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Внеклеточные везикулы (ВВ), секретируемые клетками бактерий, в фокусе внимания исследовате-
лей. Они обогащены биоактивными молекулами, опосредуют межклеточную коммуникацию микро-
и макроорганизмов, участвуют в адаптации бактерий к стрессовым условиям, репрограммировании
клеток-мишеней, модуляции иммунореактивности у высших организмов, изменении структуры
микробных сообществ и экосистем. Уникальные свойства бактериальных внеклеточных везикул
(БВВ) открывают широкие перспективы их практического применения – в клинической медицине,
сельском хозяйстве, биотехнологии и экологии в качестве диагностических маркеров, вакцин, но-
вых биопрепаратов и средств их доставки. Однако для реализации практических приложений необ-
ходимо решить ряд проблем. Настоящий обзор сосредоточен на проблеме неоднозначной роли БВВ
в регуляции живых систем, безопасности БВВ и подходам к ее решению, связанным с инновацион-
ными технологиями.

Ключевые слова: внеклеточные везикулы бактерий, медиаторы межклеточной коммуникации, ма-
лые РНК, биобезопасность, инновационные технологии, sMETASeq
DOI: 10.31857/S0555109923020046, EDN: LLCMZT

Внеклеточные мембранные везикулы проду-
цируются клетками микро- и макроорганизмов.
Эти наноструктуры могут транспортировать раз-
нообразные соединения и опосредовать межкле-
точную коммуникацию про- и эукариот [1]. Пер-
вые доказательства существования внеклеточных
везикул у бактерий относятся к 60 гг. 20 в. [2–4]. По-
явление методов высокого разрешения позволило
выявить у бактерий несколько категорий везикул,
отражающих разные пути их формирования и функ-
ции [5–7]. Механизмы биогенеза бактериальных ве-
зикул, а также сортинга (селективной загрузки
биомолекул в везикулы) пока мало исследованы –
основной пул экспериментальных исследований
приходится на определение функций БВВ и раз-
работку способов их практического приложения.
Большинство работ, посвященных БВВ, относит-
ся к поиску и анализу полезных свойств везикул и
попыткам дать им практическое приложение. Ак-
цент предлагаемого обзора сделан на неодно-
значной роли БВВ в регуляции живых систем, их
многоликости (независимо от того, продуциру-
ются они патогенами или комменсалами, в том
числе со статусом пробиотиков), отсутствии ис-

черпывающей информации относительно их со-
держимого и функций и, в связи с этим, нерешен-
ной проблеме оценки их безопасности. В обзоре
обсуждаются новые возможности, которые откры-
вают инновационные омикс-технологии (в частно-
сти, метод sMETASeq) для проведения исследова-
ний молекулярных механизмов взаимодействия
БВВ с клетками эукариот и анализа токсигенно-
сти везикул, актуального для оценки их безопас-
ности.

Функции, связанные со специфичным трафи-
ком и межклеточной коммуникацией, обнаружены
у внеклеточных везикул (ВВ) всех исследованных
классических грамотрицательных и грамположи-
тельных бактерий, а также бактерий, лишенных
клеточной стенки (класс Mollicutes), ассоциирован-
ных с мельчайшими прокариотами. Эти везикулы
представляют значительный интерес как для
фундаментальных исследований, так и практиче-
ских разработок как транспортеры биоактивных
молекул и важные медиаторы в регуляции живых
систем [8].
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ВВ, продуцируемые грамотрицательными и
грамположительными бактериями, а также мол-
ликутами, содержат как общие, так и различающи-
еся классы соединений. В БВВ обнаруживаются
токсины, метаболиты, белки, липиды, ДНК, а так-
же РНК и некоторые другие соединения. Основ-
ные различия ВВ соответствующих микроорга-
низмов связаны с отсутствием клеточной стенки
у молликут, а также различиями их структуры у
грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий: наличие/отсутствие соответствующих компо-
нентов отражается на структуре продуцируемых
бактериями везикул, поверхности и содержимом
везикул (рис. 1). История исследования внекле-
точных везикул у грамотрицательных бактерий
составляет несколько десятилетий, а грамполо-
жительных – много меньше [1]. Внеклеточные
везикулы у представителей класса Mollicutes – ли-
шенных клеточной стенки бактерий, ассоцииро-
ванных с мельчайшими прокариотами, способны-
ми к самостоятельному воспроизведению, были
изолированы и охарактеризованы относительно
недавно и лишь у немногих видов [9–11]. В отли-
чие от L-форм бактерий, молликуты не имеют ге-
нетической основы для синтеза клеточной стенки
[12], так что сравнивать эти бактерии можно в из-
вестных пределах. Однако сравнение секретируе-

мых ими везикул, представляет значительный инте-
рес, так как у везикул L-форм бактерий могут ока-
заться уникальные, не описанные ранее свойства.
Пока внеклеточные везикулы L-форм бактерий
не исследованы, очевидно, что этот пробел в зна-
ниях должен быть заполнен в ближайшем буду-
щем.

Изменения условий окружающей среды, в том
числе дефицит питательных веществ, окислитель-
ный стресс, ультрафиолетовое излучение, измене-
ния температуры, рН, осмотического давления,
влажности, селективное давление антимикробных
препаратов, развитие вирусной инфекции и акти-
вация иммунореактивности вызывают у бактерий
повышение уровня везикуляции и изменение
спектра соединений в содержимом везикул
[1, 13–15]. Принципиально важным является то,
что в везикулах бактерий всех исследованных групп
независимо от условий среды обнаруживаются ма-
лые некодирующие РНК – биомолекулы, с которы-
ми связывают регуляторные функции БВВ [16].

