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Условно-патогенные бактерии Serratia grimesii способны проникать в клетки эукариот, однако механизмы
их инвазивной активности неизвестны. Ранее мы показали, что S. grimesii in vitro секретируют мембранные
везикулы, которые проникают в культивируемые клетки эукариот и усиливают инвазию S. grimesii в эти
клетки (Bozhokina et al., 2020). Поэтому целью настоящей работы является исследование роли мембран-
ных везикул S. grimesii в процессе взаимодействия бактерий с клеткой-хозяином. Результаты проведенных
экспериментов показали, что воздействие холодового шока или окислительного стресса, вызванного пе-
рекисью водорода, увеличивает секрецию мембранных везикул бактериями S. grimesii, а выделенные вези-
кулы усиливают инвазию бактерий в клетки СaCo-2. Кроме того, мембранные везикулы S. grimesii инду-
цируют иммунный ответ клеток СaCo-2, а также обладают по отношению к этим клеткам цитотоксиче-
ской активностью, определяемой по уровню высвобождения из клеток лактатдегидрогеназы. В
присутствии везикул, полученных в условиях стресса, бактерии активнее адгезировали и проникали в
клетки CaCo-2. Кроме того, впервые продемонстрировано участие рецептора клеточной поверхности Е-
кадгерина в инвазии мембранных везикул S. grimesii в клетки CaCo-2. Полученные результаты позволяют
предположить, что везикуло-опосредованная доставка факторов вирулентности к клеткам эукариот мо-
жет вносить существенный вклад в патогенез, вызванный инфекцией S. grimesii.
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Многие грамотрицательные бактерии способны
секретировать мембранные везикулы, представляю-
щие собой сферические пузырьки наружной мем-
браны бактерий размером от 20 до 400 нм, которые
содержат биологически активные белки, нуклеино-
вые кислоты, а также различные бактериальные ме-
таболиты (Brown et al., 2015; Schwechheimer, Kuehn,
2015; Bryant et al., 2017; Toyofuku et al., 2019). Предпо-
лагается, что мембранные везикулы бактерий явля-
ются ключевыми участниками в межбактериальных
взаимодействиях, а также во взаимодействии бакте-
рий с клетками эукариот. Этому способствуют раз-
нообразные роли мембранных везикул, такие как
поглощение питательных веществ, перенос генов,
образование биопленок, антимикробная защита, до-
ставка токсинов и факторов вирулентности при за-
ражении клетки-хозяина (Kulp, Kuehn, 2010).

Бактериальная ДНК, выделенная из везикул, об-
наруживается в моче (Yoo et al., 2016; Park et al., 2017),
а также в таких стерильных отделах организма, как
сердечный миокард (Svennerholm et al., 2017). Это
предполагает, что бактериальные везикулы могут про-
никать в органы, значительно удаленные от места пер-
вичного бактериального контакта (Stentz et al., 2018).
Показано, что везикулы могут взаимодействовать с
различными клетками млекопитающих, включая
клетки эпителия кишечника (Bielaszewska et al., 2013;
Stentz et al., 2014; O’Donoghue et al., 2017), клетки ле-
гочного эпителия (Bauman, Kuehn, 2009), эндотели-
альные клетки (Kim et al., 2013) и клетки иммунной
системы (Hickey et al., 2015; Deo et al., 2018). Тем не
менее, молекулярные механизмы проникновения
мембранных везикул, а также дальнейшая судьба их
содержимого в цитоплазме эукариотической клетки
остаются мало изученными (Margolis, Sadovsky, 2019).

Исторически исследования мембранных везикул
были сосредоточены на изучении везикул, продуци-
руемых патогенными грамотрицательными бакте-
риями, и роли этих структур в транспортировке ток-

Принятые сокращения: ИФА – иммунноферментный анализ;
ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной тран-
скрипцией; LDH – лактакдегидрогеназа.
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синов и факторов вирулентности в клетку-хозяина
(Kunsmann et al., 2015; Rasti et al., 2018). Недавно по-
явились исследования, показывающие наличие
мембранных везикул условно-патогенных и пробио-
тических бактерий, которые могут благоприятно
влиять на клетки хозяина, поддерживая их гомеостаз
путем воздействия на сигнальные пути эпителиаль-
ных и иммунных клеток. Например, было показано,
что мембранные везикулы Escherichia coli штамма
Nissle 1917 помогают поддерживать целостность ки-
шечного барьера за счет усиления экспрессии бел-
ков оклудина-1 и клаудина-14, усиливающих меж-
клеточные контакты (Alvarez et al., 2016), а также пу-
тем увеличения производства противомикробных
пептидов и противовоспалительных цитокинов
(Fabrega et al., 2017; Alvarez et al., 2019). С другой сто-
роны, показано, что выделенные мембранные вези-
кулы S. grimesii содержат актин-специфическую про-
теазу гримелизин, которую везикулы могут перено-
сить в цитоплазму эукариотической клетки и
способствовать заражению этих клеток инвазирую-
щими бактериями (Bozhokina et al., 2020).

