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In this review, we summarize the latest data concern­
ing the reactions of Escherichia coli to nonthermal 
terahertz radiation and the underlying molecular 
mechanisms. E. coli is the most simple and convenient 
model object for studying the effects of terahertz 
radiation: both its genetics and metabolism are 
well studied, and it is easily amenable to genetic 
engineer ing allowing one to create biosensors using 
promoters of genes activated by certain stress factors 
and the re porter GFP protein. Transformed E. coli cells 
containing biosensors can be used to visualize their 
reactions to terahertz radiation based on the intensity 
of GFP fluorescence. In this review, we present data 
on the response of certain E. сoli stress response 
sys tems to terahertz radiation obtained by us, as 
well as by other authors. We discuss experimental 
results for E. сoli/ pKatG­GFP, E. сoli/pCopA­GFP, and 
E. сoli/ pEmrR­GFP biosensors that are used to detect 
E. сoli genetic net works responding to oxidative stress, 
copper ion ho meostasis failures, and antiseptics, res­
pectively. The obtained data indicate that exposure 
to nonthermal terahertz radiation induces E. сoli 
gene networks of oxidative stress and copper ion 
homeostasis, but does not activate those responding 
to antibiotics, protonophores, or superoxide anions. 
The fact that E. сoli/pKatG­GFP and E. сoli/pCopA­GFP 
biosensors have different activation and reaction 
periods when exposed to terahertz radiation and 
natural inducers suggests that reactions of oxidative 
stress and copper ion homeostasis systems to tera­
hertz radiation are specific.

Key words: terahertz radiation; E. сoli stress response 
systems; biosensors.

Изложены результаты последних лет по изу чению реакции стрес­
совых систем Escherichia coli в ответ на нетер мическое воздейст­
вие терагерцового (ТГц) излучения. Наиболее простым и удобным 
объектом для изучения воздействия ТГц излу чения на живые 
объекты является бактерия E. сoli. Это связано с ее высокой изу­
ченностью как на молекулярно­генетическом, так и на метабо­
лическом уровне, а также c возможностью создания на основе 
промоторов ее стресс­активируемых генов и репор тер ного белка 
GFP геносенсорных конструкций. Введение этих кон струкций в 
клетки E. coli позволяет исследовать реакцию кон крет ной стрес­
совой системы бактерии на ТГц излучение по ин тен сивно сти син­
теза белка GFP, легко определяемого флуорометри чески. В рабо те 
представлены данные литературных источников и собственные 
результаты по нетермическому воздействию ТГц излучения на 
кон кретные стрессовые системы E. coli. Обсуждают ся эксперимен­
тальные данные, полученные с использованием геносенсоров 
E. coli/pKatG­GFP, E. coli/pCopA­GFP и E. coli/pEmrR­GFP, которые 
являются маркерами генных сетей E. coli, активирующихся в усло­
виях окислительного стресса, при нарушении гомеостаза ионов 
меди и в присутствии антисептиков соответственно. Обзор прове­
денных исследований показал, что нетермическое воздействие 
ТГц излучения индуцирует в клетках E. coli генные сети окисли­
тельного стресса и поддержания гомеостаза меди, но не влия­
ет на активность стрессовых систем защиты от антибиотиков, 
про то нофоров и супероксид­анионов. Наличие динамических 
осо бен ностей в развитии стрессорного ответа у геносенсоров 
E. coli/ pKatG­GFP и E. coli/pCopA­GFP на ТГц излучение в сравнении 
с естественными индукторами позволяет предположить специ­
фичность ответа систем окислительного стресса и поддержания 
гомеостаза меди в реакции адаптации клеток E. coli к ТГц излучению.

Ключевые слова: терагерцовое излучение; стрессовые системы 
E. coli; геносенсорные конструкции.
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В связи с тем, что терагерцовый (ТГц) диапазон частот 
электромагнитного спектра активно используется 
в научных и прикладных областях деятельности, 

в дальнейшем предполагается все более интенсивный 
контакт человека с этим диапазон частот, особенно в ин-
спекционных системах безопасности и диагностическом 
медицинском оборудовании. Главная идея эксплуатации 
ТГц диапазона частот заключается в его теоретически 
обоснованной безопасности для живых систем – низкой 
энергии кванта, не способной к ионизации молекул и, сле-
довательно, не вызывающей отрицательных последствий 
при контакте живых систем с другими излучениями бо-
лее высокоэнергетичных диапазонов электромагнитного  
спектра.

Появление таких источников терагерцового излучения, 
как Новосибирский лазер на свободных электронах (ЛСЭ), 
открывает уникальные возможности для изучения воз-
действия излучения ТГц диапазона на живые объекты. 
В частности, можно проводить эксперименты при строго 
контролируемых параметрах излучения (длина волны, 
средняя и пиковая мощности).

При исследовании механизмов воздействия ТГц из-
лучения на живые объекты необходимо учитывать, что 
излучение этого диапазона будет поглощаться водородны-
ми связями воды, присутствие которой в разных формах 
присуще всем живым объектам. В ходе эволюции живые 
организмы не сталкивались с данным видом излучения 
(из-за сильного его поглощения парами воды в атмосфере) 
и, следовательно, могут не иметь специфичных защит-
ных систем. Поэтому при выполнении экспериментов по 
изучению возможности воздействия ТГц излучения на 
живые объекты критически важно обеспечить строгий 
температурный контроль.

Наиболее простым и удобным объектом для исследова-
ния воздействия ТГц излучения на живые объекты являет-
ся бактерия Escherichia coli, генетика, молекулярная био-
логия и метаболизм которой изучены наиболее подробно. 
Возможно создание геносенсорных конструкций, которые 
будут сигнализировать о наличии или отсутствии реакции 
конкретной стрессовой системы на ТГц излучение у E. coli 
синтезом специального репортерного белка GFP, легко 
определяемого флуорометрически. Применение таких 
геносенсорных конструкций позволит не только выявить 
возможное влияние ТГц излучения на функционирование 
отдельных генетических систем у E. coli, но и подойти к 
изучению некоторых механизмов этого воздействия.

