12 MG1655. In addition, untranslated RNAs encoded in the uxuR gene play 
an important role inhibiting the main sigma factor of motility.
Keywords: biofilms, adhesion, Escherichia coli K-12 MG1655, Nissle 1917, hexuronate metabolism, UxuR, 
YjjM (LgoR)
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