Хотя все эти данные указывают на способность
мембранных везикул бактерий влиять на жизнедея-
тельность клеток эукариот, процессы образования
везикул и их проникновения в клетки эукариот оста-
ются недостаточно изученными. Ранее мы показали,
что условно-патогенные бактерии S. grimesii образу-
ют везикулы, которые не только способны прони-
кать в эукариотические клетки, но и усиливают инва-
зию “материнских” бактерий в эти клетки (Bozhokina
et al., 2020). В экспериментах этой работы количество
выделенных мембранных везикул увеличивали с по-
мощью холодового шока (4°С), которому были под-
вергнуты бактерии S. grimesii (Bozhokina et al., 2020).

Задачей настоящей работы было изучение влия-
ния мембранных везикул S. grimesii, полученных в
условиях холодового шока или окислительного
стресса, на свойства эукариотических клеток in vitro
и взаимодействие бактерий с клеткой-хозяином.

Результаты нашей работы показали, что мем-
бранные везикулы S. grimesii индуцируют иммунный
ответ клеток эукариот, а также обладают цитотокси-
ческой активностью по отношению к этим клеткам.
Присутствие везикул усиливало адгезию S. grimesii к
клеткам аденокарциномы кишечного эпителия
CaCo-2 и проникновение бактерий в эти клетки.
Кроме того, впервые продемонстрировано участие ре-
цептора клеточной поверхности Е-кадгерина в инва-
зии мембранных везикул S. grimesii в клетки CaCo-2.
Полученные результаты указывают на то, что мем-
бранные везикулы могут вносить существенный
вклад в патогенез, вызванный инфекцией S. grimesii.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки, бактерии, среды, условия культивирова-
ния. Клетки аденокарциномы толстой кишки чело-

века линии СаCо-2 были получены из Коллекции
культур клеток позвоночных Института цитологии
РАН (КККП ИНЦ РАН, С.-Петербург). Клетки
CaCo-2 культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco,
США), содержащей 10% эмбриональной бычьей сы-
воротки (HyClone, США) при 37°C и 5% CO2. Клет-
ки снимали 0.25%-ным раствором трипсин-ЭДТА
(Gibco, Великобритания) и переносили в 24-луноч-
ные планшеты для тканевых культур (Corning Glass
Works, Corning, Нидерланды). Для иммунофлуорес-
центного анализа монослой клеток СаCо-2 дважды
промывали фосфатно-солевым буферным раство-
ром PBS (Биолот, Россия) и культивировали в среде
DMEM/F12 (Gibco, США), не содержащей анти-
биотиков и сыворотки.

Бактерии S. grimesii были получены из Немецкой
коллекции микроорганизмов и клеточных культур
(DSMZ, Берлин, Германия). Бактерии выращивали
в среде LB (Gibco, Великобритания) при 37°C в кол-
бах с аэрацией в течение 24 ч до достижения оптиче-
ской плотности, равной 0.1 при 600 нм (OD600). Для
экспериментов с холодовым шоком бактерии куль-
тивировали при 37°C, а затем (перед выделением
мембранных везикул) помещали на водяную баню
со льдом на 1 ч. Для экспериментов с окислительным
стрессом бактерии культивировали как указано вы-
ше, а затем в среду добавляли пероксид водорода до
конечной концентрации 250 мкМ (Биолот, Россия)
на 1 ч, после чего выделяли мембранные везикулы.

Выделение мембранных везикул. Бактерии, выра-
щенные в течение 24 ч в среде LB (Gibco, Велико-
британия) при 37°C в колбах с аэрацией, центрифу-
гировали при 10000 g в течение 30 мин и полученный
супернатант фильтровали через мембрану с диамет-
ром пор 0.22 мкм (Millipore, Великобритания).
Фильтрат концентрировали, используя центробеж-
ный фильтр Ultra-4 с номинальной отсечкой 10 кДа
(Millipore, Великобритания). Концентрированный
фильтрат подвергали ультрацентрифугированию
при 40000 g в течение 1 ч при 4°C с использованием
ротора Type 45 Ti (Beckman Instruments, США).
Осадки, содержащие мембранные везикулы, суспен-
дировали в PBS (Биолот, Россия). Суспензию мем-
бранных везикул проверяли на стерильность, высевая
на чашки с LB-агаром (Gibco, Великобритания). Ко-
личество мембранных везикул выравнивали по кон-
центрации белка в растворе мембранных везикул,
определенного по методу Лоури (Lowry et al., 1951).

