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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследований и степень ее разработанности 

Введение в научный оборот микробиологов термина «микробиом» 

позволило Дж. Ледербергу «раздвинуть» привычные рамки микробиоты, а 

организм хозяина определить как «суперорганизм» со всем микробным 

сообществом [3,99]. Макроорганизм и микробиота составляют экологическое 

динамическое сообщество, характеризующееся сложными  взаимоотношениями  

на уровне про-эукариот и про-прокариот. Одним из самых многочисленных и 

сложных микросимбиоценозов человека является микросимбиоценоз толстого 

кишечника, обладающего многочисленными функциями (метаболическая, 

иммунорегуляторная, защитная и т.д.) [5, 148]. Показана ведущая роль 

микробиоты толстого кишечника в формировании локального уровня 

антимикробных белков и пептидов, а также других противомикробных факторов, 

таких как α- и β-дефенсины, кателицины, лизоцим, ангиогенин 4, лактоферрин и 

др., формирующих биохимический барьер для защиты от адгезии и транслокации 

кишечной микробиоты [14, 35]. Кроме того, в настоящее время антимикробная 

активность установлена для ряда цитокинов – медиаторов врожденного и 

адаптивного иммунитета хозяина. Так, CXCL14, представляющий собой пептид 

из семейства хемокинов CXC, проявляет антимикробную активность, 

опосредуемую амфипатической катионной α-спиральной областью на С-конце, и 

характерной для  структуры антимикробных пептидов [45]. Также в ряде работ 

представлены данные о противомикробном действии in vitro цитокинов IL-1, IL-2, 

IL-6, TNFα на антибиотикорезистентные штаммы  Streptococcus pyogenes [17], 

Staphylococcus aureus [11] и Mycobacterium tuberculosis [9].   

Таксономический и количественный состав кишечной микробиоты является 

важным звеном экосистемы организма человека [88, 150]. Значительные успехи в 
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изучении роли микробиоты в развитии лимфоидных структур и формировании 

локального уровня антимикробных факторов защиты кишечника человека 

свидетельствуют о выраженном иммунорегуляторном потенциале 

симбиотических микроорганизмов [14, 35, 45, 58, 79, 88, 150]. На сегодняшний 

день показано, что взаимодействие микробных лигандов с Toll-подобными 

рецепторами иммунокомпетентных клеток (макрофаги, дендритные, 

мононуклеарные клетки и т.д.) ведет к активации внутриклеточных сигнальных 

систем иммуноцитов, экспрессии про-/противовоспалительных цитокинов и 

продукции антимикробных факторов [58, 79]. 

Вместе с тем, имеющиеся сведения об иммунорегуляторных свойствах 

кишечных бактерий не позволяют оценить их вклад в формирование 

микроэкологического состояния толстого кишечника человека при эубиозе и 

дисбиозе в аспекте изучения симбиотической системы «микросимбиоценоз – 

хозяин». 

 Не выявлены особенности влияния отдельных микросимбионтов и их 

ассоциаций на продукцию различных групп цитокинов в качестве одного из 

механизмов формирования экосистемы толстого кишечника человека, 

позволяющего расширить прикладной аспект изучения вопроса с целью создания 

технологии, пригодной для отбора перспективных штаммов при создании 

пробиотических препаратов. Все это определило актуальность и тематическую 

направленность наших исследований.  

Цель и задачи исследования 

Оценить качественные и количественные характеристики ассоциаций 

микроорганизмов и их влияние на  антимикробные факторы  при эубиозе и 

дисбиозе толстого кишечника человека.   

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 
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1. Провести сравнительный анализ таксономического и количественного 

состава микроорганизмов и охарактеризовать микробные ассоциации толстого 

кишечника человека при эубиозе и дисбиозе. 

2. Определить уровень про-/противовоспалительных цитокинов и 

антимикробных белков в копрофильтратах обследуемых лиц при эубиозе и 

дисбиозе толстого кишечника человека.  

3. Оценить особенности влияния супернатантов кишечных микро-

организмов на цитокиновый профиль мононуклеаров периферической крови 

человека и перитонеальных макрофагов мышей-гибридов (CBAxC57Bl6)F1. 

4. In vitro провести сравнительный анализ иммунорегуляторных свойств 

супернатантов производственных (бифидо- и лактобактерий) и кишечных 

штаммов, перспективных для создания бактерийных биопрепаратов. 

Научная новизна работы 

Использование симбиотического подхода позволило впервые провести 

комплексный анализ структуры кишечного микросимбиоценоза человека при 

эубиозе и дисбиозе с оценкой влияния супернатантов микроорганизмов на 

факторы антимикробной защиты.  

Показано, что изменения в структуре кишечного микросимбиоценоза при 

дисбиозе, характеризующиеся снижением доли ассоциаций бифидо- и 

лактобактерий и появлением ассоциаций энтеробактерий с дрожжевыми грибами, 

стафилококками и клостридиями, сопровождаются многократным увеличением 

уровня антимикробных белков (лактоферрина, лизоцима) и провоспалительных 

цитокинов (TNFα, IFNγ) в копрофильтратах обследуемых лиц.  

В системе in vitro установлены существенные различия в направленности 

влияния супернатантов кишечных микроорганизмов, выделенных при эу- и 

дисбиозе, на продукцию цитокинов иммуноцитами, характеризующиеся 
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стимулирующим влиянием эубиотических штаммов на уровень IL-1Ra и 

ингибирующим воздействием – на уровень TNFα; для дисбиотических штаммов 

была выявлена обратная закономерность в отношении влияния на продукцию 

данных цитокинов.  

Определены микробные ассоциации с преимущественным влиянием на 

продукцию цитокинов в зависимости от микроэкологического состояния 

кишечника человека: при эубиозе – четырех- и двухкомпонентные ассоциации, 

имеющие значимый вклад в продукцию противовоспалительного цитокина IL-10 

и хемокина IL-8, при дисбиозе – пяти- и  двухкомпонентные ассоциации с 

влиянием на продукцию провоспалительного IFNγ. 