Взаимодействие секретируемых транскриптов
бактерий с геномом эукариот является сегодня
важнейшим направлением исследований меха-
низмов регуляции микробных сообществ и фор-
мирования системы “паразит – хозяин”. Особое

Рис. 1. Принципиальная схема структуры внеклеточных везикул бактерий: I – ВВ грамотрицательных бактерий (OM-
Vs, Outer Membrane Vesicles); II – ВВ грамположительных бактерий (CMVs, Cytoplasmic Membrane Vesicles); III – ВВ
молликут (EVs, Extracellular Vesicles).
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место в этом направлении занимают малые РНК,
которые секретируются во внешнюю среду в со-
ставе БВВ [16]. Обогащенность малыми РНК –
общее свойство БВВ [17–19].

У бактерий большинство малых РНК имеют
длину от 50 до 250 нуклеотидов и, как и малые РНК
эукариот (siRNA), они играют регуляторную роль
в экспрессии генов на посттранскрипционном
уровне [20]. Бактерии экспрессируют два типа
малых РНК, которые также обнаруживаются у
высших организмов, в том числе у человека: (1)
РНК, которые картируются на последовательно-
сти консервативных молекул – тРНК (tRNA-de-
rived fragments, tRFs) [21], и (2) Y RNAs [22]. Эти
молекулы регулируют адаптацию бактерий к
стрессорам и реализацию вирулентности [23]. В
ряде работ [17, 24], в том числе в исследованиях
авторов [25], на модели фибробластов кожи чело-
века и Acholeplasma laidlawii (широко распростра-
ненной в природе бесстеночной бактерии, встре-
чающейся у человека, животных, растений и яв-
ляющейся основным контаминантом клеточных
культур), было показано, что малые РНК, гомоло-
гичные последовательностям тРНКМет, способные
подавлять трансляцию у эукариот, входят в состав
содержимого БВВ. Интернализация БВВ, транс-
портирующих такие молекулы, сопровождается
изменением экспрессии генов, кодирующих бел-
ки разных функциональных групп, и модуляцией
иммунореактивности эукариотических клеток-
мишеней. В зависимости от вида бактерий, про-
дуцирующих ВВ, и типа клеток-мишеней у по-
следних регистрируется активация сигнальных
систем, связанных в том числе с усилением или
подавлением иммунного ответа [17, 26]. Особые
свойства и высокий уровень присутствия малых
РНК в везикулах бактерий вносят существенный
вклад в статус БВВ как важных медиаторов в регу-
ляции межклеточных взаимодействий и делают
их основными кандидатами в диагностические
маркеры для оценки физиологических состояний
и патологических процессов [18].

Между тем наличие малых РНК в пуле везикул
бактерии не означает, что все везикулы, продуциру-
емые клетками бактерии, содержат малые РНК.
Внеклеточные везикулы, продуцируемые бакте-
риальной клеткой, гетерогенны. Они различают-
ся по размерам, содержимому, в том числе РНК,
образуют субпопуляции. Такие данные были по-
лучены в работе [27], а также в исследованиях ав-
торов [25] (рис. 2). Поскольку разные методы
микроскопии обладают как достоинствами, так и
недостатками, для исследования везикул рекомен-
дуется использовать разные варианты микроско-
пии. Ультраструктуру везикул (в том числе наличие
у них мембраны) можно исследовать с помощью
трансмиссивной электронной микроскопии, но
такие объекты будут “плоскими”. Сканирующая
электронная микроскопия позволяет визуализи-

ровать везикулы объемно, но не позволяет уви-
деть ультраструктуру и т.д. Полученные авторами
обзора изображения свидетельствуют о том, что
везикулы Acholeplasma laidlawii подобны внеклеточ-
ным везикулам, продуцируемым другими бактери-
ями. Они окружены мембраной (рис. 2а), являются
сферическими структурами (рис. 2б), имеют диа-
метр менее 300 нм (как видно на 2а, 2б), содержат
ДНК и РНК (рис. 2г, 2ж, 2и, 2к), способны про-
никать в клетки других бактерий и эукариот (рис. 2г,
2д, 2и, 2к). О проникновении внеклеточных везикул
A. laidlawii в клетки Lactiplantibacillus plantarum свиде-
тельствует проникновение красителей Hoechst
33342 и акридинового оранжевого, присутство-
вавших только внутри везикул микоплазмы. Не все
везикулы, продуцируемые клетками A. laidlawii в
конкретных условиях, содержат РНК (рис. 2е, 2ж,
2з – флуоресценция акридинового оранжевого
регистрируется не во всех сферических структу-
рах, окрашенных DiI). Различия в содержимом
везикул разных субпопуляций позволяет предполо-
жить и различный функциональный потенциал со-
ответствующих структур [28]. Однако подходы для
дифференциального выделения субпопуляций ве-
зикул, в том числе содержащих/не содержащих ма-
лые РНК, пока не разработаны, что не позволяет
исследовать функции разных субпопуляций вези-
кул в межклеточной коммуникации и оценивать
их с точки зрения безопасности.