В основе геносенсора лежит способность клетки от-
вечать на конкретное воздействие активацией своих 
специфичных систем. Каскады генов активируются в 
клетке в присутствии агентов, повреждающих структуру 
и функции клетки (Zheng et al., 2001). Чувствительным 
звеном геносенсорной конструкции являются промоторы 
таких генов, связанные с репортерным геном, появление 
продукта которого свидетельствует об активации систе-
мы. В качестве репортерных генов используют гены, ко-
диру ющие флуоресцентные или люминесцентные белки, 
ко торые легко детектируются (Hakkila et al., 2002). В ре-
зультате внешнего воздействия клетка активирует экс-
прессию этой генетической конструкции, что приводит 
к синтезу флуоресцентных белков.

Известно, что иногда один и тот же стрессирующий 
фактор способен индуцировать как специфичную генную 
сеть, характерную именно для этого фактора, так и со-
пряженные генные сети, характерные для других видов 
стресса, что помогает клетке справиться с последствиями 
воздействия, снизить или даже ликвидировать повреж-
дающий эффект токсических агентов на ее структуру и 
функции.

Целью настоящей работы является попытка описать 
основные свойства и элементы стрессовых систем E. coli, 
задействованных в ответе на нетермическое воздействие 
ТГц излучения.

Определение стрессовых систем E. coli, 
задействованных в ответе  
на терагерцовое излучение
В основу геносенсорных конструкций для изучения вли-
яния ТГц излучения на живые системы нами положены 
известные регуляторные элементы хорошо изученных 
стрессовых систем E. сoli, связанные с основными видами 
внешних воздействий на жизнедеятельность бактерий 
(окислительный стресс, поддержание гомеостаза ионов 
меди, присутствие антисептиков).

Эксперименты проводили с использованием уникаль-
ной установки – Новосибирского лазера на свободных 
электронах терагерцового диапазона Сибирского центра 
синхротронного и терагерцового излучения, спроектиро-
ванного и запущенного в действие Институтом ядерной 
физики СО РАН. Облучение биологических объектов 
осуществляли на специально оборудованной биологиче-
ской станции, позволяющей регулировать точную дозу 
облучения и строго контролировать температуру образца 
(Demidova et al., 2013; Bogomazova et al., 2015).

В работе использованы созданные в Институте цито-
логии и генетики СО РАН геносенсоры на основе про-
моторов генов, чувствительных к окислительному стрес-  
су – E. coli/pKatG-GFP (Khlebodarova et al., 2007), при-
сутствию в среде ионов меди и серебра – E. coli/pCopA-
GFP, и геносенсор на основе промотора гена emrR E. coli 
(E. сoli multidrug resistance regulator), чувствительного к 
присутствию таких противомикробных агентов, как сали-
циловая или налидиксовая кислоты, – E. сoli/pЕmrR-GFP 
(Demidova et al., 2016). В качестве репортерного белка 
использовался белок GFPaav, характеризующийся интен-
сивной флуоресценцией и временем полужизни 60 мин 
(Andersen et al., 1998).

При сравнении динамики развития ответа наблюда-
ется различный характер реакции геносенсоров на ес те-
ственные индукторы: наработка флуоресцентного белка 
геносенсором Е.  coli/pKatG-GFP на перекись водорода 
достигает 1.25 отн. ед. относительно отрицательного 
контроля примерно через час после начала эксперимента 
и затем держится на этом уровне с некоторыми колеба-
ниями, тогда как ответ геносенсора Е.  coli/pCopA-GFP 
на ионы меди развивается быстро и постоянно и до-
стигает уровня 2 отн. ед. за три часа; в ответ на присут-
ствие салициловой кислоты флуоресценция геносенсора 
E. coli/ pEmrR-GFP медленно возрастает первые 2.5 часа 
и затем стабилизируется на уровне примерно 1.5 отн. ед. 
Характер реакции геносенсоров на ТГц излучение также 
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различен: наибольшее значение флуоресценции отме-
чается у E. coli/pKatG-GFP, при этом первые два часа от-
вет развивается медленно, затем ускоряется и достигает 
1.5 отн. ед. за три часа от начала эксперимента, тогда 
как ответ E. coli/pCopA-GFP на излучение развивается с 
постоянной скоростью, но медленнее, чем E. coli/pKatG-
GFP, и достигает 1.5 отн. ед. более чем за три часа; E. coli/
pEmrR-GFP вовсе не развивает флуоресцентного ответа 
на воздействие излучения. Уровень индукции геносенсора 
E. coli/pKatG-GFP ТГц излучением оказался выше уровня 
индукции естественным индуктором, а уровень индукции 
геносенсора E.coli/pCopA-GFP ТГц излучением – ниже 
уровня индукции естественным индуктором. Концентра-
ция клеток во всех образцах (облученных, отрицательного 
и положительного контроля), отобранных для измерения 
флуоресценции, была одинакова. Разная динамика ответа 
геносенсоров на естественные индукторы и ТГц излуче-
ние свидетельствует о различных механизмах индукции 
стрессового ответа. Понятно, что ответ E. coli на стрессы 
окружающей среды всегда является комплексным. На 
первом этапе стресса включаются механизмы нейтрали-
зации воздействия, далее включается система защиты от 
повреждений, в конце – возможно, система репарации.

Для выявления перекрестных механизмов индукции 
имеющихся геносенсоров была проведена обработка 
клеток геносенсоров неспецифическими индукторами, 
включая тепловой шок. Результаты тестирования при-
ведены в табл. 1.

Реакция геносенсоров на ТГц излучение и отсутствие 
реакции на тепловой шок однозначно свидетельствуют 
о том, что нами выявлена именно нетермическая со-
ставляющая воздействия. Чтобы выявить участие систем 
защиты от окислительного стресса в реакции на ТГц 
излучение, был использован геносенсор E. coli/pKatG-
GFP, чувствительный к перекиси водорода. Однако этот 
геносенсор оказался чувствительным и к другим ин-
дукторам. Активация ТГц излучением геносенсоров, не 
чувствительных к перекиси водорода, а также геносенсора 
E. coli/pKatG-GFP свидетельствует о других механизмах 
индукции. В частности, регуляция экспрессии гена CopA 
не связана с окислительным стрессом. Добавление в среду 
с геносенсором E. coli/pCopA-GFP перекиси водорода в 
концентрациях, вызывающих развитие окислительного 
стресса, не приводит к активации этого геносенсора.