Выявлены новые штаммы Ligilactobacillus ruminis ICIS-540 и Bacillus 

paranthracis ICIS-279, супернатанты которых обладают выраженной 

способностью снижать уровень провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-17 и IL-

6) в условиях in vitro (патенты РФ № 276653; № 2575799), которые могут быть 

перспективны для создания пробиотических препаратов с 

противовоспалительным эффектом. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Полученные в работе данные расширяют теоретическое представление о 

роли таксономического состава  и численности  микросимбионтов в поддержании 

цитокинового баланса толстого кишечника человека. Выявленные различия в 

уровне цитокинов, лактоферрина и лизоцима в копрофильтратах обследуемых 

лиц при эубиозе и дисбиозе обуславливают целесообразность их определения в 

копрофильтратах для разработки критериев микроэкологических нарушений 

толстого кишечника человека. 

Способность супернатантов кишечных микросимбионтов оказывать 

разнонаправленное воздействие (индукция/ингибирование/отсутствие влияния) на 
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продукцию различных групп цитокинов иммунными клетками (мононуклеары 

периферической крови и перитонеальные макрофаги) раскрывает роль отдельных 

видов микросимбионтов и их ассоциаций в формировании микроэкологического 

состояния биотопа через цитокиновый профиль хозяина.  

Результаты исследований могут быть использованы в практике при отборе 

и тестировании кишечных штаммов по влиянию их на про-

/противовоспалительные цитокины клеток хозяина для создания новых 

биопрепаратов. Штамм L. ruminis ICIS-540 депонирован в ГКНМ (№ 1272), B. 

paranthracis ICIS-279 - в ГИСК им. Л.А. Тарасевича (№ 279) в качестве культур, 

являющихся перспективной основой при производстве пробиотических 

препаратов, а также продуктов функционального питания для профилактики и 

коррекции дисбиозов толстого кишечника человека.  На штаммы L. ruminis ICIS-

540 и B. paranthracis ICIS-279 получены патенты РФ (№ 2704423; № 2575799).  

Материалы диссертации используются в педагогическом процессе на 

кафедре биохимии и микробиологии ФГБОУ ВО «Оренбургского 

государственного университета» при изучении дисциплин по направлениям 

подготовки 06.03.01 Биология и 06.04.01 Биология: микробиологические основы 

биотехнологических систем, микробиология, микробная биоремедиация, 

эволюционная микробиология, микробные биосоциальные системы, стрессовый 

ответ микроорганизмов, физиология роста микроорганизмов (акт внедрения от 

17.05.2022 г.). 

Разработанная технология отбора штаммов-продуцентов биологически 

активных веществ с иммунорегуляторным и противовоспалительным действием 

внедрена в работу ОФИЦ УрО РАН (акт внедрения № 02-01-01-13/20 от 

05.05.2022). 
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Методология и методы исследования 

Основным методологическим принципом работы явился симбиотический 

подход в изучении структуры кишечного микросимбиоценоза человека при 

эубиозе и дисбиозе с оценкой влияния супернатантов микроорганизмов на 

факторы антимикробной защиты. Предметом исследования явились 430 штаммов 

микроорганизмов, выделенных из кишечника 65 лиц в возрасте от 18 до 45 лет, а 

также типовые штаммы отечественных коллекций. Для достижения цели и 

решения поставленных задач автором использованы общепризнанные 

апробированные и современные микробиологические, молекулярно-генетические 

и иммунологические методы. Все исследования одобрены локальным комитетом 

по биоэтике ИКВС УрО РАН (протокол № 2 от 24.05.2022 г.). 

Положения, выносимые на защиту 

1. Качественные и количественные изменения структуры ассоциаций 

микроорганизмов при дисбиозе, проявляющиеся в снижении удельного веса 

представителей нормобиоты по отношению к условно-патогенным 

микроорганизмам и увеличении таксономического разнообразия последних, 

сопровождаются повышением уровня антимикробных белков и 

провоспалительных цитокинов в биотопе толстого кишечника человека. 

 2. Разнонаправленность эффекта внеклеточных метаболитов 

микросимбионтов, выделенных при эу- и дисбиозе кишечника, на продукцию 

цитокинов иммуноцитами, является основой технологии, пригодной для отбора 

штаммов с противовоспалительной активностью. 
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Степень достоверности и апробация результатов 

Достоверность полученных результатов диссертации основана на 

достаточном объеме выборки изученных материалов. Работа проведена с 

помощью современных бактериологических, масс-спектрометрических, 

молекулярно-генетических и иммунологических методов исследования с 

использованием сертифицированного и поверенного оборудования, программного 

обеспечения для биоинформатического и статистического анализов полученных 

данных. 

Первичная научная документация проверена комиссией (акт проверки от 

19.05.2022 г.). Исследование выполнено в рамках научных проектов 

фундаментальных исследований УрО РАН № 15-5-4-7 и № 15-3-4-36; по гранту 

РГНФ, проект № 16-16-56004 а(р), гранта программы «УМНИК-2018». Работа 

поддержана областным грантом в сфере научной и научно-технической 

деятельности для аспирантов (соглашение №18 от 14 августа 2019 года). Тема 

диссертационного исследования включена в план НИР ИКВС УрО РАН 

(регистрационный номер 116021510073). Диссертация апробирована на заседании 

Ученого совета ФБУН ОФИЦ УрО РАН, Институт клеточного и 

внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук 

(протокол № 5 от 26.05.2022 г.). Материалы диссертационной работы были 

доложены на: II Всероссийской молодежной научной школе-конференции 

«Микробные симбиозы в природных и экспериментальных экосистемах» 

(Оренбург, 2014); XIII, XIV конференции иммунологов Урала с международным 

участием (Калининград, 2016; Челябинск, 2017); Международной выставке 

«Биоиндустрия» (Санкт-Петербург, 2017) (удостоены золотой медали); 

Всероссийской научной конференции с международным участием «Персистенция 

и симбиоз микроорганизмов» (Оренбург, 2018; 2023); III Всероссийской научно-

практической конференции «Эндогенные бактериальные инфекции: клинико-

микробиологические и иммунологические аспекты» (Оренбург, 2019).  
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Личное участие автора  