Бактериальные везикулы опосредуют взаимо-
действия в микробных сообществах. БВВ, по-ви-
димому, важны для жизни биосистем. Некоторые
исследователи считают внеклеточные везикулы
ключевыми регуляторами межклеточной комму-
никации [1], в том числе в связи с практически
отсутствием межвидовых барьеров между проду-
центом везикул и таргетными клетками, которые
бы затрудняли их опосредованное везикулами вза-
имодействие; а также стабильностью везикул, спо-
собностью их к длительной циркуляции; обогащен-
ностью биоактивными молекулами, участвующими
в модуляции сигнальных систем клеток, регуляции
экспрессии генов и др. Кроме того, к настоящему
времени не получено жизнеспособных организ-
мов (про- и эукариот), у которых было бы полно-
стью нарушено образование внеклеточных вези-
кул, в отличие от мутантов по другим сигнальным
и регуляторным путям. Это может указывать на
особую значимость внеклеточных везикул для
микроорганизмов, их взаимодействия в микроб-
ных сообществах и с клетками эукариот. Вместе с
тем, межклеточные взаимодействия, как известно,
координируют не только внеклеточные везикулы.
Описаны и другие агенты химической коммуника-
ции, включая гормоны, цитокины, производные
жирных кислот, оксид азота и др. И, хотя наряду с
классическими путями секреции, например, гор-
монов и цитокинов, обнаружены способы секре-
ции этих молекул и с помощью внеклеточных ве-
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зикул, определение “медиаторы межклеточной
коммуникации” можно считать корректным от-
ражением важных функций этих структур.

БВВ обеспечивают коммуникацию бактери-
альных клеток, конкуренцию и взаимопомощь,
модуляцию клеточных процессов и стресс-устой-
чивость [29]. Опосредуемый везикулами латераль-
ный перенос биоактивных молекул определяет воз-
можность оперативного репрограммирования кле-
ток-мишеней и адаптации микроорганизмов к
неблагоприятным условиям среды [23]. БВВ транс-
портируют соединения, актуальные для выживания
как отдельных организмов, так и микробного сооб-
щества в целом. В числе таких соединений – детер-
минанты устойчивости к антибиотикам, молекулы
для формирования биопленок и чувства кворума, а
также факторы вирулентности [30–32]. Присут-
ствие этих молекул и реализация соответствую-
щих функций обнаружены у ВВ, продуцируемых
как патогенами, так и комменсалами [33, 34]. По-
казано, что в условиях селективного давления ан-
тимикробных препаратов БВВ, продуцируемые
клетками антибиотикоустойчивых штаммов, мо-
гут осуществлять горизонтальный перенос генов
и ферментов, обеспечивающих развитие рези-
стентности к антибиотикам у чувствительных к
ним бактерий. При этом в сложных ассоциатах
комменсалы и патогены оказывают взаимопомощь
посредством везикул. Так, БВВ Staphylococcus aureus
и Haemophilus influenza в условиях селективного дав-
ления ампициллина и амоксициллина способны
передавать β-лактамазу Staphylococcus epidermis,
Escherichia coli, Salmonella enterica и стрептокок-
кам группы А, обеспечивая появление антибио-
тикоустойчивости у соответствующих бактерий и
их выживание в микробном сообществе [35, 36].
Полученные в исследованиях авторов результаты
[37], свидетельствующие об экспрессии гена β-лак-
тамазы, а также секреции соответствующего фер-
мента в составе ВВ у A. laidlawii, индифферентной
к лактамам бактерии, ассоциированной с мель-
чайшими прокариотами, могут указывать на фун-
даментальный характер феномена бактериально-
го взаимодействия, опосредуемого БВВ.

В составе ВВ ряда бактерий выявлены компо-
ненты для формирования биопленки (щелочная

протеаза, PrpL и CdrA), молекулы quorum-sensing
(хинолины и лактоны), ферменты для деградации
антибиотиков и факторы вирулентности (щелочная
фосфатаза, фосфолипаза С, липаза и сериновая
протеаза и др.), необходимые для координации и
выживания микробного сообщества [38–40]. Бак-
териальные токсины, в том числе Antrax Toxin и
холероген, тоже обнаруживаются в составе ВВ
Bacillus anthracis и Vibrio cholerae соответственно
[41, 42]. Подобные соединения, наряду с регуля-
торными РНК, могут не только обеспечивать за-
щиту микробного сообщества от конкурентов, но
в условиях селективного давления стрессоров
способствовать изменению состава микробных
сообществ и эволюции вирулентности микроор-
ганизмов (появлению вирулентности у безвред-
ных микробов окружающей среды, комменсалов,
симбионтов, а также изменению степени вирулент-
ности у патогенов) и развитию патологических про-
цессов в биосистемах [43–45]. Для оперативной де-
текции подобных событий нужны эффективные
диагностикумы. Перспективы создания эффек-
тивных инструментов для мониторинга структуры
и функций микробных сообществ, оценки физио-
логических состояний и патологических процес-
сов в биосистемах сегодня связывают с малыми
РНК, в том числе в составе БВВ [46]. Особенности
нуклеотидных последовательностей малых РНК, в
том числе консервативных фрагментов тРНК, явля-
ющихся важной частью регуляторных РНК микро-
организмов, отражают таксономическую принад-
лежность их обладателей [47]. Сиквенс малых
РНК исследуемых образцов позволяет опреде-
лять структуру микробного сообщества, как и ме-
тагеномный анализ, основанный на сиквенсе
ДНК, в том числе выделенной из ВВ сложных
многокомпонентных систем (кровь, моча, содер-
жимое кишечника, вода естественных водоемов и
т.д.). Важным преимуществом метагеномного ана-
лиза, основанного на сиквенсе РНК, является то,
что он позволяет идентифицировать в исследуе-
мых образцах только живые активные микроор-
ганизмы [48].