В настоящее время определено более десятка генных 
сетей, которые активируются в ответ на различные виды 
стресса. Известно, что в ответ на один стрессовый фактор 
могут активироваться несколько генных сетей (Hengge-
Aronis, 1999). Воздействие высоких доз ТГц излучения 

является новым фактором, отсутствующим в природных 
условиях, следовательно, живые организмы не имеют 
слаженных и устоявшихся систем сигнализации и защиты 
при его воздействии. Тем не менее реакцию бактериаль-
ной клетки на ТГц излучение можно зарегистрировать и 
интерпретировать, опираясь на уже известные механизмы 
стрессовых ответов E. coli. Рассмотрим более подробно 
стрессовые системы E. coli, реагирующие на перечислен-
ные в табл. 1 естестественные индукторы (перекись водо-
рода, тепловой шок, сульфат меди и салициловая кислота).

Механизмы регуляции  
стрессовых реакций E. coli

Метаболизм перекиси водорода (H2O2)
Окислительному стрессу подвержены все организмы с 
аэробным дыханием, поскольку активные формы кисло-
рода (АФК) образуются вследствие нормального метабо-
лизма. Большинство АФК, такие как пероксид водорода, 
супероксидный и гидроксильный радикалы, являются 
побочными продуктами в электронно-транспортной цепи 
в процессе окислительного фосфолирирования (González-
Flecha, Demple, 1995; Lushchak, 2011).

В метаболических путях у E. coli встречается два 
пути расщепления перекиси водорода – с образованием 
кислорода и воды; окисление L-аскорбата до L-де гидро-
аскорбата (рис. 1).

Помимо участия в метаболических путях, перекись 
водорода участвует в реакциях окислениях и реакциях 
Фентона, происходящих в клетках E. coli (табл. 2).

Table 1. Results of genosensor induction 

Genosensor Hydrogen 
peroxide 2.5 mM

Heat shock,  
42 °С

THz Copper sulfate  
25 μM

Salicylic acid  
0.1 mM

E. coli/pKatG­GFP Natural inducer No induction Induction greater than 
with the natural inducer

Induction greater than 
with the natural inducer

No induction

E. coli/pCopA­GFP No induction » Induction lower than with 
the natural inducer

Natural inducer »

E. coli/pEmrR­GFP » » No induction No induction Natural inducer

Hydrogen peroxide 
decomposes to form 
water and oxygen

Oxidation of L­ascorbate 
to L­dehydroascorbate

2 L­ascorbate
Hydrogen 
peroxide

L­ascorbate L­dehydroascorbate

+         HO–OH        +     H+

+                                       +  2H2O

2HO–OH → 2H2O + O2

O

H

O

O–

OH

HO

OH

O

H

O

O–

OH

HO

OH

O O

O

OH

HO

O

Fig. 1. Hydrogen peroxide decay pathways in E. coli  
(from http://ecocyc.org).
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АФК оказывают негативное действие на все биомоле-
кулы – ДНК, РНК, белки и липиды, вызывая изменения в 
их функциональности, например «дисульфидный стресс» 
у белков в результате образования нежелательных ди-
сульфидных связей (Aslund et al., 1999) или перекисное 
окисление липидов, приводящее к повышению текучести 
мембран и, в конечном итоге, к нарушению целостности 
и гибели клеток (Cabiscol et al., 2000). Закономерно, что 
в бактериальных клетках, подверженным в том числе и 
множеству сторонних воздействий, выработались меха-
низмы поддержания АФК на определенном уровне со 
стационарной концентрацией <10–8 М (Gutteridge, Hal-
liwell, 1992), а также способы репарации повреждений 
вследствие воздействия АФК.

Адаптивный ответ клеток E. coli на окислительный 
стресс заключается в активации двух механизмов, коор-
динирующихся глобальными транскрипционными регу-
ляторами SoxRS и OxyR, в результате чего происходит 
индукция экспрессии множества генов, кодирующих 
белки с антиоксидантной и репарирующей активностью.

Механизм с участием ОxyR регулона. OxyR регулон 
играет центральную роль в защите клеток E. coli против 
эндогенного окислительного стресса от пероксида водо-
рода, образующегося в результате активного аэробного 
роста (González-Flecha, Demple, 1995, 2000).

Повреждающее действие пероксида водорода связано 
прежде всего с реакцией Фентона – прямым окислением 
несвязанных внутриклеточных ионов восстановленного 
железа, что приводит к образованию гидроксильного ра-
дикала и супероксид-радикала (Imlay, Linn, 1988; Henle 
et al., 1999):
                   Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH· + OH–,                (1)
                   Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + OOH· + H+.                (2)

Гидроксильный радикал, образующийся в этой реакции, 
короткоживущий, но чрезвычайно активный и способ-
ный к дальнейшим реакциям с биомолекулами вблизи 
сайта своего образования (Park et al., 2005; Lushchak, 
2011). Восстановителями окисленного железа являются 
НАД(Ф)Н, тиолы, свободные восстановленные флавины 
(Rowley, Halliwell, 1982; Woodmansee, Imlay, 2002). Также 
эффективным восстановителем железа считается цистеин 
(Park, Imlay, 2003).

Супероксидный радикал оказывает повреждающее 
действие, связанное со способностью высвобождать 
железо из центров железо-серных дегидратаз. В ходе 
этого процесса происходит инактивация железо-серных 

кластеров ферментов и накопление несвязанного железа 
в цитоплазме (Flint et al., 1993; Liochev, Fridovich, 1994; 
Jang, Imlay, 2007).

Под контролем OxyR находятся 9 из примерно 30 бел-
ков, которые являются основными звеньями в метабо ли - 
ческих путях разложения пероксида водорода в бакте-
риаль ных клетках. Прежде всего это каталаза HPI (hydro-  
peroxidase I) – продукт гена katG, активный при аэроб-
ном росте, и каталаза HPII (hydroperoxidase II) – продукт 
гена katE, индуцирующийся в стационарной фазе роста 
под контролем σs (RpoS) субъединицы РНК-полимера зы 
(Loewen et al., 1998). Также к OxyR регулону относятся 
Mn-супероксиддисмутаза, глутаредоксин 1 (grxA), глу-
татионредуктаза (gorA), алкилгидропероксидредуктаза 
(ahpFC), ДНК-связывающий белок (dps), копропорфи-
риноген III редуктаза, арилсульфатаза, регулятор синтеза 
капсулярного полисахарида и несколько белков теплового 
шока (Zheng et al., 2001). Также OxyR в окисленной форме 
активирует транскрипцию OxyS – маленькой нетранс-
лируемой РНК, которая косвенно регулирует примерно 
20 генов, нарушая стабильность РНК или эффективность 
трансляции (Altuvia et al., 1997). В частности, OxyS явля-
ется репрессором hyp оперона fhlA и гена сигма-фактора 
стационарной фазы RpoS (Altuvia et al., 1998; Zhang et 
al., 1998).