Личный вклад соискателя состоит в непосредственном участии на всех 

этапах диссертационного исследования. Основная идея и планирование научной 

работы, формулировка цели и задач, определение методологии и общей 

концепции диссертационного исследования проводились совместно с научным 

руководителем д.м.н., доцентом Е.В. Ивановой при консультировании д.м.н., 

профессором И.Н. Чайниковой. Получение и интерпретация данных 

экспериментальных исследований осуществлялись совместно с сотрудниками 

лаборатории инфекционной симбиологии ИКВС УрО РАН. Изучение 

иммунорегуляторной активности микроорганизмов - при участии сотрудников 

проблемной лаборатории по изучению механизмов естественного иммунитета 

ФГБОУ ВО ОрГМУ Министерства здравоохранения РФ (зав. лабораторией - 

д.м.н., профессор А.И. Смолягин). Секвенирование штаммов кишечных 

микросимбионтов - совместно с сотрудниками Центра коллективного 

пользования ФГБУН ИКВС УрО РАН (зав. ЦКП – к.м.н., доцент Плотников 

А.О.). Определение масс-спектров протеомных профилей кишечных 

микросимбионтов проводилось на базе Тюменского научно-исследовательского 

института краевой инфекционной патологии (зав. лабораторией – д.м.н. Катаева 

Л.В.). Статистическая обработка первичных данных, интерпретация и анализ 

полученных результатов, написание и оформление рукописи диссертации 

осуществлялось соискателем лично. Основные положения диссертации 

представлены в виде научных публикаций и докладов на научно-практических 

мероприятиях соискателем как лично, так и в соавторстве. 
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Публикации по теме диссертации 

По теме диссертации опубликовано 10 печатных работ, их них 6 статей в 

рецензируемых научных изданиях (2 статьи ВАК (К2), 2 – RSCI, 2 статьи 

входящие в базу данных Web of Science Q0), 2 патента РФ на изобретение и 1 

свидетельство о государственной регистрации программы для ЭВМ, а так же  1 

статья РИНЦ. 

Связь работы с научными программами 

Диссертационное исследование выполнено в рамках темы НИР ОФИЦ УрО 

РАН «Роль микробного фактора в функционировании физиологических систем 

организма человека» (2017-2021 г., № гос. регистрации 116021510073). 

Исследование частично выполнено в рамках научных проектов фундаментальных 

исследований УрО РАН № 15-5-4-7, № 15-3-4-36»; гранта программы «УМНИК-

2018» и областного гранта в сфере научной и научно-технической деятельности 

для аспирантов (соглашение №18 от 14 августа 2019 года). 

Структура и объем диссертации 

Материалы диссертационной работы изложены на 142 страницах 

компьютерного текста, иллюстрированы 12 таблицами и 22 рисунками. 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, главы с описанием 

материалов и методов исследования, из 3-х глав результатов собственных 

исследований, заключения, выводов, практических рекомендаций, перспектив 

дальнейшей разработки темы, списка сокращений, списка литературы, 

включающего 152 источника, из которых 38 – отечественных, 114 - зарубежных. 



14 

 

 

 

Благодарности 

Автор выражает глубокую и искреннюю благодарность научному 

руководителю д.м.н., доценту Е.В. Ивановой, за внимание и всестороннюю 

поддержку на всех этапах работы. Автор сердечно благодарит д.м.н., профессора 

Чайникову И.Н. за ценные советы и помощь в процессе работы. Автор 

признателен сотрудникам лаборатории инфекционной симбиологии ИКВС УрО 

РАН: академику РАН О.В. Бухарину, д.м.н., профессору РАН Н.Б. Перуновой, 

к.г.-м.н., И.А. Никифорову, д.м.н., О.Е. Челпаченко, к.б.н. А.В. Бекпергеновой за 

помощь на всех этапах работы. 

  



15 

 

 

 

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Микробный фактор как регулятор кишечного гомеостаза хозяина 

Микросимбиоценоз толстого кишечника  находится в особенном биотопе, в 

котором поддерживается постоянный, сложный баланс между толерантностью и 

иммунными реакциями в отношении различных факторов окружающей среды. 

Гомеостаз кишечника включает в себя сложное и сбалансированное 

взаимодействие между микробиотой и иммунитетом, направленное на 

поддержание целостности кишечного барьера в условиях постоянно 

изменяющихся факторов окружающей среды [81, 88, 91].    

Барьерная функция кишечника обеспечивается сбалансированными 

факторами и реакциями, происходящими в эпителии кишечника, являющимся 

границей между внешней и внутренней средой организма. Сохранению барьерной 

функции кишечника способствуют сложные взаимодействия микробиоты, ее 

метаболитов и клеточных, гуморальных механизмов врожденного и 

приобретенного иммунитета. У здорового человека микробиота стимулирует 

врожденную и адаптивную иммунную систему, участвуя тем самым в  регуляции 

и сохранении  гомеостаза толстого  кишечника [13, 74, 85, 139, 143]. 

Кишечный барьер представлен четырьмя основными структурными и 

функциональными компонентами (Рисунок 1) [139]. Первый компонент – это 

биологический барьер, формируемый просветной микробиотой, контролирующей 

элиминацию различных патогенов с помощью антагонистических и 

конкурентных факторов – бактериоцины,  лектины, ацетат, лактат, перекись 

водорода, сидерофоры и др. [41, 77, 93, 103, 107]. Несмотря на достаточную 

изученность вопроса о защитной роли нормобиоты в биотопе толстого кишечника 

человека от патогенов различной природы, появляются новые данные: 

установлено, что бифидобактерии способны участвовать в регуляции состава 
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микросимбиоценоза через микробное распознавании «свой - чужой» в отношении 

ассоциативной микробиоты [13, 28]. Выявленный феномен микробного 

распознавания заключается в способности бифидофлоры оппозитно 

(усиление/подавление) влиять на параметры базовых физиологических функций 

микросимбионтов (рост/размножение, антилизоцимная активность, 

биопленкообразование) в паре «доминант–ассоциант» [5, 13, 28].  Различные типы 

межмикробных взаимодействий определяют формирование состава 

микросимбиоценоза толстого кишечника и поддержание эубиоза в условиях 

кишечного гомеостаза человека [5].  