Количественная оценка адгезии и инвазии бактерий
после обработки клеток мембранными везикулами.
Влияние мембранных везикул на инвазию бактерий
S. grimesii определяли с помощью метода количе-
ственной оценки адгезии и инвазии по описанной
методике (Wu et al., 2014) с небольшими модифика-
циями. Клетки CaCo-2 культивировали в среде
DMEM/F12 (Gibco, США) без сыворотки в присут-
ствии разного количества везикул в течение 1 ч, за-
тем среду отбирали и клетки промывали 3 раза буфе-
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ром PBS (Биолот, Россия), контроль отмывки вези-
кул проводили с помощью микроскопа ZOI (Biorad,
США). Среду DMEM/F12 заменяли на свежую без
сыворотки и клетки заражали бактериями S. grimesii
из расчета 25 бактерий на 1 клетку. Клетки в присут-
ствии бактерий культивировали при 37°C и 5% CO2 в
течение 2 ч. Затем клетки промывали 1 мл раствора
трипсина с ЭДТА (Биолот, Россия), добавляли среду
DMEM/F12 с гентамицином (100 мкг/мл) и культи-
вировали 1 ч, чтобы уничтожить внеклеточные бак-
терии. После этого клетки лизировали в 4.5%-ном
растворе дезоксихолата натрия в течение 10 мин. Ли-
зат обьемом 100 мкл быстро титровали холодной
средой LB (Gibco, Великобритания) до нужной кон-
центрации и высевали по 100 мкл на чашки с LB-ага-
ром (Gibco, Великобритания) для подсчета количе-
ства колониеобразующих единиц (КОЕ). Ту же про-
цедуру использовали для анализа бактериальной
адгезии, но исключали обработку клеток средой с
гентамицином. Результаты представляют собой сред-
нее значение КОЕ, которое соответствует количеству
образовавшихся колоний, из трех независимых экс-
периментов. Результаты выражали средним значе-
нием и среднестатистическим отклонением. Разли-
чия считали значимыми при вероятности гипотезы
p < 0.05.

Иммунофлуоресцентная окраска мембранных вези-
кул и рецептора клеточной поверхности Е-кадгерина.
Клетки CaCo-2 инкубировали с мембранными вези-
кулами, предварительно окрашенными красителем
DiLO (Thermo Fisher Scientific, Великобритания),
согласно инструкции производителя в течение 1 ч.
Затем клетки промывали буфером PBS и фиксирова-
ли в 4%-ном растворе параформальдегида (Sigma-
Aldrich, США) в течение 20 мин при комнатной тем-
пературе и блокировали 1%-ным раствором бычьего
сывороточного альбумина (BSA; Sigma, ФРГ) в тече-
ние 1 ч. Пермеабилизацию клеточной мембраны
проводили 0.1%-ным раствором Тритона Х-100 в те-
чение 15 мин при комнатной температуре. Далее об-
разцы инкубировали с антителами к Е-кадгерину
(Santa Cruz, США) в течение ночи при 4°С. Вторые
антитела (AlexaFluor 488; Life Technologies, США)
разводили в соотношении 1 : 500 и инкубировали с
ними препараты 1 ч в темноте при комнатной темпе-
ратуре. В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали клетки, окрашенные только вторыми антитела-
ми. Визуализацию проводили с помощью микроскопа
Olympus FV3000 (Olympus, Япония), используя про-
граммное обеспечение ImageJ.

Определение уровня воспалительных цитокинов в
клетках СаCо-2 после их инкубации с мембранными
везикулами S. grimesii. Уровень секреции интерлей-
кинов IL-6 и IL-8 оценивали с использованием на-
бора для сэндвич-ИФА в соответствии с инструкци-
ями производителя (Human IL-6, IL-8 Pre-Coated
ELISA Kit; Peprotech, Великобритания). Клетки
СаCо-2 инкубировали в течение 24 ч с мембранными
везикулами в концентрации 2, 50 или 100 мкг/мл.

Определение уровней цитокинов IL-6 и IL-8 прово-
дили с использованием 96-луночных планшет-риде-
ров Dynex MRX II (Dynex, США), предварительно
покрытых моноклональными антителами, специ-
фичными к IL-6 или IL-8. Поглощение измеряли
при длине волны 405 нм, в качестве детектирующих
антител использовали биотинилированные полик-
лональные антитела, специфичные к IL-6 или IL-8,
и анализировали с помощью программного обеспе-
чения Revelation (Dynex, США).