Транскрипционный фактор (ТФ) ОxyR – хорошо изу-
ченный белок с массой 34.4 кДа, принадлежит к LysR 
семейству бактериальных ТФ. Очищенный белок OxyR 
существует в растворе как тетрамер (Kullik et al., 1995) и 
относится к активаторам класса I, которые взаимодейству-
ют с альфа-субъединицей РНК-полимеразы на промоторе, 
активируя транскрипцию (Tao et al., 1993).

Синтез OxyR происходит и в отсутствие воздействия 
перекиси, более того, при воздействии перекиси его экс-
прессия не увеличивается. Этот факт свидетельствует о 
том, что OxyR активируется посттрансляционно (Storz et 
al., 1990). Восстановленная форма белка OxyR обеспечи-
вает авторегуляцию, связываясь с промотором гена оxyR.

Существуют две различные реакции, определяющие 
статус OxyR. Экспериментально показано, что глутаре-
доксин I восстанавливает OxyR in vivo. Это выявлено по 
пролонгированному ответу мутантных клеток по гену 
grxA− (глутаредоксин I) на воздействие перекиси. В ус-
ловиях нормального роста осуществляется равновесие 
окисленной и восстановленной форм с преобладанием 
первого пути. При увеличении внеклеточной концен-

Table 2. Hydrogen peroxide reactions in E. coli cells (http://ecocyc.org)

Reduction 2Fe2+ + H2O2 + 2H2O → 2[FeO(OH)] + 4H+

L­ascorbate oxidation 2L­ascorbate + H2O2 + 2H+ → → 2 monodehydroascorbate radical + 2H2O  

Fenton reaction Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH· + OH–

Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + OOH· + H+

Oxidation L­methionine + H2O2 → L­methionine superoxide + 2H2O

Reduced electron acceptor + H2O2 → oxidized electron acceptor + 2H2O

2 glutathione + H2O2 → glutathione disulfide + 2H2O

Reduced thioredoxin + H2O2 → oxidized thioredoxin + 2H2O
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трации перекиси >5 μM доминирует вторая реакция, и 
окисленная форма становится основной (Aslund et al., 
1999). Эта окислительная реакция происходит очень бы-
стро, примерно за 30 с; после удаления перекиси из среды 
окисленную форму OxyR можно обнаружить в клетке еще 
в течение 5 мин:
             OxyRвосст. + GSSG ↔ OxyRокисл. + 2GSH,        (3)

               OxyRвосст. + H2O2 → OxyRокисл. + 2H2O.          (4)
В условиях нормального роста при низкой концентра-

ции пероксида водорода преобладает прямая реакция с 
участием глутатиона – уравнение (3). При увеличении 
внеклеточной концентрации перекиси >5 μM домирует 
вторая реакция – уравнение (4).

С окислительным стрессом связан и метаболизм желе-
за: ОхуR является положительным регулятором железо-
связывающего репрессора переноса железа Fur (Zheng 
et al., 1999). Таким образом, через ОхуR может осущест-
вляться непрямая активация генов, регулятором которых 
является Fur.

Механизм с участием SoxRS регулона. SoxRS – это 
система из двух транскрипционных факторов SoxR и 
SoxS, вместе они составляют регулон SoxRS, активация 
которого происходит исключительно в условиях окис-
лительного стресса и может быть вызывана агентами, 
генерирующими супероксид-анионы, такими, например, 
как паракват и менадион (González-Flecha, Demple, 2000).

Гены soxS и soxR кодируют два транскрипционных 
активатора, которые в конечном счете модулируют экс-
прессию более 16 других генов, таких как sodA (Mn- со-
дер жащая супероксиддисмутаза), zwf (глюкозо-6-фос-
фат дегидрогеназа), f ldA и f ldB (два флаводоксина), fpr 
(НАД(Ф)Н-ферредоксин редуктаза), fur (железо-связы-
вающий репрессор переноса железа), nfo (ДНК репара-
тивная эндонуклеаза IV), acrAB (экспортирующий на-
сос) и micF (нетранслируемая РНК, которая уменьшает 
экспрессию порина OmpF). Белки, экспрессия которых 
индуцируется системой SoxRS, действуют совместно и 
устраняют возможный ущерб от оксидативного стресса, 
используя механизмы удаления оксидантов (супероксид-
дисмутаза), ДНК репарацию (эндонуклеаза IV), восста-
новление окисленных металлов в протетических груп-
пах (флаводоксин- и ферредоксинредуктаза) и системы 
НАД(Ф)Н (глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа), снижение 
проницаемости (micF) и экскрекцию токсинов (порины). 
Активация генов SoxRS регулона увеличивает устой-
чивость клетки не только к супероксид-генерирующим 
агентам, но и к органическим растворителям, а также 
оксиду азота (NO), который может генерироваться анти-
биотиками (Pomposiello, Demple, 2001).

Чувствительным звеном этой системы является белок 
SoxR, который продуцируется постоянно на низком уров-
не – примерно 100 молекул на клетку. В ответ на появление 
супероксид-образующих агентов он приобретает свойства 
транскрипционного фактора и активирует экспрессию 
гена soxS (Hidalgo et al., 1995), продукт которого, в свою 
очередь, индуцирует экспрессию всех вышеперечислен-
ных генов.