Второй компонент кишечного барьера – это биохимический барьер из 

слизи, которая покрывает апикальную поверхность эпителиальных клеток [101, 

108, 139]. Слизь представлена двумя слоями (плотный внутренний и внешний 

рыхлый слой) и  представляет собой гелеобразующий слой, секретируемый 

бокаловидными клетками, который состоит из высокомолекулярных 

гликопротеинов и муцинов, образующихся из гликозаминогликанов. Свободный 

внешний слой защищает от патогенов и их компонентов, блокируя прямой 

контакт микроорганизмов с внутренним слоем,  содержит секреторные IgA (sIgA) 

и другие антимикробные агенты [86, 98, 126]. В отличие от наружного слоя, 

внутренний слой препятствует прямому контакту микроорганизмов с 

поверхностью эпителия, снижая вероятность развития воспалительных реакций 

[61, 76]. Формирование эпителиального барьера и защита толстого 

кишечника осуществляется также облигатно-анаэробными бактериями 

(бифидобактерии, аккермансии), использующими муцин в качестве 

факторов роста и размножения  [4, 13, 108, 122, 152]. Третий компонент 

представляет собой механический барьер, обеспечиваемый эпителиальными 

клетками (IEC), связанными на апикальном участке парацеллюлярной мембраны 

белками плотного соединения [128, 139, 151]. Данный монослой эпителия 

регулирует проницаемость кишечника, определяемую в первую очередь 

скоростью транспорта молекул через эпителий [92, 95, 118, 136].  
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Рисунок 1 –  Кишечный барьер и возможные механизмы барьерной 

дисфункции (Рисунок исходно опубликован The intestinal barrier in multiple 

sclerosis: implications for pathophysiology and therapeutics / C.R. Camara–Lemarroy, 

L. Metz, J.B. Meddings [et al.]. – Text: electronic // Brain. –  2018. – Vol. 141. – № 7. – 

P.1900–1916. – URL:  https://doi.org/10.1093/brain/awy131 (date accessed: 

20.07.2023). Рисунок перепечатан и адаптирован) [139]. 
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Показана роль клеточных компонентов и метаболитов представителей 

микробиоты в поддержании плотности контактов эпителиального слоя кишечника 

[4, 13]. Взаимодействие метаболических реакций, свойственных микробиоте, с 

эпителиальными клетками проявляется и в том, что в реакциях окислительного 

фосфорилирования в энтероцитах отмечается высокое потребление кислорода и 

при этом создается анаэробная среда, благоприятствующая росту облигатных 

анаэробов. В свою очередь,  облигатные анаэробы способны метаболизировать 

нерастворимые волокна для получения производных ферментации, обладающих 

питательными и модулирующими свойствами, полезными для хозяина [4, 101, 

103, 122, 128, 132]. Нарушение анаэробного метаболизма толстой кишки может 

увеличить поступление кислорода, способствуя распространению факультативно–

анаэробных микробов, приводящих к дисбиозу [136].  

Эпителиальные клетки также следует рассматривать как клеточный 

компонент врожденного иммунитета, на поверхности которых экспрессируются 

образ-распознающие рецепторы (PRR), воспринимающие микроб-

ассоциированные молекулярные паттерны (MAMP). Эпителиоциты способны 

продуцировать цитокины и хемокины, регулирующие воспалительные реакции в 

кишечнике [92, 95]. В ряде исследований показана противовоспалительная 

активность микроорганизмов на модели эпителиальных клеток толстого 

кишечника [4, 53, 92, 119, 125, 128, 134, 142, 143]. В состав IEC входят 

специализированные бокаловидные клетки, продуцирующие слизь (клетки 

Панета), содержащую антимикробные факторы (лизоцим, дефенсины, 

лактоферрин, комплемент, ионы металлов), а также клетки микроскладок (М), 

которые захватывают антигены из просвета для доставки в подлежащие 

лимфоидные структуры [90, 91]. Конечным четвертым компонентом кишечного 

барьера является иммунный барьер, включающий лимфоидные популяции 

кишечных интраэпителиальных лимфоцитов, лимфоидную ткань, 

представленную определенными иммунокомпетентными клетками, и 

гуморальные эффекторы [81, 139]. Лимфоидные популяции кишечных 
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интраэпителиальных лимфоцитов (IELs) расположены на базальной мембране и 

проявляют фенотипическую и функциональную регионализацию. В толстом 

кишечнике IELs проявляют свойства  как TCD4+ Т-клетки, так и TCD8+ Т-клетки 

и экспрессируют рецептор α/β Т-клеток (TCR) [65, 110].   

Интраэпителиальные лимфоциты играют ключевую роль в эпиднадзоре 

эпителия для защиты от патогенных агентов. IELs взаимодействуют как с 

монослоем эпителиальных клеток, так и с субэпителиальными клетками 

лимфоидной ткани, ассоциированной с кишечником (GALT) [65, 110]. 

Секреторный IgA является важным эффектором мукозального иммунитета 

кишечника [67, 120]. Он опосредует следующие функции: удаление и 

агглютинацию патогена, нейтрализацию токсинов, регуляцию метаболитов и 

селекцию микробиоты, поглощение антигена антигенпредставляющими клетками, 

толерантность слизистой оболочки, взаимодействие с IgM и IgG для реализации 

системных иммунных реакций [121]. Взаимодействие между sIgA и микробиотой 

оказывает решающее влияние на барьерную функцию кишечника [126]. Исключая 

некоторые виды, большинство кишечных микробов индуцируют генерацию IgA с 

низким сродством с помощью Т-независимых механизмов. sIgA проявляет 

межвидовую реактивность, основанную на взаимодействии гликанов sIgA с 

аналогичными поверхностными гликанами, экспрессируемыми у представителей 

нормобиоты – Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. [100]. 

Противовоспалительный эффект комплексов микробиота-IgA был установлен в 

экспериментах  in vitro, проведенных на модели эпителиальных, мононуклеарных 

эндотелиальных клеток и фибробластов [90]. 

Нарушения микробиоты могут приводить к дисбактериозу кишечника, то 

есть нарушению роста и стабилизации микробиоты, которая обычно 

колонизирует просвет кишечника [4, 27]. Эти изменения приводят к увеличению 

роста условно–патогенных микроорганизмов и снижению биоразнообразия 

представителей нормобиоты [19, 36]. Функции микробиоты в обеспечении 

кишечного гомеостаза многочисленны. Кишечные бактерии имеют важнейшие 
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синбиотические отношения с человеческим организмом на протяжении всей его 

эволюции, защищая и поддерживая структуру слизистой оболочки кишечника. 

Поэтому кишечные бактерии становятся все более признанными ключевыми 

регуляторами физиологических и патофизиологических процессов в организме 

хозяина и, несомненно, играют важную роль, как в поддержании здоровья, так и в 

развитии ряда заболеваний, таких как целиакия [135], воспалительные 

заболевания кишечника [51, 61, 137], аутоиммунные заболевания (например, 

диабет 1 типа) [89], кишечные инфекции [57], инфекции мочевыводящих путей 

[59], метаболические заболевания  [50, 124, 133]. 