Оценка цитотоксичности мембранных везикул. Ци-
тотоксичность мембранных везикул S. grimesii по от-
ношению к клеткам оценивали с помощью нерадио-
активного анализа цитотоксичности CytoTox 96
(Promega, Великобритания). За 7 сут до инфициро-
вания клетки CaCo-2 засевали в 24-луночные план-
шеты, выращивали до образования 70%-ного моно-
слоя и культивировали при 37°C в течение 24 ч среде
DMEM/F12 (Gibco, США) без сыворотки с мем-
бранными везикулами S. grimesii (в концентрации 2,
50 или 100 мкг/мл). Цитотоксичность мембранных
везикул определяли в супернатантах клеток по уров-
ню высвобождения в среду лактатдегидрогеназы
(LDH). Необработанные клетки являлись отрицатель-
ным контролем цитотоксичности (0%). Полный лизис
клеток после обработки 1%-ым Тритоном Х-100 пред-
ставлял собой положительный контроль (цитоток-
сичность 100%).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в режиме ре-
ального времени с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР).
Для анализа экспрессии гена e-cadherin из клеток
выделяли тотальную РНК при помощи набора Ribo-
Pure™ RNA Purification Kit (Invitrogen, США) по
протоколу, рекомендованному производителем. Все
образцы обрабатывали ДНКазой (Fermentas, Thermo
Scientific, Литва). Для синтеза кДНК использовали
1 мкг тотальной РНК на пробу, ревертазу RevertAid
M-MuLV и случайные олигонуклеотидные последо-
вательности (Fermentas, Thermo Scientific, Литва).
Пробы для ПЦР готовили в соответствии с протоко-
лом производителя Taq ДНК-полимеразы (Fer-
mentas, Thermo Scientific, Литва). Использовали
специфические праймеры следующих последова-
тельностей: для e-cadherin прямой 5'-CTGAGAAC-
GAGGANAACG-3' и обратный 5'-TTCACATCCAG-
CACATCC-3'; для β-актина прямой 5'-AATCTGG-
CACCACACCTTCTACA-3' и обратный 5'-GACG-
TAGCACAGCTTCTCCTTA-3'. Температура отжига
праймеров была адаптирована к оптимальным усло-
виям ПЦР для каждой используемой пары. ПЦР-
анализ экспрессии генов проводили на амплифика-
торе CFX96 (BioRad, Сингапур).

Статистическая обработки результатов. Использо-
вали t-критерий Стьюдента. Различия считали до-
стоверными при вероятности гипотезы p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Синтез мембранных везикул бактериями S. grimesii 
в условиях стресса

Ранее мы показали, что бактерии S. grimesii увели-
чивают производство мембранных везикул при фи-
зиологическом стрессе (Bozhokina et al., 2020). Тем-
пература является основным регулятором экспрессии
генов у бактерий, и производство мембранных везикул
бактериями происходило как при низких, так и при
более высоких температурах (Yonezawa et al., 2011).
Имея это в виду, мы проверили, влияют ли измене-
ния температуры на количество мембранных вези-
кул S. grimesii. Бактерии S. grimesii культивировали
либо при 32°С, либо при 37°С и оценивали количе-
ство везикул по концентрации белка в очищенной
фракции везикул (рис. 1). Оказалось, что при 37°С
накопление белка значительно выше, чем при 32°С,
что предполагает более активное производство вези-
кул при 37°С, т.е. при температуре, которая является
температурным оптимумом для S. grimesii (рис. 1).

Кроме того, известно, что в условиях стресса про-
исходит активация бактериальных сигнальных пу-
тей (Macdonald, Kuehn, 2013), и это также может уве-
личить образование мембранных везикул. Мы ис-
следовали влияние холодового шока, хорошо
зарекомендовавшего себя индуктора стресса у гра-
мотрицательных бактерий (Phadtare, 2004), на син-
тез мембранных везикул бактериями S. grimesii. Хо-
лодовой шок вызывали выдерживанием бактерий,

выращенных при 37°С, в течение получаса на льду с
качанием. Количественная оценка белков мембран-
ных везикул после холодового шока продемонстри-
ровала значительное увеличение секреции везикул
по сравнению с контрольными бактериями, выра-
щенными при 37°С (рис. 1).

Для того чтобы определить, являются ли условия
стресса физиологически значимыми для стимулиро-
вания производства везикул S. grimesii, мы определи-
ли количество мембранных везикул после добавле-
ния в ростовую среду бактерий пероксида водорода.
Эта добавка имитирует резкое увеличение в среде
активных форм кислорода, которые могли бы про-
дуцироваться нейтрофилами в процессе инфекции
in vivo для противодействия бактериальной инфек-
ции в организме хозяина. Действительно, при добав-
лении в бактериальную среду 250 мкМ пероксида
водорода на 1 ч количество везикул также возрастало
(рис. 1).