SoxR – полипептид размером 17 кДа (Tsaneva, Weiss, 
1990), принадлежащий к MerR семейству белков. К нему 

же относятся некоторые регуляторы устойчивости к анти-
бактериальным веществам, например TipA и BmrR (Wu et 
al., 1995) и металл-чувствительные регуляторы, в том числе 
CueR – регулятор гомеостаза меди в E. coli, выделяющиеся 
внутри семейства наличием консервативных цистеинов в 
фиксированных позициях (Nies, 1999; Brown et al., 2003). 
Характерными особенностями белков, принадлежащих 
к семейству MerR, являются ДНК-связывающий домен 
спираль – поворот – спираль и способ активации транс-
крипции: промотор регулируемого гена обладает опреде-
ленным спейсером (19–20 п. н.) и палиндромом, в обыч-
ных условиях это слабый промотор (Brown et al., 2003). 
Транскрипционный фактор увеличивает его силу путем 
изгибания ДНК и изменения расстояния между боксами.

SoxR формирует в растворе димер, каждый мономер 
которого содержит [2Fe-2S] кластер (Hidalgo et al., 1995; 
Wu et al., 1995). В этом состоянии белок неактивен. Окис-
ленная форма [2Fe-2S] кластера – (Fe3+–Fe3+) – изменяет 
структуру белка SoxR, и он приобретает способность к 
активации транскрипции. В условиях окислительного 
стресса SoxR связывается со своим сайтом, блокирует 
собственную транскрипцию и изменяет структуру про-
мотора SoxS таким образом, что полимераза становится 
способной к активации его транскрипции (Hidalgo, Dem-
p le, 1994).

В отличие от SoxR, SoxS имеет сайты связывания в про-
моторах других генов, которые он и активирует в условиях 
стресса (González-Flecha, Demple, 2000). Однако уровень 
аффинности связывания SoxS с этими промоторами на 
два порядка ниже, чем у транскрипционного фактора 
SoxR, и для активации его требуется намного больше, 
чем SoxR. В условиях длительного стресса накопление 
мРНК SoxS прекращается и даже падает в связи с тем, что 
ее стабильность резко уменьшается. Не исключено, что 
и низкая аффинность SoxS (т. е. необходимость высокой 
концентрации ТФ SoxS для активации генов-мишеней) 
является необходимым компонентом прекращения стрес-
сорной реакции в условиях длительного стресса.

Активация SoxR с помощью NO не зависит от присут-
ствия кислорода (Nunoshiba et al., 1995). In vivo нитро-
зилированный SoxR имеет активность, сравнимую с той, 
которую имеет окисленный SoxR (Pomposiello, Demple, 
2001).

В антиоксидантную защиту клеток вовлечен еще один 
регулятор – альтернативный транскрипционный фактор 
sigma S (RpoS, σs, KatF), регулирующий адаптационный 
ответ в стационарной фазе. Он кодируется геном rpoS и 
регулирует активность большого числа генов, в том числе 
антиоксидантных katG, dps и gor (Hengge-Aronis, 2002).

Основные защитные системы в E. coli, активируемые 
окислительным стрессом, можно представить следующим 
образом (табл. 3).

Гомеостаз ионов меди
Медь – важнейший микроэлемент, необходимый для нор-
мального протекания множества биопроцессов. Механиз-
мы, благодаря которым медь поступает в E. coli, остаются 
неясными, но известно, что в клетке содержится около 
104 атомов меди – так называемая «медная квота», необ-
ходимая для нормальной физиологии (Finney, O’Halloran, 
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2003). Регуляция гомеостаза ионов меди в E. coli осущест-
вляется с помощью транскрипционного фактора CueR и 
двухкомпонентной системы CusRS.

Транскрипционный фактор CueR, так же как и SoxR, 
принадлежит к MerR семейству. Для CueR тоже характер-
но наличие ДНК-связывающего домена спираль – пово-
рот – спираль и способ активации транскрипции, когда в 
обычных условиях промотор регулируемого гена слабый, 
а транскрипционный фактор увеличивает его силу путем 
изгибания ДНК и изменения расстояния между боксами.

Под регуляторным контролем CueR находятся ген муль-
тимедной оксидазы cueO, осуществляющей детоксикацию 
ионов меди, и ген АТФазного насоса Р-типа copA, кото-
рый является центральным компонентом поддержания 
гомеостаза меди и осуществляет экспорт ионов в пери-
плазматическое пространство (Outten et al., 2000; Petersen, 
Moller, 2000). В аэробных условиях уровень индукции 
системы поддержания гомеостаза меди выше через ре-
гуляторный ТФ CueR, чем через систему CusRS (Outten 
et al., 2001). При пролонгированном воздействии 0.5 мМ 
СuSO4 уровень CueR повышается примерно в 5 раз и со-
ставляет 320–400 молекул на клетку (Yamamoto, Ishihama,  
2005).

Двухкомпонентная система CusRS регулирует транс-
крипцию оперона cusCFBA. 

Гены, кодирующие ТФ CusR и CusS, организованы в 
оперон, направленный противоположно регулируемым 
ими генам, при этом CusR – ответный регулятор, CusS – 
сенсорная киназа. Продукты генов оперона cusCFBA 
образуют систему из трех компонентов (CusCBA), охва-
тывающую внутреннюю и внешнюю мембраны, и при 
помощи CusF осуществляют функцию экспорта ионов 
меди из цитоплазматического и периплазматического про-
странства во внешнюю среду. Функции белков оперона 
cusCFBA распределены следующим образом: CusC – бе-
лок, который обеспечивает канал во внутренней мембране; 
CusA – пермеаза, осуществляющая транспорт ионов меди 
в цитоплазме и периплазме; CusB – член семейства белков, 
слитых с мембраной (membrane fusion protein – MFP); 
CusF – периплазматический шаперон, взаимодействую-
щий с CusC и CusB (Franke et al., 2003). Нуль-мутанты 

по сusR показывают высокий уровень чувствительности 
к меди только в анаэробных условиях. Уровень индукции 
CusC при низких концентрациях меди выше также в ан-
аэ робных условиях, в аэробных условиях незначительная 
активация происходит при концентрации ионов меди 
выше 0.5 мМ. В среднем количество молекул CusR при 
стрессе от избытка ионов меди меняется мало и состав-
ляет 50–100 молекул на клетку. Таким образом, система 
CusRS участвует в обеспечении устойчивости к ионам 
в анаэробных условиях, где происходит увеличение их 
токсичности, но только в дополнение к эффлюксу меди 
при помощи CopA, экспрессия которого в анаэробных 
условиях также увеличивается (Outten et al., 2001; Thieme 
et al., 2008).