Анализ современной литературы показал, что микросимбионты принимают 

участие в формировании кишечного гомеостаза путем поддержания барьерной 

функции толстого кишечника и регуляции его компонентов. Известна роль 

нормальной микробиоты в формировании биологического барьера через 

микробное распознавании «свой-чужой» и антагонистическую активность в 

отношении ассоциативной микробиоты и патогенов. Показана способность 

кишечных микросимбионтов принимать участие в укреплении эпителиального 

слоя и продукции слизи. Из многообразных функций микробиоты особое 

значение привлекает её влияние на развитие лимфоидной ткани кишечника, 

формирование иммунокомпетентности и обеспечение полноценного 

гуморального и клеточного ответа на антигены. На сегодняшний день накоплено 

достаточное количество материала по вопросу влияния некоторых 

представителей  микробиоты и их компонентов на  секрецию цитокинов 

иммуноцитами. Показано, что взаимодействие лигандов микроорганизмов с TLR 

ведет к активации внутриклеточных сигнальных систем, экспрессии цитокинов и 

продукции протективных факторов. Тем не менее, итог таких взаимодействий 

(развитие воспалительного процесса или поддержание кишечного гомеостаза) 

зависит от многих факторов и требует детального изучения. В следующем разделе 

мы остановились на молекулярных механизмах влияния микробных компонентов 

на иммунокомпетеные клетки хозяина. 
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1.2  Метаболиты бактерий – мессенджеры между микробиотой и иммунной 

системой организма человека 

Взаимодействие между микробиотой и хозяином происходит на 

поверхности слизистых оболочек, которые являются интерфейсом между 

хозяином, микробиотой и окружающей средой. Присутствие микробного 

сообщества в организме хозяина определяет созревание иммунной системы, что 

подтверждено экспериментально на животных-гнотобионтах, и способствует 

развитию сложных механизмов иммунитета, контролирующих и 

поддерживающих данный симбиоз.  

Для обозначения  взаимодействия иммунной системы с нормальной 

микробиотой В.Б. Климовичем (2002) высказано предположение о том, что оно 

представляет собой  отдельную функцию иммунитета – акцептивную, 

обеспечивающую возможность проживания большого количества видов 

симбионтных бактерий на слизистых оболочках хозяина [15, 16]. 

Сосуществование организма хозяина и микробиоты  основано на «непричинении 

вреда друг другу», так как взаимоотношения с симбионтами отличаются от 

взаимоотношений с патогенами – они представляют собой физиологическую 

норму и не сопровождаются развитием выраженного воспаления [14] и 

нарушением кишечного барьера [81]. Был установлен двойственный характер 

иммунных реакций: одно звено иммунитета взаимодействует с симбионтными 

микроорганизмами в рамках физиологического воспаления и толерантности, а 

другое звено (протективный иммунитет) вовлечено в уничтожение патогенов [14]. 

Итогом явилось изменение подхода к рассмотрению эволюции адаптивного 

иммунитета, основанной на процессах взаимодействия иммунной системы 

хозяина с собственной микробиотой [15, 16]. 

Вильямом Паркером (2011) обосновывается роль секреторного IgA,  не с 

традиционного участия в защите организма от микробов, а с точки зрения  

обеспечения роста, жизнедеятельности симбионтных бактерий в кишечнике и 
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выдвигается гипотеза о роли аппендикса, как «сохранного убежища» для 

микробиоты на случай диареи [14]. Т-регуляторные клетки участвуют в 

акцептивном иммунитете в большей мере не как супрессоры, а как регуляторы 

иммунного ответа. Основная стратегия акцептивного иммунитета, так же как и 

протективного – распознавание «своего» и «чужого», но результатом является не 

элиминация чужеродных микроорганизмов, а «мирное сожительство» с 

микросимбионтами [14]. Ключевым этапом взаимодействия микросимбионтов и 

хозяина является распознавание микробных компонентов с помощью паттерн 

распознающих рецепторов (PRR) на клетках хозяина. Основное понятие 

микробного распознавания – патоген-ассоциированных молекулярных паттернов 

(PAMPs), введенное Чарльзом Дженуэем и Русланом Меджитовым (2002), в 

настоящее время заменяется более широким термином  –  микроб-

ассоциированные молекулярные паттерны (МАМРs) для обозначения 

взаимодействия как с патогенами, так и с симбионтами [14, 104, 141].  

Распознавание микробных паттернов акцептивным иммунитетом 

инициирует сигнальный каскад, который в отличие от протективного иммунного 

ответа, запускающего антимикробный ответ, приводит к индукции механизмов, 

участвующих в поддержании иммунологической толерантности. Показано, что 

феномен толерантности – ключевой механизм кишечного гомеостаза хозяина [81, 

111].  Микробные компоненты, участвующие в этих взаимодействиях, варьируют 

от простых продуктов метаболизма, таких как короткоцепочечные жирные 

кислоты (SCFA) и др., до сложных структурных макромолекул – пептидогликанов 

и липополисахаридов (LPS).  В данном разделе представлены некоторые 

механизмы, участвующие во взаимодействии между микробиомом и 

иммунокомпетентными клетками хозяина. 

Метаболическая функция кишечной микробиоты обеспечивает 

функциональное дополнение к метаболическим возможностям хозяина, участвуя 

в расщеплении белков и углеводов. Некоторые природные биополимеры не 

ферментируются хозяином, но могут метаболизироваться микробным 
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сообществом [83]. Одна из наиболее важных функций сложной сети микробных 

метаболитов связана с тесной связью микробиоты с ее хозяином, опосредованной 

передачей сигналов метаболитами через рецепторы врожденного иммунитета. 

Кроме того, метаболиты могут участвовать и в процессах бактериальной 

сигнализации (система quorum sensing), регулируя состав и функции микробиоты 

[6, 103]. Действительно, кишечный микробиом функционирует как эндокринный 

орган, генерируя биологически активные метаболиты, которые могут влиять как 

на физиологию хозяина, так и на бактериальные клетки. На сегодняшний день 

установлен широкий спектр микробных метаболитов [13, 55, 64, 130, 145]. В 

таблице 1 обобщены результаты исследований иммунорегуляторной активности 

микробных метаболитов кишечного микросимбиоценоза по химическим группам.  