Бактериальные везикулы опосредуют взаимо-
действие клеток бактерий и хозяина. К настояще-
му времени опубликовано немало сообщений,
свидетельствующих, что БВВ кишечной микробио-

Рис. 2. Внеклеточные везикулы, продуцируемые бактериями в аксеничной (а, е–з), а также смешанной культурах (б),
и взаимодействие их с клетками прокариот (в–д) и эукариот (и, к). Изображения получены с помощью ТЭМ (а), СЭМ
(б), световой (в) и флуоресцентной микроскопии (г, д), конфокальной лазерной сканирующей микроскопии (е–к): а – ак-
сеничная культура Acholeplasma laidlawii; б – везикулы, выделенные из смешанной культуры A. laidlawii + Bacillus pum-
ilus; в–д – клетки Lactiplantibacillus plantarum, инкубированные с везикулами A. laidlawii, окрашенными красителями
Hoechst 33342 (г) и акридиновым оранжевым (д); е–з – везикулы, выделенные из аксеничной культуры A. laidlawii; к – фиб-
робласты кожи человека, инкубированные с везикулами A. laidlawii, окрашенными красителем DiI и акридиновым
оранжевым, для визуализации мембраны и РНК соответственно (ядра клеток окрашены DAPI, F-актин – с помощью
антител, конъюгированных с Alexa Fluor 488). Стрелками указаны везикулы бактерий. Везикулы, продуцируемые
клетками A. laidlawii, проникают в клетки L. plantarum (г, д) и человека (и, к). БВВ, содержащие РНК, визуализируются
в цитозоле (и) и ядре (к) фибробластов. Масштабный отрезок соответствует 500 нм. (Представленные микрографии
получены авторами обзора).
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ты способны преодолевать эпителиальный барьер
кишечника, проникать в кровоток, лимфатиче-
скую систему и оказывать влияние на разные ор-
ганы и системы высших организмов [49–51]. Это
свойство БВВ может усиливаться в случае “текуче-
сти кишечника”, ассоциированной с нарушением
структуры кишечной микробиоты организма. В мо-
дельных исследованиях получены данные, указы-
вающие на способность БВВ преодолевать гемато-
энцефалический барьер, инфицировать иммуноци-
ты [52, 53], изменять экспрессию многих генов, в
том числе регуляторов иммуно- и нейрореактив-
ности, модулировать нормальные и патологиче-
ские процессы у высших организмов. Однако мо-
лекулярные механизмы взаимодействия БВВ с
клетками хозяина еще не вполне ясны. Считается,
что основным механизмом модуляции, опосредо-
ванной БВВ, является эпигенетическая модифи-
кация, ассоциированная с действием малых РНК
и метилаз, транспортируемых везикулами [54]. В
этой связи внимание исследователей к роли вези-
кул в живых системах сосредоточено на малых
РНК как важных модуляторах сигнальных систем

эукариотических клеток, регуляторах экспрессии
белков взаимодействующих организмов. Вместе с
тем очевидно, что липиды и белки БВВ могут то-
же вносить существенный вклад в процессы взаи-
модействия. Многофункциональность БВВ, свя-
занная с их обогащенностью разнообразными
биомолекулами, определяет возможность реали-
зации различных сценариев взаимодействия с эу-
кариотической клеткой и его результата. К насто-
ящему времени описано три способа взаимодей-
ствия БВВ с клетками высших эукариот [55], из
которых два связаны с непосредственной интер-
нализацией везикул, а один с рецепторно-опо-
средованным путем (рис. 3).

БВВ несут набор молекул, известных как мик-
роб-ассоциированные молекулярные паттерны
(MAMPs, Microbe-Associated Molecular Patterns),
которые распознаются специфическими рецеп-
торами, экспрессируемыми эпителиальными и
иммунными клетками хозяина. Эти рецепторы
(TLRs, RLRs, NLRs) – базовые элементы врож-
денного иммунитета, определяют активацию сиг-
нальных систем, связанных с иммунореактивно-