Несмотря на то что избыток ионов меди токсичен для 
бактерий, фундаментальные механизмы клеточных по-
вреждений вследствие такого воздействия до сих пор 
остаются не до конца понятыми. Предполагается, что из-за 
особенностей свойств окислительно-восстановительного 
статуса ионы меди похожи на ионы железа. Они анало-
гично и даже легче железа могут участвовать в реакциях, 
в том числе в реакции Фентона (см. табл. 2), приводящих 
к образованию супероксид-аниона, перекиси водорода, а 
также гидроксил-радикала, крайне токсичного для клетки 
(Thomas et al., 2009; Helsel, Franz, 2015):
                   Cu+ + H2O2 → Cu2+ + OH· + OH–.                (5)

Однако в работе (Macomber et al., 2007) показано, что 
большая часть Н2О2-окисленной меди локализована в 
периплазме. Окислительный стресс при добавлении пере-
киси водорода индуцировал белки секвестрации железа, 
но не индуцировал белки, контролирующие уровень меди. 
Таким образом опровергалась гипотеза об окислительном 
повреждении ДНК при участии внутриклеточной меди.

В другом исследовании (Macomber, Imlay, 2009), по-
священном выяснению механизмов токсичности меди, 
использовались мутантные линии E. coli по генам copA, 
cueO, cus. В работе показана блокировка ферментов, со-
держащих Fe-S-кластеры, таких как ферменты биосинтеза 
аминокислот – дегидратаз (изопропилмалат и дегидратаза 
и дигидрокси-кислая дегидратаза), а также блокировка 
фумаразы А, насыщение субстратом (малатом) которой 

Table 3. Major mechanisms protecting E. coli cells from oxidative stress 

soxRS (О2
– ­inducible) oxyR (Н2О2­inducible) σs (Н2О2, O–

     2­inducible)

sodА – superoxide dismutase
nfo – endonuclease IV
acnA – aconitase
tolC – outer membrane protein
micF – regulatory RNA, repression of outer 

membrane protein expression
fldA – flavodoxin А
fpr – ferredoxin/flavodoxin NADP+ reductase
ribA – GTP cyclohydrolase II
zwf – glucose­6­phosphate dehydrogenase 
inaA
pqi5
fumC
fur
acrAB

katG – catalase (hydroperoxidase I)
ahpCF – alkylhydroperoxide reductase
grxA – glutaredoxin I
gorA – glutathione reductase
оxyS – regulatory РНК (protection from 

mutagenesis)
dps – nonspecific DNA­binding protein
hemF – coproporphyrinogen­III oxidase 
rcsC –  regulator of genes for capsular 

polysaccharide synthesis
f497 –  protein homologous to arylsulfatase 

enzymes
fur

katE – hydroperoxidase II
xthA – endonuclease III
sodС – superoxide dismutase
sodB – superoxide dismutase
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защищало активный центр фермента от инактивации. 
Аналогичные данные получены в работе (Fung et al., 2013).

Взаимодействие систем гомеостаза разных металлов в 
клетках бактерий остается предметом тщательного изуче-
ния. Известно, что при анаэробном росте бактерий одно-
временное воздействие меди и железа в концентрациях, 
характерных для окружающей среды (1 мкM и 200 мкM 
соответственно) имеет синергический эффект, приво-
дящий к задержке роста бактерий (Bird et al., 2013). При 
взаимодействии систем гомеостаза меди и железа важную 
роль играет мультимедная оксидаза CueO. Помимо ионов 
меди естественным субстратом для этого фермента явля-
ется энтеробактин – соединение, синтезирумое бактерией 
для захвата железа из окружающей среды. Показано, что 
смесь энтеробактина и меди in vitro токсична для клетки, 
но добавление очищенной оксидазы CueO способствова-
ло выживанию клеток. Делеция гена fur – центрального 
регулятора метаболизма железа в E. coli – приводила к 
гиперчувствительности бактерий к воздействию ионов 
меди, которая ослаблялась при делеции гена энтеробакти-
на entC. Таким образом, CueO может играть центральную 
роль во взаимодействии между гомеостазом меди и железа 
(Grass et al., 2004).

EmrRAB оперон (мультилекарственная устойчивость)
В E. coli существует несколько систем, формирующих 
устойчивость клеток к различным антибактериальным 
веществам (Grkovic et al., 2002).

EmrRAB – оперон, участвующий в формировании 
мультилекарственной устойчивости E. coli посредством 
удаления из клетки таких структурно непохожих веществ, 
как протонофоры и антибиотики типа тиолактомицина и 
налидиксовой кислоты. EmrR – первый ген оперона, ко-
дирующий 20.6 кДа белок. Мутации в гене emrR при во дят 
к повышенной экспрессии EmrAB, что в свою очередь 
увеличивает устойчивость бактерий к антимикробным 
агентам. EmrR является негативным регулятором оперо-
на и принадлежит к marR семейству транскрипционных 
репрессоров (Lomovskaya et al., 1995; Seoane, Levy, 1995; 
Mil ler, Sulavik, 1996).

EmrB – белок, выполняющий функцию насоса при 
транспорте соединений через цитоплазматическую мем-
брану. EmrA – белок, связывающий соединения и, ве-
роятно, осуществляющий их передачу от EmrB к TolC 
(Borges-Walmsley et al., 2003). TolC – порин наружной мем-
браны, вовлеченный в эффлюкс некоторых гидрофобных 
и алифатических молекул; является общим компонентом 
для нескольких систем экспорта лекарств из клетки, в 
том числе EmrRAB, но не находится под регуляторным 
контролем EmrR (Morona et al., 1983).

Эффлюкс соединений системой EmrAB–TolC осущест-
вляется с использованием градиента протонов (Putman et 
al., 2000).

Негативная регуляция оперона еmrRАВ осуществляется 
путем прямого связывания ТФ EmrR с последователь-
ностью ДНК промотора оперона emrRAB. Индукторы 
системы emrAB, такие как карбонилцианид, 2,4-динитро-
фенол, тетрахлорсалициланилид и налидиксовая кислота, 
связываются с EmrR и ингибируют взаимодействие про-
мотор – репрессор (Xiong et al., 2000).