В литературе последних лет представлены данные, объединяющие 

метаболиты по их функциональному воздействию на иммунную систему. Так, 

выделяют группу микробных метаболитов, влияющих на развитие и 

дифференцировку иммунной системы хозяина. Исследования, проведенные на 

животных, выращенных в отсутствие микробной колонизации, называемых 

свободными от микробов (GF – Germ-free), показали, что микробиота играет 

критическую роль в развитии вторичной лимфоидной структуры [74]. 

Молекулярные механизмы, с помощью которых микросимбионты могут влиять на 

процессы онтогенеза иммунной системы, до сих пор неизвестны. Однако было 

обнаружено несколько примеров, свидетельствующих об участии метаболитов 

бактериального происхождения в регуляции развития и дифференцировки 

иммунных клеток. К числу наиболее распространенных микробных метаболитов 

относятся короткоцепочечные жирные кислоты, которые влияют на множество 

процессов иммунитета и метаболизма человека [112,115,144]. Ферментация 

пищевых волокон кишечной микробиотой приводит к образованию ацетата, 

пропионата и бутирата (анионы карбоновых кислот), которые распознаются 

хозяином через внутриклеточный рецептор PPARγ; поверхностные белки GPR41 

и GPR43, а также рецептор бутирата GPR109a [73, 141, 148]. 
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Таблица 1 – Иммунорегуляторные эффекты метаболитов представителей 

кишечной микробиоты человека по химическим группам 

Метаболиты Микроорганизмы 
Клетки–
мишени 

Эффекты Ссылки 

Ацетат 

Bifidobacterium spp. 
Lactobacillus spp. 
Clostridium spp. 
Bacteroides spp. 

DC 

Снижает экспрессию TNFα, IL–12     ↑  
продукцию IL–10 

Снижает  экспрессию  костимулирующих 
протеинов 
 

[54] 
[128] 

 

Нейтрофилы 
Способствует хемотаксису 
 

Лактат 
Bifidobacterium spp. 

Lactobacillus spp. 

Макрофаги 
↑ Продукцию IL–10 и ↓ IL–12 
 

[97] 
[128] 

[148] 
 

DC ↑ Секрецию IL–10 

Бутират Bifidobacterium spp. 
Макрофаги ↓ Продукцию IL–6, IL–12 –P40 [52] 

[128] 
 DC ↓ Продукцию IL–12, INFγ 

Пропионат 

 
Bifidobacterium spp. 

Lactobacillus spp. 
Clostridium spp. 
Bacteroides spp. 

 

Лимфоциты 
Подавляет NF–κB, ↑секрецию        IL–10 

↓ экспрессию костимулирующих белков [54] 
[148] 

 
Т–reg Регулирует путь mTOR для генерации   IL–10 

Сукцинат 

Bifidobacterium spp. 
Prevotellaceae 
Veillonellaceae 

 

Макрофаги 
↑ Экспрессию SUCNR1, ↑секрецию    IL–1β 
↑ Поляризацию M1 фенотипа [148] 

 
DC 

↑ Продукцию IL–1β 
Активирует Т–клетоки 

Вторичные 
желчные 
кислоты 

Bifidobacterium spp. 
Lactobacillus spp. 
Clostridium spp. 

Bacteroides fragilis 

 

IEC 
 

↑экспрессию FoxP3+ Tregs 
Активация FXR в тканях печени и кишечника [54] 

[148] 
 DC ↑NF–κB–зависимую транскрипцию 

Полиамины 
(путресцин, 
спермидин и 

спермин) 

Bifidobacterium spp. 

IEC 

 

↓ Активацию инфламмасомы NLRP6, 
высвобождение IL–18→выработка, 
антимикробных пептидов (AMPS)  

 
[128] 

[148] 
 

Моноциты 
Макрофаги 

 
↓ Экспрессию IL–6, TNFα, IL–1, MIP–1α, 

MIP–1β 

Тиамин (В1) Bifidobacterium spp. Лимфоциты 
 
Активирует лимфоциты 
 

Пиридоксин (В6) Bifidobacterium spp. 
IEC 

 

 
Учавствует в активации NF–κB и поляризации 
лимфоцитов по Th1  пути. 

Ограничивает цитокиновый шторм при 
COVID–19 
 

 
 

 
 
 

[128] 
[148] 

 

Фолат (В9) 
Bifidobacterium spp. 

Lactobacillus spp. 
 

Т–reg 

Снижает активацию MAIT лимфоцитов, 
способствует дифференцировке Treg. 
↑ Антиапоптотический фактор BCL–2 
 

Кобаламин (В12) 
Bifidobacterium spp. 

Lactobacillus spp. 
Т–reg 

Активирует NK клетки, 
способствует дифференцировке CD8+ T–
клеток 

Инозин 
Bifidobacterium 
Pseudolongum 

T– клетки 

 
Активирует рецептор аденозина 2А, 
↑дифференцировку Th1  лимфоцитов 
 

Производные 
триптофана 

Bifidobacterium spp. 
Lactobacillus spp. 

IEC 

↑Экспрессию IL–10R1 
↓Секрецию TNFα 

Активируют лиганд AhR, 
↑ выработку IL–22 в   ILC3, что увеличивает 
экспрессию         антимикробных пептидов 

 

[148] 
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Продолжение таблицы 1 

 

 
Производные 

Индола 

Bifidobacterium spp. 
Lactobacillus spp. 

E. coli 
Clostridium sporogenes 

 

 

IEC 

Подавляют прикрепление патогенов к 

эпителию 
Снижают активацию ядерного фактора каппа 
β (NF–kβ), модуляцию экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов 
↓ продукцию хемокина IL–8 
 

 
[134] 

[146] 
[148] 

 

Кинуренин Lactobacillus spp. 
IEC 

 
↑ Экспрессию IL–10R1 

 

[148] 
 

Полиамины 
 

Lactobacillus  spp. 
E. coli 

Morganella morganii 

DC 

Активируют H2R, что  приводит к 
ингибированию Th1 и Th2–ответов и 
стимулирует Treg за счет продукции IL–10 
Ингибируют сборку инфламмасомы NLRP6,              
↓  продукцию IL–18, что уменьшает 

воспаление 
 

 
 
 
 
 

 
 

[54] 
[128] 
[148] 

  
   

Моноциты 
↓ Активацию NF–κB 
↓ Секрецию IL–17, IFNγ ,TNFα 

Пейеровые 
бляшки 

↓ Продукцию IL–2, IL–4, IL–5, IL–12, TNFα и 
GM–CSF 
 

Рибофлавин Lactobacillus spp. Макрофаги 
Ингибирует продукцию TNFα, 
АФК, снижая  фагоцитарную активность 

 

Липотейхоевые 

кислоты 
 

Lactobacillus spp. 
IEC 

 

↓ Секрецию IL–8 

 
 

 
 
 

[148] 
Полисахариды 

(S1и S2) 
Lactobacillus spp. DC ↑ Продукцию IL–10 и IL–12 

Гамма–
аминомас–ляная 
кислота (ГАМК) 

Bifidobacterium spp. 
Lactobacillus spp. 