Рис. 3. Основные пути интернализации внеклеточных везикул бактерий и эффекты в отношении клеток эукариот.
NLRs – NOD-подобные рецепторы, RLRs – RIG-I-подобные рецепторы, TLRs – Toll-подобные рецепторы, сенсоры
врожденного иммунитета, которые узнают структуры, характерные для микробов (MAMPs), поврежденных клеток
(DAMPs, Damage-Associated Molecular Patterns) или нуклеиновых кислот на клеточной поверхности, в эндолизосомах
или цитоплазме.
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стью хозяина [56, 57]. Все пути взаимодействия
БВВ с эукариотической клеткой запускают сиг-
нальные системы, обусловливающие активацию
про- и антивоспалительных реакций хозяина, но
баланс в значительной мере определяется соста-
вом везикул наиболее представленной субпопу-
ляции. Итог зависит от содержимого БВВ, в том
числе паттерна малых РНК, способных регулиро-
вать экспрессию генов на посттранскрипцион-
ном уровне. В зависимости от вида бактерии, а
также способа формирования БВВ могут содер-
жать липополисахариды с известной функцией
мощного неспецифичного индуктора инфламма-
сомы, а также варианты наборов малых РНК и
белков, определяющих модуляцию иммунореак-
тивности. При этом БВВ и патогенов и комменса-
лов могут вызывать однонаправленные эффекты.
Активация иммунной системы, нацеленная на
удаление носителей чужеродных антигенов, обу-
словливает также развитие воспалительных реак-
ций, а угнетение иммунной системы, направлен-
ное на подавление воспалительных процессов,
может обеспечивать персистенцию инфекцион-
ного агента. Способность индуцировать про- или
антивоспалительные медиаторы в этом случае не
может быть маркером негативного или позитивно-
го потенциала и, соответственно, свидетельством
вирулентности или, напротив, безопасности БВВ.
Для анализа безопасности БВВ нужны биомарке-
ры, позволяющие оценивать как потенциал виру-
лентности БВВ, выраженный в профиле везику-
лярного вирулома, ассоциированного с факторами
бактериальной вирулентности соединений, в том
числе белков и малых РНК, так и его актуализацию,
выраженную в ответных реакциях реципиента, в
том числе профиле транскриптов. Считается, что
сегодня такими маркерами могут быть малые
РНК [58]. Эти молекулы, способные к интерфе-
ренции с транскриптами про- и эукариотических
клеток, могут изменять экспрессию соответству-
ющих генов, и, таким образом, модулировать ме-
таболизм клеток-мишеней [17]. В этой связи ана-
лиз профиля всего пула малых РНК ВВ и/или
клеток взаимодействующих организмов в исследуе-
мых образцах позволяет оценить как потенциал ви-
рулентности конкретного микроба (на основе вези-
кулярного паттерна малых РНК), так и реализацию
этого потенциала на основе паттерна малых РНК
реципиента, отражающего ответные реакции [47].
Применение такого алгоритма представляется
актуальным как для фундаментальных исследо-
ваний функций БВВ, так и практических прило-
жений соответствующих структур.

Проблемы и перспективы практического ис-
пользования БВВ. Исчерпывающих преставлений
о структуре, составе и функциях, а главное, без-
опасности БВВ пока нет ни для одного бактери-
ального вида или штамма. Однако уникальные
способности БВВ модулировать защитные и па-

тогенные процессы у микро- и макроорганизмов
уже сегодня стремятся направить в практическое
русло. Активность исследований в этом направле-
нии отражена на рис. 4, где суммированы данные по
зарегистрированным на настоящий момент пре-
клиническим испытаниям инструментов, осно-
ванных на БВВ. Помимо этого, в последнее время
обсуждаются возможности использования БВВ
комменсалов, имеющих статус пробиотических
бактерий, в качестве постбиотиков нового типа
[59].

Способность БВВ преодолевать эпителиаль-
ные, эндотелиальные и гематоэнцефалические
барьеры представляется перспективной для тар-
гетной терапии онкологических заболеваний, ря-
да психических расстройств, персистентных ин-
фекций [52]. Например, бактериальные везикулы
предлагается использовать для лечения язвы, ас-
социированной с Helicobacter pylori [60]. Природ-
ные свойства БВВ транспортировать соединения
открывают перспективы использования везикул
в качестве средства доставки лекарственных пре-
паратов, а также носителей антигенов, индуциру-
ющих активацию иммунной системы. В этой связи
бактериальные наноструктуры привлекают боль-
шое внимание как принципиально новый потен-
циально эффективный биотехнологический ин-
струмент для лечения онкологических заболева-
ний.

В результате использования нативных свойств
БВВ и инжиниринга получены наноструктуры,

Рис. 4. Основные направления практических прило-
жений БВВ для биомедицины. Схема построена на
основе анализа опубликованных данных [8] и отра-
жает относительное количество работ в соответству-
ющих направлениях.
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которые могут накапливаться в опухоли, активиро-
вать таргетный иммунный ответ и способствовать
эффективному уничтожению опухоли [61–63]. Не-
давно были опубликованы сенсационные резуль-
таты, свидетельствующие о том, что введение мо-
дельным животным нативных ВВ, полученных от
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica и Lactobacil-
lus acidophilus, приводит к стимуляции экспрессии
генов-супрессоров опухолей и активации проти-
воопухолевых иммунных реакций в опухолевых
тканях [64]. Эти результаты способствовали взрыву
интереса к везикулам комменсалов и интенсифи-
кации работ в этом новом направлении [65, 66].
Однако очевидно, что для внедрения БВВ в клини-
ку потребуется преодолеть серьезные препятствия,
связанные с детальным анализом везикулярного
содержимого и оценкой безопасности везикул.