Недавно для E. coli было показано, что полиамины (пу-
тресцин, спермидин и спермин) вовлечены в преодоление 
окислительного стресса путем стимулирования синтеза на 
уровне трансляции ТФ SoxR, EmrR и GshA вместе с RpoS. 
При этом стимуляция синтеза SoxR и EmrR зависела от 
наличия неспецифически расположенной последователь-
ности Шайна – Дальгарно в мРНК SoxR и EmrR. Синтез 
GshA был следствием существования неспецифического 
инициирующего кодона UUG вместо AUG. Полиамины 
стимулировали синтез EmrR главным образом в лога-
рифмической фазе роста, тогда как для SoxR и GshA сти-
муляция синтеза была характерна для стационарной фазы. 
Таким образом, emrR входит в полиаминный модулон –  
группу генов, регулируемых полиаминами (Yoshida et al., 
2004; Sakamoto et al., 2015).

Тепловой шок 
Тепловой шок является гомеостатическим ответом клетки 
на индуцированное стрессовыми условиями изменение 
конформации белков. Тепловой шок у E. coli развивается 
при температуре 42 °С. Механизмы защиты достаточно 
хорошо описаны (Arsène et al., 2000). Этот феномен свой-
ствен всем организмам, и его молекулярный механизм 
практически идентичен у бактерий (Arsène et al., 2000), 
архей (de Macario, Macario, 1994) и эукариот (Хлебодаро-
ва, 2002). При повышении температуры клетка начинает 
синтезировать белки теплового шока, к которым прежде 
всего относятся молекулярные шапероны (DnaK, GroEL) 
и АТФ-зависимые протеазы (Lon, ClpAP). Эти белки вы-
полняют две основные функции – обеспечивают фолдинг 
(сворачивание в нативную конформацию) и деградацию 
поврежденных белков. Гены стрессовых промоторов, 
использованных в настоящей работе, не относятся к си-
стеме защиты клетки от теплового шока. Проверенные 
геносенсоры не отвечали на тепловой шок.

При прохождении через водные среды ТГц излучение 
ими активно поглощается и диссипирует в тепло, что 
в свою очередь приводит к повышению температуры. 
Именно этот процесс тщательно контролировали при 
помощи тепловизора и регулировали изменением сред-
ней мощности излучения. Для исключения индукции 
изучаемых элементов стрессовых систем бактериальных 
клеток вследствие теплового шока, в ходе экспериментов 
для геносенсоров E. coli/pKatG-GFP, E. coli/pCopA-GFP 
и E. coli/pEmrR-GFP проводилось дополнительное тести-
рование на активацию после температурного воздействия 
42 °С в течение 15 мин.

Активация стрессовых систем E. coli  
в условиях терагерцового облучения
С целью определения стрессовых систем E. coli, задей-
ствованных в ответе на нетермическое воздействие ТГц 
излучения, нами была проведена серия экспериментов с 
геносенсорами, маркирующими генные сети E. coli, акти-
вирующиеся в условиях окислительного стресса, присут-
ствия антисептиков, поддержания гомеостаза ионов меди.

Одним из центральных регуляторов системы окисли-
тельного стресса является транскрипционный фактор 
OxyR, под положительным регуляторным контролем 
которого находится ген пероксидазы katG (Belkin et al., 

file:///M:/work/%23%20%d0%92%d0%90%d0%92%d0%98%d0%9b%d0%9e%d0%92%d0%a1%d0%9a%d0%98%d0%99%20%d0%96%d0%a3%d0%a0%d0%9d%d0%90%d0%9b/2016_20_6/For_VERSTKA/ 
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Стрессовые системы Escherichia coli и их роль  
в реакциях на воздействие терагерцового излучения

1996; Khlebodarova et al., 2007). Появление в клетке E. coli 
перекиси водорода или супероксид-радикала приводит к 
активации экспрессии гена katG (рис. 2). KatG осущест-
вляет реакцию восстановления супероксид-радикала, 
кофактором реакции выступает гем, имеющий в своем 
составе железо (Fe2+ или Fe3+).

В результате серии экспериментов было показано, что 
воздействие ТГц излучением приводит к увеличению 
экспрессии гена-репортера под контролем промотора гена 
katG, чувствительного к окислительному стрессу, по срав-
нению с образцами, не подвергавшимися нетермическому 
воздействию ТГц излучения.

Поддержание концентрации кислорода внутри клет-
ки – один из главных факторов устойчивости внутрикле-
точного метаболизма. На подержание этого гомеостаза 
направлены несколько стрессовых систем – в частности, 
функционирование регулонов OxyR и SoxRS, а также 
сопряженного с ними гомеостаза переходных металлов. 
Одним из таких металлов является медь. Медь входит в 
состав супероксиддисмутазы SodC, или CuZnSOD, кото-
рая играет важную роль в преобразовании супероксидных 
радикалов до перекиси водорода и кислорода (Imlay K., 
Imlay J., 1996; Pena et al., 1999), однако ее избыток, так же 
как и недостаток, может вызывать серьезные патологии. 
По свойствам окислительно-восстановительного статуса 
ионы меди похожи на ионы железа, однако роль меди в 
клетке более специфична, как и сама реакция клетки на 
ионы меди, для которых существует специальная система 
эффлюкса. Известно, что ионы меди в бактериальных 
клетках могут влиять на гомеостаз железа, дестабили-
зируя белковые Fe-S кластеры (Chillappagari et al., 2010; 
Fung et al., 2013), в свою очередь белки, содержащие 
железосерные кластеры, обладают окислительно-вос-
становительным потенциалом и являются важнейшими 
участ никами окислительно-восстановительных реакций 
в клетках. В стрессовых условиях, связанных прежде 
всего с окислительно-восстановительными процессами, 
возможна активация эффлюкса ионов меди, которые могут 

оказаться токсичными для клетки. Поэтому стрессовая 
система поддержания гомеостаза ионов меди, а именно 
ген copA, кодирующий АТФазную помпу (Rensing et al., 
1999), была выбрана для разработки и создания гено-
сенсорной конструкции для дальнейшего тестирования 
эффектов нетермического воздействия ТГц излучения. 
CopA – центральный компонент поддержания гомеостаза 
меди, осуществляющий экспорт ионов меди в периплаз-
матическое пространство. Активируют экспрессию ионы 
меди и серебра и транскрипционный фактор CueR. Для 
активации промотора транскрипционный фактор CueR 
должен связать ион Cu+, Ag+ или Au+ (рис. 3).