Влияние мембранных везикул на инвазию S. grimesii
в клетки CaCo-2. Так как бактерии S. grimesii секре-
тируют везикулы во внеклеточную среду, мы прове-
рили, как инкубация клеток с мембранными везику-
лами влияет на адгезию и инвазию бактерий. После
инкубации клеток CaCo-2 с мембранными везику-
лами (2 или 50 мкг/мл) в течение 30 мин среду меня-
ли на свежую и добавляли бактерии S. grimesii (мно-
жественность заражения 25 : 1). Добавление мем-
бранных везикул не оказало существенного влияния
на бактериальную адгезию через 2 ч (рис. 2а). Одна-
ко на более поздних сроках – через 4 и 8 ч после до-
бавления бактерий, адгезия усиливалась в 2.5 раза
(рис. 2а). Однако количество внутриклеточных (ин-
вазировавших) бактерий после преинкубации кле-
ток с мембранными везикулами увеличивалось на
всех временных точках. Количество внутриклеточ-
ных бактерий увеличивалось также в зависимости от
концентрации везикул до 2.5 раз (рис. 2б).

Стоит отметить, что предварительная обработка
клеток везикулами, полученными в условиях стресса
(холодовой шок или добавление пероксида водоро-
да) приводила к более значительной инвазии бакте-
рий в клетки, что может говорить о наличии в таких
везикулах большего количества бактериальных фак-
торов вирулентности (рис. 3).

Оказалось, также, что предварительная обработ-
ка клеток CaCo-2 мембранными везикулам увеличи-
ла экспрессию гена рецептора клеточной поверхно-
сти Е-кадгерина (рис. 4а), а также колокализацию ве-
зикул с E-кадгерином на поверхности клеток (рис. 4б).
После окраски красителем DiLO к клеткам CaCo-2
добавляли мембранные везикулы в концентрации
50 мкг/мл на 1 ч. Затем клетки фиксировали и окра-
шивали антителами к Е-кадгерину. На врезке
(рис. 4б) видны прикрепившиеся к поверхности кле-
ток везикулы (красный сигнал) и места контакта ве-
зикул с E-кадгерином (зеленый сигнал), что указы-

Рис. 1. Зависимость количества мембранных везикул
бактерий Serratia grimesii от температуры и стрессовых
факторов. Измеряли общее содержание белка мембран-
ных везикул, выделенных из S. grimesii, культивируемых
при 32 или 37°C. Концентрации белка мембранных вези-
кул (МВ) были нормализованы к относительной концен-
трации бактериальной культуры, которую определяли по
оптической плотности при длине волны 600 нм. Холодо-
вой шок (ХШ) моделировали помещением бактерий на
лед на 30 мин, окислительный – 250 мкМ перексида во-
дорода (ПВ) в течение 1 ч. Контроль – количество мем-
бранных везикул от бактерий, выращенных при темпера-
турном оптимуме (37°C) с качанием. Эксперименты по-
вторяли дважды; показаны средние значения и
стандартные отклонения; различия достоверны по срав-
нению с контролем (*) при р < 0.05.
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вает на участие этого рецептора в интернализации
везикул в клетки-хозяина.

Цитотоксическое действие мембранных везикул
S. grimesii, полученных в условиях оптимума роста и
при условиях стресса на клетки CaCo-2. Цитотокси-
ческое действие мембранных везикул на клетки
CaCo-2 оценивали количественно по высвобожде-
нию фермента LDH из цитозоля клеток, как меры их
повреждения. Мембранные везикулы в количестве
25, 75 или 150 мкг/мл добавляли к клеткам CaCo-2 на
24 ч. Цитотоксический эффект мембранных везикул
увеличивался пропорционально концентрации до-
бавленных к клеткам везикул (рис. 5).

Суспензию мембранных везикул, полученных в
условиях стресса, в концентрации 50 и 100 мкг/мл ин-
кубировали с клетками CaCo-2 в течение 24 ч. Цито-
токсический эффект мембранных везикул был про-
порционален концентрации добавленных к клеткам
везикул (рис. 6). Кроме того, мы показали, что цито-
токсический эффект был выше в 1.5 раза при обра-
ботке везикулами, полученными после воздействия
температурного (холодового) шока, а также был вы-
ше в 2.5 раза после воздействия окислительного
стресса (обработки пероксидом водорода). В каче-
стве отрицательного контроля на цитотоксичность,
клетки инкубировали в среде без везикул, для поло-
жительного контроля использовали обработку кле-
ток раствором Triton X-100.