Значительное внимание исследователей на-
правлено также на использование вакцинного, в
том числе адьювантного, потенциала БВВ. Учи-
тывая то, что надежная вакцина должна содер-
жать не только целевые антигены, но и несколько
патоген-ассоциированных молекулярных паттер-
нов (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns),
БВВ могут полностью отвечать этим критериям и,
по мнению ряда исследователей, стать эффектив-
ной основой для вакцин [61, 67]. Способность
БВВ патогенов индуцировать эффективный им-
мунный ответ, обеспечивающий защиту от инфек-
ции, был продемонстрирован в ряде исследова-
ний [68, 69]. Основанные на БВВ вакцины против
Neisseria meningitidis, H. pylori, Salmonella typhimuri-
um, Vibrio cholerae и Shigella flexneri показали свою
эффективность на животных моделях [68, 69].
Однако практическое распространение пока по-
лучила только вакцина против менингита. Осно-
ванная на БВВ N. meningitidis (серотип B) вакцина
используется сегодня в разных регионах мира,
она одобрена регуляторами Кубы, Новой Зелан-
дии, Европы и США [70, 71]. Помимо паттерна
неспецифичных антигенов, ВВ N. meningitidis не-
сут целевые антигены и, соответственно, являют-
ся как специфичными триггерами иммунного от-
вета, так и адъювантами [72]. В качестве целевых
антигенов используют PorA. Поскольку структу-
ра PorA у штаммов N. meningitidis варьирует, вак-
цина с использованием соответствующего анти-
гена является штамм-специфичной, что ограни-
чивает ее эффективность в случае эпидемии,
вызванной другим штаммом или штаммами. Для
преодоления этой проблемы на основе везикул
биоинженерных штаммов N. meningitidis созданы
вакцины, содержащие поливалентные PorA [73].

Для усиления антигенных свойств, индуциру-
ющих адаптивный и естественный иммунитет, а
также для снижения токсигенности БВВ подвер-
гают модификации. Различные варианты успеш-
ного инжиниринга везикул, модулирующего их
характеристики [61], широко представлены в пуб-

ликациях [8]. Большие надежды возлагают на ис-
пользование наночастиц для покрытия везикул,
обеспечивающих снижение негативных эффектов и
усиление нужных свойств [74]. Предлагаются вари-
анты БВВ, покрытых наночастицами золота (BM-
AuNPs), наночастицами бычьего сывороточного
альбумина (BN-EV), а также нагруженных нано-
частицами (NP-EV), являющихся более стабиль-
ными и более сильными иммуностимуляторами,
чем нативные бактериальные везикулы [75, 76].
Возможность связывания бактериофагов с липо-
полисахаридами БВВ из-за структурного родства
поверхности везикул и исходных бактерий и по-
следующей нейтрализации везикул, снижающей,
соответственно их клиническую ценность, пред-
лагается преодолевать тоже с помощью новых
конструкций и модификаций везикулярной по-
верхности. Например, предлагается применение
полиэтиленгликоля или ингибиторов системы ком-
племента для покрытия везикулярной поверхности,
а также использование гибридных мембран для
покрытия везикул [77, 78].

Предполагается, что наличие природных адге-
зинов на поверхности БВВ может быть полезным
для антиадгезионной терапии патогенов. Вслед-
ствие конкуренции БВВ и клеток патогенов за
лиганды клеток хозяина клетки патогенов в зна-
чительной мере остаются несвязанными с мише-
нями и, соответственно, легко распознаются им-
мунной системой. Практическое подтверждение
этому уже есть. Возможность успешной блокады
адгезии H. pylori к эпителиальным клеткам желуд-
ка с помощью ВВ H. pylori была продемонстриро-
вана в работе [79]. Между тем, адгезины БВВ могут
запускать опасный каскад сигнальных путей у
высших организмов [80], приводящих к серьезным
патологиям в долгосрочной перспективе. Более
того, помимо адгезинов, как уже отмечалось, БВВ
несут многие другие биоактивные молекулы, на-
бор которых меняется в зависимости от условий
среды. При этом выявить полный спектр соеди-
нений в составе БВВ пока не удается [42], что
ограничивает возможности исследований репер-
туара функций и оценки безопасности этих нано-
структур.

Развитие омикс-технологий определило прин-
ципиальные возможности проведения анализа со-
держимого везикул. Однако существующие про-
блемы препаративного выделения и очистки БВВ
[8], а также некоторые ограничения методов муль-
ти омикс-профилирования препятствуют полу-
чению точных данных [81]. Информация о пол-
ном спектре соединений в составе везикул и зако-
номерностях его изменений в разных условиях
среды отсутствует даже для классических, хорошо
исследованных бактерий [82]. Более того, алго-
ритмы исследований функций и вирулентности
везикул остаются пока нестандартизированными,
что существенно затрудняет сравнение данных, по-
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лученных разными исследовательскими коллек-
тивами, и проведение анализа безопасности БВВ
[83]. Кроме того, в популяциях ВВ, секретируе-
мых бактериальными штаммами, как уже отмеча-
лось, обнаруживаются субпопуляции везикул,
которые различаются в отношении размера и со-
става содержимого везикул. Специфичные моле-
кулярные маркеры для дифференциальной де-
текции субпопуляций ВВ пока не описаны ни для
одного вида бактерий, что не позволяет исследо-
вать динамику, состав и функции соответствую-
щих наноструктур в разных условиях среды. Все
опубликованные к настоящему времени данные –
результаты исследований тотальных пулов БВВ,
выделенных из сложных ассоциатов биосистем
или аксеничных культур патогенных бактерий и
комменсалов. Наконец, малые РНК БВВ отража-
ют еще один уровень сложности в динамичном
взаимодействии хозяин-патоген и рассматрива-
ются сегодня наряду с белками как важный класс
факторов вирулентности грамположительных и
грамотрицательных бактерий [23]. Полученные
данные указывают на то, что miRNA-подобная
регуляция экспрессии ключевых сенсоров и регу-
ляторов иммунитета, обнаруженная при исследо-
вании взаимодействия БВВ с эукариотическими
клетками, является общим механизмом взаимо-
действия бактерий с клетками высших организ-
мов, обусловливающим патогенез или симбиоз
[27, 58]. В этой связи профиль малых РНК в составе
везикул и ответные реакции эукариотических кле-
ток, ассоциированные с модуляцией транскрип-
томного профиля, должны быть в фокусе внимания
исследователей функций везикул, анализа их ток-
сигенности и, соответственно биобезопасности.