Было показано, что клетки геносенсоров под регуля-
торным контролем промоторов гена copA реагируют на 
терагерцовое излучение индукцией синтеза GFP белка. 
При этом уровень индукции репортерного белка GFP у 
геносенсора E. coli/pCopA-GFP заметно ниже, чем у ге-
носенсора E. coli/pKatG-GFP. Кинетика индукционного 
ответа, полученная после нетермического воздействия 
ТГц излучения, отличается от кинетики ответной реак-
ции на ионы меди. Для облученных образцов характерен 
менее интенсивный флуоресцентный ответ, чем в случае 
положительного контроля, однако если сравнивать с 
характером кинетических кривых геносенсора E. coli/
pKatG-GFP, развитие ответной реакции у геносенсора 
E. coli/pCopA-GFP не отсрочено во времени, что позво-
ляет предположить либо прямую активацию гена copA, 
либо небольшое количество промежуточных звеньев в 
процессе активации. 

Еще одна стрессовая система, протестированная от-
носительно нетермического воздействия ТГц излучения, 
была разработана на основе промотора гена emrR, вхо-
дящего в оперон еmrRAB. Ген еmrR в составе оперона 
еmrRAB кодирует белок MarR, участвующий в мульти-
лекарственной устойчивости E. coli (рис. 4).

Оперон emrRAB придает клетке устойчивость к таким 
структурно несхожим соединениям, как протонофоры 
(CCCP и TCS), 2-хлорофенилгидразин и некоторые ан-

Fig. 2. Regulation of the katG gene (http://ecocyc.org).

Fig. 3. Regulation of the copA gene (http://ecocyc.org). Fig. 4. Salicylate inactivation (http://ecocyc.org).

CueR

CopA

copA

50S

30S

RNAP
σ70

Cu+

Fe2+

Fnr

Fur

OxyR

KatG
50S

30S

ferroheme b

katG
RNAP
σ70

KatG

Fe2+

OO–

OH
MarR + MarR salicylate

salicylate



Escherichia coli stress response systems 
and their reaction to terahertz radiation

S.E. Peltek, E.V. Demidova 
V.M. Popik, T.N. Goryachkovskaya

884 Experimental systems biologyVavilov Journal of Genetics and Breeding • 20 • 6 • 2016

ти биотики (налидиксовая кислота, тиолактомицин). Ген 
emrR является негативным регулятором генов этого опе-
рона (Lomovskaya et al., 1995). Для геносенсора E. coli/
pEmrR-GFP после воздействия нетермическим ТГц из-
лучением индукция флуоресцентного белка GFP не на-
блюдалась, для положительного контроля при индукции 
салициловой кислотой всегда было характерно стабильное 
выраженное увеличение флуоресценции.

Отсутствие индукции геносенсора E. coli/pEmrR-GFP 
указывает на то, что в реакции на ТГц излучение не уча-
ствуют стрессовые системы защиты от антибиотиков и 
протонофоров. Тот факт, что геносенсор E. coli/pEmrR-
GFP (Sakamoto et al., 2015) участвует в стрессовой системе 
окислительного стресса, вызываемого супероксид-ани-
онами, и в то же время не реагирует на ТГц излучение, 
свидетельствует в пользу того, что стрессовая система 
защиты от супероксид-анионов также не задействована 
в исследуемом процессе.

Промотор гена сорА содержит сайт связывания транс-
крипционного фактора СueR, который, связываясь с ио-
нами меди, осуществляет положительную регуляцию гена 
сорА даже при умеренных концентрациях меди в аэробных 
условиях (Grass, Rensinq, 2001; Rademacher, Masepohl, 
2012). Также известно, что в промоторной области сорА 
содержится гипотетический сайт связывания глобального 
транскрипционного фактора FruR (Fructose repressor), но 
непонятно, в роли активатора или репрессора он высту-
пает. Примечательно, что транскрипционный фактор FruR 
тоже является активатором гена crp (Zhang et al., 2014), 
который вовлечен в генную сеть окислительного стресса 
и опосредованно (через OxyR) способен активировать 
транскрипцию гена katG (Demidova et al., 2016).

Известно, что FruR обеспечивает переключение между 
анаболизмом и катаболизмом сахаров и в случае недо-
статка сахаров активирует анаболические пути, а в случае 
их избытка – катаболические. Было показано, что в E. сoli 
данный белок контролирует экспрессию большого числа 
генов, вовлеченных в различные процессы центрального 
метаболизма (Ramseier et al., 1995; Saier, 1996), в результа-
те чего белок был переименован в Cra (catabolite repressor-
activator) (Saier, Ramseier, 1996). В регуляторной области 
гена emrR сайты связывания FruR обнаружены не были.

Основная принятая на сегодняшний день гипотеза воз-
действия ТГц излучения на живые системы была пред-
ложена Г. Фройлихом в 1982 г. (Fröhlich, 1982). Его идея 
состоит в наличии резонансных частот для некоторых 
компонентов живых систем (например, комплексов бел-
ков) в миллиметровых и, особенно, субмиллиметровых 
диапазонах. Следует отметить не менее существенный 
приоритетный вклад отечественных ученых Н.Д. Девят-
кова и М.Б. Голанта в формирование представлений о 
воздействии излучения этого диапазона на живые системы 
(Девятков, Голант, 1982; Девятков и др., 1983а,б; Девятков, 
Бецкий, 1985). Была сформулирована гипотеза не только о 
прямом воздействии излучения на живые системы, но и о 
модификации степени гидратации органических молекул 
в воде (Девятков и др., 1982). Полученные нами результа-
ты однозначно свидетельствуют о том, что нетермическое 
влияние ТГц излучения избирательно включает некоторые 
генные сети в клетках E. coli.

Таким образом, терагерцовое излучение, избирательно 
возбуждающее отдельные регуляторные элементы клетки, 
может оказаться мощным научным инструментом, при-
годным для исследования внутриклеточных механизмов 
регуляции метаболизма путем направленного воздействия 
на отдельные элементы генных сетей.
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