Влияние мембранных везикул S. grimesii на синтез
провоспалительных цитокинов IL-6 и IL-8 в клетках
CaCo-2. По данным иммунноферментного анализа
(ИФА), после инкубации клеток CaCo-2 с мембран-
ными везикулами в концентрации 2, 50 или 100 мкг/мл
в течение 24 ч уровень секретируемых IL-6 и IL-8
увеличивался в 4.8 и в 6.4 раза соответственно
(рис. 7а, б). В ответ на обработку клеток везикулами
(при совместном культивировании клеток с везику-
лами в максимальной концентрации) наблюдали
секрецию цитокинов IL-6 и IL-8 в самых высоких

концентрациях. Секреция цитокинов уменьшалась
пропорционально концентрации мембранных вези-
кул, предварительно добавленных к клеткам. Мак-
симальная секреция цитокинов достигалась при
концентрации мембранных везикул 100 мкг/мл, а
увеличение секреции всего в 1.6 раз достигалась при
концентрации везикул 2 мкг/мл. Было также показа-
но, что ответы клеток на обработку везикулами непа-
тогенного штамма E. coli ССМ были значительно
меньше при аналогичных концентрациях, чем при об-
работке везикулами бактерий S. grimesii (рис. 7 а, б).
Это можно объяснить тем, что в везикулах S. grimesii,
в отличие от везикул штамма E. coli ССМ, содержит-
ся протеаза гримелизин (Bozhokina et al., 2020), по-
этому такая разница в эффектах может быть связана

Рис. 2. Влияние мембранных везикул (МВ) на адгезию и инвазию бактерий S. grimesii в клетки CaCo-2. Клетки инкубировали
в среде с МВ в течение 30 мин. Бактериальную адгезию (а) и инвазию (б) оценивали по количеству прикрепившиеся и про-
никших в клетки S. grimesii. Количество бактерий оценивали по числу колониеобразующих элементов (КОЕ/мл) после высе-
ва на твердые среды. Число прикрепившихся бактерий после инкубирования клеток в среде с МВ увеличивается через 4 и 8 ч
адгезии. Контроль – необработанные везикулами клетки CaCo-2. Эксперименты повторяли трижды; показаны средние зна-
чения и стандартные отклонения; различия достоверны по сравнению с контрольными (*) при р < 0.05.
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Рис. 3. Инвазия S. grimesii в клетки CaCo-2, предвари-
тельно обработанные мембранными везикулами (МВ),
полученными в условиях стресса. МВ из бактерий выде-
ляли после холодового шока (ХШ) в течение 30 мин на
льду, или окислительного стресса добавлением 250 мкМ
пероксида водорода (ПВ). Контроль – инвазия CaCo-2,
без предварительной обработки бактерий МВ. Экспери-
менты повторяли трижды; показаны средние значения и
стандартные отклонения; различия с контролем досто-
верны (*) при р < 0.05.
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с наличием в мембранных везикулах этого фер-
мента.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время мембранные везикулы бакте-
рий считаются одним из ключевых участников бак-
териальной вирулентности (Kulp, Kuehn, 2010). Ве-
зикулы играют важную роль в таких взаимодействи-
ях клетки-хозяина и патогена, как транспортировка
и высвобождение факторов вирулентности многих
патогенных и условно-патогенных бактерий (Ellis,

Kuehn, 2010). Ранее мы обнаружили, что условно-
патогенные бактерии S. grimesii продуцируют мем-
бранные везикулы, содержащие актин-специфиче-
скую протеазу гримелизин, которая является одним
из факторов вирулентности этих бактерий (Bozhoki-
na et al., 2020). Эти результаты указывает на то, что
S. grimesii могут использовать мембранные везикулы
в качестве системы доставки целевых бактериаль-
ных белков в процессе интернализации бактерий.
Однако в литературе недостаточно данных о нали-
чии у бактерий штамма S. grimesii специфических
бактериальных систем секреции, которые способ-
ствуют проникновению этих условно-патогенных
бактерий в клетки эукариот. В то же время, извест-
но, что образование мембранных везикул является
ответом бактерий на неблагоприятные условия
окружающей среды (MacDonald, Kuehn, 2013).