Нерешенная проблема безопасности БВВ в
значительной мере компрометирует идею их кли-
нического приложения. В этой связи ряд исследо-
вателей предлагает использовать для практических
целей везикулы, продуцируемые комменсалами,
которые имеют статус пробиотиков, как потен-
циально безопасные БВВ. Однако, поскольку все
вышеуказанные проблемы также характерны и
для ВВ пробиотиков, а проведение оценки без-
опасности самих пробиотических бактерий до сих
пор не стандартизировано [84], подобный подход
не представляется приемлемым.

Пока единственным безопасным практиче-
ским приложением БВВ может быть использова-
ние их в качестве диагностических маркеров [85].
Определение структуры микробиоты у человека
на основании данных сиквенса ДНК, выделен-
ной из БВВ биофлюидов, уже получило распро-
странение в клинической практике [86]. Обога-
щенность БВВ малыми РНК открывает новые ди-
агностические перспективы БВВ, в том числе
возможность детекции изменений физиологиче-
ских процессов у отдельных микроорганизмов и в
микробных сообществах, модуляции структуры и

функций микробиоты человека, животных, рас-
тений, а также почвы, водных систем и регистра-
ции сукцессии на основе сиквенса малых РНК в
исследуемых образцах [47]. Технологии, которые
позволяют этой возможности реализоваться в
ближайшем времени, уже появились.

Новые технологии для практического приложе-
ния и оценки безопасности БВВ. Для оценки при-
сутствия микробов в образцах сегодня используют
два основных варианта геномных технологий –
ДНК-сиквенс отдельных маркерных генов или их
фрагментов, например, вариабельных областей
16S рРНК (16S рДНК-seq) [87], либо ДНК-си-
квенс по методу дробовика (shotgun DNA-seq). К
сожалению, оба варианта не позволяют оценить
жизнеспособность, а также активность иденти-
фицированных микроорганизмов, определить
актуальные метаболические пути и оценить изме-
нения биохимических процессов в микробных
сообществах и биосистемах в ответ на стимул.
Инновационный метод, основанный на глобаль-
ном секвенировании малых РНК в исследуемых
образцах – sMETASeq (small RNA Metagenomics by
Sequencing) [47] открывает возможность решения
таких задач. При исследовании одного образца он
позволяет проводить количественную и качествен-
ную оценку всего пула малых РНК, представленных
в образце, и на основании сиквенсов РНК опреде-
лять структуру микробного сообщества. В отли-
чие от метагеномных методов, основанных на
ДНК, sMETASeq позволяет: 1) получать инфор-
мацию о составе живых активных организмов, а
также происходящих в их клетках транскрипци-
онных процессах; 2) исследовать взаимосвязь
между малыми РНК организма хозяина и мик-
робным составом, а также между структурой мик-
робного сообщества и пулом малых РНК микро-
бов и организма хозяина; наконец, (3) определять
ответные реакции организма на конкретные сти-
мулы, микроорганизмы или их компоненты.

Этот метод может использоваться для анализа
различных типов образцов от биоптатов тканей
до биофлюидов. Поскольку мишенью sMETASeq
являются небольшие РНК (<50 нуклеотидов), то
даже деградированные молекулы РНК в образце
оказываются ценными для идентификации мик-
робов в образце. Впрочем, локализация малых
РНК в везикулах (как и связь с некоторыми бел-
ками) в значительной мере защищает эти молеку-
лы от деградации [47, 88].

Обогащенность БВВ малыми РНК и стабиль-
ность этих молекул в составе везикул позволяет
использовать их в качестве диагностических мар-
керов для оценки динамического равновесия
процессов в живых системах, прогрессивных/ре-
грессивных изменений экосистем, развития забо-
леваний у высших организмов и эффективности
лечения [18, 47]. Применение sMETASeq для гло-
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бального секвенирования малых РНК внеклеточ-
ных везикул, продуцируемых клетками микро- и
макроорганизмов в сложных ассоциатах, и появ-
ление новых биоинформатических инструментов
для анализа нуклеотидных последовательностей
могут определить прорывные решения проблем
мониторинга биосистем, разработки экспресс-
теста изменений в экосистемах при селективном
давлении биотических и абиотических стрессо-
ров.