E. coli 
Enterococcus spp. 

Bacillus spp. 

 

Т–клетки 
Способствует  экспрессии IL–17 через 
сигнальный путь ГАМК–mTORC1 
 

[146] 
 

IEC 
 

↑ Синтез муцина–1, ↓экспрессию IL–1β 
↑ Экспрессию TGF–β и плотных соединений 

Уксусная 

кислота 

Bifidobacterium spp. 

E. coli 
Макрофаги 

Снижает продукцию  цитокинов IL–1, β IL–6, 
TNFα 
 

[135] 
[146] 

  

Молочная 
кислота 

Bifidobacterium spp. 
Lactobacillus spp. 

Enterococcus faecium 

В–лимфоциты Увеличивает секрецию IgA,  IgM,  IgG 
[148] 
 [47] 

Пропионовая 

кислота 
Cutibacterium acnes 

Рецепторы 

TLR2 и TLR4 

Инициирует митоген–активируемые 
протеинкиназы (MAPK) / NF–κB 
сигнализация 

[62] 
 [148] 

 

Внеклеточные 
визикулы (OWV) 

E. coli 
Bacteroides spp. 

IEC 
Активируют белки плотных контактов 

(кладин–14 и ZO–1) 

[6] 
[148] 

Макрофаги 
Разрушают белок c–MYC (протоонкогены), 
кодирующий транскрипционный фактор 

Сидерофоры 
(энтеробактин, 
сальмохелин, 
аэробактин) 

Klebsiella spp. 
E. coli 

IEC 

Активируют фактор –1α (HIF), регулируют 

проницаемость сосудов и экспрессию генов 
воспалительных цитокинов 
↑ Продукцию IL–6, IL–1β CXCL1, CXCL2 

[4] 

 [93]  
 

Макрофаги 
 

Индуцируют экспрессию воспалительного 
белка макрофагов–3 альфа (MIP–3a) 
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Продолжение таблицы 1  

 

Протеазы и 
ферменты 

 

Bacteroides spp. 
(металлопротеиназа) 
Enterococcus faecium 
(сериновая протеаза, 

желатиназа) 
Pseudomonas aeruginosa 

(щелочная протеаза,  
протеаза IV, 

металлопротеиназа) 
S. aureus (цистеиновые 

протеазы, сериновая 
протеаза V8, 

металлопротеаза, 
стафилокиназа) 

Нейтрофилы 
↓ Продукцию IFNγ и TNFα. 
Ингибируют функцию нейтрофилов и 
хемотаксис 

[68]  
[84] 

 [131] 
[136] 

 
Сыворотка 

крови 

Деградируют иммуноглобулин IgA и IgG 
Разрушают фибриноген, компоненты 
комплемента C3 и C1q 

Кожа 
Разрушают ламинин α3 LG4–5, компонент 
базальной мембраны в коже, препятствуя 
заживление ран 

IEC 

↑ Продукцию IL–8 (через PAR–2 ) 
Индуцируют трансактивацию промотора, 
управляемого ядерным фактором–κB (NF–κB) 
через человеческий рецептор тромбина PAR–

1, –2 или –4 

Плазминоген 
Активируют превращение  плазминогена в 
плазмин (протеолитический фермент 
широкого действия) 

Альфа–токсин S. aureus IEC 

Нарушает функции эпителиального барьера 
Усиливает активность металлопротеазы 
ADAM10, 
с последующим расщеплением E–кадгерина 
(белок адгезии) 

[84] 
 [131]  

 

Токсины TcdA и 
TcdB 

трансферазой    
(CDT) TpeL, 
энтеротоксин 

 

Clostridium spp. 

IEC 

Активируют ядерный фактор транскрипции 
κB (NF–κB), 

инфламмасо́му (NLRP3), индуцируют  
продукцию IL–8, TNFα, IL–6, IL–1β 
 
 

[57] 
[60] 

 [87] 
 

DC, 
макрофаги, 
моноциты 

Усиливают секрецию IL–1 и IL–23 
IL–1α, IL–1β, IL–6, IL–8, TNFα 
 
 

 

Ацетат и пропионат вырабатываются в основном бактероидами, 

протеобактериями, бифидобактериями, клостридиями, фузобактериями, 

пептококками и пептострептококками, тогда как бутират – клостридиями и 

эубактериями  [13, 103]. Размер пула миелоидных клеток костного мозга сильно 

коррелирует со сложностью микробиоты кишечника. Показано, что у стерильных 

мышей снижены пропорции и потенциал дифференцировки специфических 

миелоидных клеток–предшественников, как из желточного мешка, так и из 

костного мозга. Введение животным карбоновых кислот (SCFAs) приводит к 

изменениям процессов гемопоэза, сопровождающихся усилением миелоидного 

выброса из-за повышенного количества миелоидных предшественников. 

Миелоидный перекос способствует элиминации системной инфекции и 

ослаблению аллергических реакций. В отсутствие микробиоты клетки могут 
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иметь аномалии морфологии и функции, которые частично восстанавливаются 

при добавлении SCFAs [103].  

Одним из примеров того, как микробиота осуществляет влияние на 

созревание иммунной системы на уровне тканей, является микробный метаболизм 

триптофана. Было показано, что культуры рода Lactobacillus используют 

триптофан в качестве источника энергии для производства лигандов 

арилуглеводородного рецептора (AhR), таких как метаболит индол–3–альдегид 

[43, 65]. AhR представляет собой активируемый лигандом фактор транскрипции, 

критически важный для органогенеза кишечных лимфоидных фолликулов (ILF). 