Температуру окружающей среды обычно рас-
сматривают как общий фактор стресса, который
встречается во время инфекции. Используя измене-
ние температуры (холодовой шок), мы показали, что
количество везикул, выделенных бактериями, под-
вергшимися инкубации при 4°C, значительно пре-
вышало количество везикул, выращенных при 32
или 37°C (Bozhokina et al., 2020). Аналогичное увели-
чение количества секретируемых везикул происхо-
дило в результате окислительного стресса – еще од-
ного вида стресса, с которым патоген может встре-
титься в процессе развития инфекции. Оказалось,
что окислительный стресс, а именно инкубация бак-
терий S. grimesii в присутствии пероксида водорода,
приводила к значительному, почти в 3.5 раза, увели-
чению продукции везикул. Активные формы кисло-
рода, такие как пероксид водорода, вырабатываются
клетками врожденного иммунитета и высвобожда-
ются при контакте с инфекционным агентом. Реак-

Рис. 4. Совместная иммунофлуоресцентная окраска мембранных везикул (МВ) бактерий S. grimesii и рецептора клеточной
поверхности Е-кадгерина клеток CaCo-2. Клетки CaCo-2 инкубировали в среде с 10, 25 и 50 мкг/мл МВ в течение 1 ч, затем
оценивали экспрессию рецептора клеточной поверхности Е-кадгерина методом ОТ-ПЦР (а); контроль – клетки CaCo-2 в
среде без МВ. б – Показана иммунофлуорисценция рецептора Е-кадгерина (зеленый цвет) при инкубации клеток CaCo-2 в
среде с МВ (красный цвет) бактерий S. grimesii; на врезке с увеличенным изображением участка видны прикрепившиеся к по-
верхности клеток везикулы и места контакта везикул с E-кадгерином. Масштабный отрезок – 25 мкм.
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Рис. 5. Цитотоксичность мембранных везикул (МВ) в
разной концентрации), выделенных из бактерий S. grime-
sii, на клетки CaCo-2. По горизонтали: ПК – положитель-
ный контроль (лизис клеток в 1%-ном растворе Тритона
Х-100, 100%-ная цитотоксичность), ОК – отрицатель-
ный контроль (культуральная среда без МВ). Цитотокси-
ческое действие на клетки CaCo-2 определяли по росту
содержания лактатдегидрогеназы (LDH) в среде клеток
по мере их повреждения.
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тивный кислород является мощным защитным ме-
ханизмом клетки, а бактерии не обладают единым
механизмом уклонения от активных форм кислоро-
да. Возможно, повышенная продукция мембранных
везикул является как раз таким защитным механиз-
мом для бактерий S. grimesii.

Увеличение количества везикул S. grimesii при воз-
действии стресса согласуется с данными о везикулах
других грамотрицательных бактерий (Deatherage et al.,
2009). При этом изменение количества мембранных
везикул, синтезируемых бактериями S. grimesii, пред-
полагает, что может происходить дифференцирован-
ная сортировка внутренних белков везикул, как, на-
пример, это происходит с мембранными везикулами
бактерий P. gingivalis (Haurat et al., 2011).

В настоящее время было идентифицировано
множество факторов вирулентности бактерий, ассо-
циированных с мембранными везикулами. Было по-
казано, что мембранные везикулы доставляют в
клетки эукариот бактериальные факторы вирулент-
ности таких кишечных патогенов, как энторопато-
генная Escherichia coli и Helicobacter pylori (Ellis,
Kuehn, 2010). Мы показали, что при помощи везикул
S. grimesii в значительном количестве переносит ме-
таллопротеазу гримелизин (Bozhokina et al., 2020).
Кроме того, аналогично данным для мембранных
везикул патогенных бактерий (Lindmark et al., 2009),
мембранные везикулы S. grimesii обладают цитоток-
сичным эффектом по отношению к клеткам CaCo-2.

Рис. 6. Цитотоксический эффект мембранных везикул (МВ), выделенных из бактерий S. grimesii, в условиях стресса. По гори-
зонтали: ПК – положительный контроль (лизис клеток в 1%-ном растворе Тритона Х-100, 100%-ная цитотоксичность), ОК –
отрицательный контроль (культуральная среда без мембранных везикул); 37°C – оптимальные условия роста бактерий;
ХШ – холодовой шок; ПВ – добавление в среду культивирования бактерий пероксида водорода (250 мМ). Цитотоксическое
воздействие на клетки CaCo-2 определяли по содержанию в среде клеток фермента LDH.
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Цитотоксичность мембранных везикул измеряли
по наличию в среде клеток внеклеточного фермента
LDH после их совместной 24-часовой инкубации, и
уровень цитотоксичности менялся пропорциональ-
но концентрации добавленных к клеткам везикул.
Такое действие на клетки CaCo-2 может предпола-
гать роль других цитотоксических факторов S. grime-
sii в дополнение к гримелизину, например, других
бактериальных протеаз, которые могут повреждать
клеточные мембраны. Для проверки этого предпо-
ложения требуются дальнейшие исследования, что-
бы установить, является ли снижение целостности
мембраны клетки-хозяина результатом действия
мембранных везикул на клеточный цикл, или цито-
токсичность достигается фактическим лизисом кле-
ток-хозяина. Тем не менее, можно предположить,
что везикулы S. grimesii могут модулировать измене-
ния мембран клеток линии CaCo-2 человека, и тем
самым влиять на проникновение бактерий.