Первые работы в этом направлении уже по-
явились. Недавно стартовал международный
проект “AQUACOSM VIMS-Ehux” по изучению
динамики внеклеточных везикул микроорганиз-
мов в природных водных системах и определению
факторов, влияющих на профиль везикул в окру-
жающей среде [19]. Эти исследования основаны
на анализе малых РНК БВВ. Они направлены на
создание моделей распределения и функций БВВ
в водной среде, актуальных для экологического и
биогеохимического понимания изменения при-
родных экосистем, и разработку эффективной
системы реагирования. Наличие малых РНК в
выделенных из морской воды везикулах микро-
бов позволило авторам оценить интерференци-
онный потенциал соответствующих молекул при
действии разных факторов, а также определить
таксономический профиль обитателей среды и,
соответственно, охарактеризовать структуру и
функции микробиоты. В рамках этой работы
международной команды исследователей были
получены уникальные данные, подтверждающие
многоликость БВВ, неоднозначность роли везикул
микроорганизмов в регуляции биосистем [19]. Ав-
торы продемонстрировали, что вне селективного
давления неблагоприятных факторов внеклеточ-
ные везикулы микроорганизмов водных экосистем
благотворно влияют на физиологию клеток-проду-
центов и способствуют стабильности микробиоты
водной среды. Однако в условиях селективного дав-
ления биотических и/или абиотических стрессо-
ров, индуцирующих развитие вирусной инфекции,
везикулы, напротив, благоприятствуют инфек-
ционному процессу, способствуют распростране-
нию инфекционного агента и глобальному изме-
нению микробиома экосистемы. Эти результаты
подчеркивают многогранность БВВ и необходи-
мость сосредоточения усилий фундаментальной
и прикладной науки на поиске решения пробле-
мы, связанной с оценкой их безопасности. Разви-
тие подходов, основанных на использовании ин-
новационной технологии sMETASeq для модель-
ных систем in cellulo и in vivo, может определить
прогресс в решении проблемы оценки безопас-
ности БВВ, нацеленных на практическое прило-
жение. Оптимальным базовым модельным орга-
низмом для проведения таких работ является
Caenorhabditis elegans [89, 90], так как алгоритм
оценки влияния БВВ в отношении этого организ-

ма уже разработан [91]. Относительная доступ-
ность соответствующего подхода позволяет наде-
яться на внедрение его в практику в самом бли-
жайшем будущем.

***
БВВ транспортируют соединения широкого

спектра и опосредуют межклеточную коммуни-
кацию как внутри царства прокариот, так и между
царствами прокариот и эукариот. Очевидно, что
исследование этих наноструктур весьма актуаль-
но как для понимания механизмов выживания
отдельных бактерий и сложных микробных сооб-
ществ в разных условиях среды, так и способов
взаимодействия микро- и макроорганизмов, опре-
деляющих взаимную выгоду или фатальный исход,
трансформацию комменсалов в патогены и разви-
тие патологических процессов, а также для разра-
ботки мониторинга микробиоты экосистем и со-
здания системы контроля появления новых патоге-
нов, эмерджентных инфекций. Способность БВВ
обеспечивать быструю адаптацию бактерий к не-
благоприятным условиям, в том числе антимик-
робным препаратам, а также уничтожение бакте-
рий-конкурентов открывает перспективы исполь-
зования этих наноструктур для решения проблемы
антибиотикоустойчивости. Способность БВВ пре-
одолевать эпителиальные, эндотелиальные и ге-
матоэнцефалические барьеры, вызывать эпиге-
нетическую модификацию и иммунную модуля-
цию открывает перспективы применения их в
таргетной терапии инфекционных и неифекци-
онных, в том числе онкологических заболеваний,
в качестве лекарств и средств их доставки, а также
вакцин. Однако для реализации этих практиче-
ских приложений еще предстоит решить пробле-
мы, связанные со стандартизацией выделения и
очистки БВВ, анализа их структуры и функций,
наконец, оценки безопасности in vitro, in cellulo,
in vivo.

Преодоление соответствующих проблем по-
требует объединения усилий представителей как
фундаментальной, так и прикладной науки. Ре-
зультаты этих усилий могут определить прорыв-
ные решения в медицине, сельском хозяйстве,
биотехнологии, фармакологии, а также экологии
и открыть новые научные направления. Вместе с
тем, безопасным и доступным практическим при-
ложением уже сегодня может быть использование
БВВ в качестве диагностических маркеров моду-
ляции физиологических процессов у высших эу-
кариот и динамических сдвигов в экосистемах.
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Extracellular Vesicles of Bacteria Mediate Intercellular Communication: Practical 
Applications and Biosafety (Review)

V. M. Chernovа, A. A. Mouzykantovа, *, N. B. Baranovaа, and O. A. Chernovaа

а Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, Russian Academy of Sciences, Kazan, 420111 Russia

*e-mail: muzaleksei@mail.ru

Extracellular vesicles, secreted by bacterial cells, are the focus of close attention of researchers. They are en-
riched with bioactive molecules, mediate the intercellular communication of micro- and macroorganisms,
participate in the adaptation of bacteria to stressful conditions, reprogramming target cells, modulating im-
munoreactivity in higher organisms, changing the structure of microbial communities and ecosystems. The
unique properties of bacterial extracellular vesicles (BEVs) open up broad prospects for their practical appli-
cation – in clinical medicine, agriculture, biotechnology and ecology as diagnostic markers, vaccines, new
biological products and means of their delivery. However, to implement the practical applications, a number
of problems need to be solved. This review focuses on the ambiguous role of BEVs in the regulation of living
systems, the problem of assessing the safety of BEVs and approaches to its solution related to innovative tech-
nologies.

Keywords: extracellular vesicles of bacteria, mediators of intercellular communication, small RNAs, practical
applications, biosafety, innovative technologies, sMETASeq
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