Известно, что бактериальные мембранные вези-
кулы могут активировать сигнальные пути врожден-
ного и приобретенного иммунного ответа в клетках
хозяина (Ellis, Kuehn, 2010). Факторы вирулентно-
сти, ассоциированные с мембранными везикулами,
могут модулировать иммунный ответ хозяина, сти-
мулируя иммунное (воспалительное) повреждение
или уничтожение патогена (Ellis, Kuehn, 2010). Про-
воспалительный ответ на действие мембранных ве-
зикул наблюдали для некоторых видов бактерий,
включая H. pylori (Ismail et al., 2003) и P. aeruginosa
(Bauman, Kuehn 2006).

Мы также показали, что в ответ на инфицирова-
ние мембранными везикулами клетки CaCo-2 про-
дуцируют провоспалительные цитокины IL-6 и IL-8.
Эти результаты являются первым свидетельством того,
что мембранные везикулы S. grimesii действуют как
инициаторы иммунного ответа хозяина. По нашим
предварительным данным, предобработка мембран-
ных везикул протеиназой K не снижает способности
везикул индуцировать IL-8. Так как протеиназа К раз-
рушает белки, связанные с поверхностью везикул,
но не белки, находящиеся в их внутреннем просвете
(Bomberger, et al. 2009), эти данные указывают на то,
что факторы вирулентности S. grimesii, участвующие
в индукции интерлейкинов клетки-хозяина, явля-
ются внутренними компонентами мембранных ве-
зикул.

Ранее мы показали, что клетки эукариот чувстви-
тельны к инвазии S. grimesii (Bozhokina et al., 2011).
Результаты настоящей работы свидетельствуют о
том, что эффективность бактериальной инвазии
увеличивается в присутствии мембранных везикул,
секретируемых бактериями S. grimesii. Секреция ве-
зикул значительно усиливается в условиях стресса,
холодового шока, а также при инкубации бактерий в
присутствии перекиси водорода.

Результаты нашей работы впервые показали, что
предварительная обработка клеток CaCo-2 мем-

бранными везикулами S. grimesii приводит к значи-
тельному усилению инвазии бактерий в эти клетки.
Цитотоксичность везикул для клеток согласуется с
этими данными. Таким образом, полученные ре-
зультаты продемонстрировали роль мембранных ве-
зикул, как средства доставки факторов вирулентно-
сти S. grimesii и выявили влияние везикул на клетки
человека, включая цитотоксичность и индукцию
врожденного иммунного ответа, связанную с секре-
цией интерлейкинов IL-6 и IL-8.
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Role of Outer Membrane Vesicles (OMVS) in Serratia grimesii Interactions 
with CaCo-2 Cells
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bLLC “Grotex”, St. Petersburg, 195279 Russia
*e-mail: bozhokina@yahoo.com

**e-mail: juletschka.ber@gmail.com

Opportunistic bacteria Serratia grimesii are able to invade eukaryotic cells; however, the molecular mechanisms of
their invasive activity remains unclear. Previously, we have shown that in vitro S. grimesii secrete membrane vesicles
that penetrate cultured eukaryotic cells and promote invasion of S. grimesii into these cells (Bozhokina et al., 2020).
Therefore, the aim of this work was to study the role of S. grimesii membrane vesicles in the process of interaction
between bacteria and the host cell. The results of our experiments showed that exposure of S. grimesii to cold shock
or oxidative stress induced by hydrogen peroxide increased the secretion of membrane vesicles, and the isolated ves-
icles enhanced the invasion of bacteria into CaCo-2 cells. Also, S. grimesii membrane vesicles induced the immune
response of CaCo-2 cells, and demonstrated cytotoxic activity towards these cells, determined by the level of lactate
dehydrogenase release. In the presence of vesicles obtained under the stress conditions, bacteria adhered to and pen-
etrated into CaCo-2 cells more actively. Moreover, we have shown for the first time that the cell surface receptor E-
cadherin is involved in the invasion of S. grimesii membrane vesicles into CaCo-2 cells. Our results suggest that the
vesicle-mediated delivery of virulence factors into eukaryotic cells can significantly contribute to the pathogenesis
induced by S. grimesii infection.

Keywords: S. grimesii, membrane vesicles, grimelysin, invasion
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