Иммунные клетки, экспрессирующие AhR, включают врожденные лимфоидные 

клетки RORγt+группы 3 (ILC3), которые участвуют в генезе ILF, и экспрессия 

AhR на ILC3 функционально необходима для их экспансии. Кроме того, AhR–

индуцированная продукция IL-22 стимулирует секрецию антимикробных 

пептидов липокалин-2 и кальпротектин (S100A8/S100A9), которые защищают от 

патогенной инфекции, вызванной Candida albicans, Citrobacter rodentium и 

Listeria monocytogenes. Также AhR оказался важным в поддержании 

эпителиального барьера и гомеостаза интраэпителиальных лимфоцитов [43, 65]. 

В дополнение к регуляции процессов созревания иммунной системы, 

микробные метаболиты влияют на дифференцировку клеток и направленность 

реакций иммунитета. Было показано, что липидный метаболит витамина А – 

ретиновоевая кислота (RA) регулирует баланс между провоспалительными и 

противовоспалительными иммунными реакциями. RА способствует развитию как 

регуляторных Т-лимфоцитов (Treg) через TGF-β, так и продукции IgA В-

клетками. RA опосредует экспансию Treg-клеток и подавляет линии TH17 

посредством индукции процессов ацетилирования гистонов на промоторе FoxP3 

главном регуляторе идентичности Treg-клеток. DC собственной пластинки могут 

стимулировать CD4+преобразование Т-клеток в Tregs в зависимости от TGF-β и 

RA. На эту способность DC влияет микробиота показано, что кормление мышей 
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Bifidobacterium infantis приводит к увеличению количества DC, способных 

синтезировать RA, а также клетки FoxP3
+ в lamina propria  [94]. 

Связь между кишечной микробиотой и витаминами особенно очевидна в 

случае витаминов группам В и К, поскольку не хозяин, а микробиота может 

осуществлять биосинтетические реакции этих витаминов. Например, кишечные 

штаммы Bifidobacterium и Lactobacillus могут синтезировать фолат – витамин B9, 

который играет решающую роль в поддержании популяции Treg–клеток в 

кишечнике [43, 148]. Дефицит витамина B12 приводит к уменьшению количества 

лимфоцитов и подавлению активности NK-клеток. Недавнее открытие 

презентации витаминов ассоциированными со слизистой оболочкой 

инвариантным Т-клеткам с помощью молекулы MR1, подобной MHC класса I, 

предполагает прямую связь между микробным метаболизмом витаминов и 

праймингом иммунными клетками [43].  

Помимо способности модулировать созревание и дифференцировку 

иммунной системы среди метаболитов выделяют группу микробных молекул – 

регуляторов симбиоза хозяина и микробиоты  [6, 94]. Итогом мутуалистических 

эффектов микробиоты на поверхности слизистых оболочек является сохранение 

тканевого гомеостаза. За последнее десятилетие было идентифицировано 

несколько микробных метаболитов с противовоспалительной активностью, 

которые участвуют в поддержании баланса между процессами протективного 

иммунитета и иммунологической толерантности. Так, на поверхности культур 

Bacteroides fragilis имеется полисахарид А (ПСА), который подавляет выработку 

провоспалительного IL-17 и способствует экспрессии IL-10 CD4+T-клетками 

через связывание с TLR2. Показано, что ПСА B. fragilis ослабляет вызванное 

Helicobacter hepaticus и химическим соединением (2,4,6–тринитро-3-

сульфобензойная кислота)  воспаление кишечника животных. Распознавание ПСА 

происходит через TLR2, экспрессируемым на клетках Treg, вызывает их 

активацию, что приводит к подавлению воспалительной реакции. Посредством 

модулирования иммунного ответа хозяина происходит колонизация кишечного 
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биотопа культурами B. fragilis [39]. На воспалительные процессы в кишечнике 

влияют секретируемые микробиотой метаболиты таурин, гистамин и спермин, 

которые  регулируют уровень эпителиальной продукции IL-18, секрецию 

антимикробных пептидов и состав кишечного сообщества. При нарушении этого 

пути у генетически модифицированных мышей возникает дисбиоз, приводящий к 

появлению аутовоспаления кишечника, повышенной восприимчивости к 

инфекциям, онкогенезу кишечника и воспалению печени [80, 140, 146].  

Помимо триптофана, микробиота играет ключевую роль в регуляции уровня 

аргинина в кишечнике, который оказывает модулирующее действие на иммунную 

систему. У мышей без микробов повышен уровень аргинина, что указывает на то, 

что комменсальные бактерии участвуют в метаболизме аргинина до производных, 

в том числе полиаминов [138], обладающих иммуномодулирующим эффектом 

[46]. Противовоспалительной активностью обладают и SCFAs, которые, как и 

некоторые метаболиты, могут выполнять множество функций на нескольких 

уровнях иммунной регуляции. Кишечная микробиота за счет производства SCFAs 

может подавлять как локальное, так и системное воспаление с помощью 

различных механизмов [96, 103]. Введение мышам ацетата способствует  через 

рецепторы GPR43 противовоспалительному эффекту и улучшению DSS (декстран 

сульфат натрия) – индуцированного колита. Циркулирующие SCFAs могут 

подавлять воспалительную реакцию в легких через рецепторы GPR41. Диета с 

низким содержанием клетчатки увеличивала тяжесть аллергического воспаления 

дыхательных путей у мышей, в то время как введение пропионата способствовало 

снижению количества провоспалительных IL-4, IL-5, IL-13 и IL-17 [105]. 

Другой важной функцией SCFAs является регуляция гомеостаза Treg в 

толстом кишечнике. Кормление стерильных мышей SCFAs увеличивало 

количество клеток FoxP3+Treg до уровня, аналогичного наблюдаемому у обычных 

мышей. Введение пропионата повышало экспрессию FoxP3 и IL–10 в клетках 

Treg толстой кишки. Кишечные Treg экспрессируют рецепторы GPR43 и у мышей 

Gpr43 экспансия Treg с помощью SCFAs не отмечалась. Интересно, что смесь 
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штаммов Clostridia, которые являются важным источником продукции SCFA, 

индуцировала развитие Treg и секрецию IL-10 и TGF-β. Бутират эпигенетически 

регулирует экспрессию генов посредством ингибирования гистоновых деацетила, 

что приводит к усилению ацетилирования гистонов в некодирующих 

последовательностях локуса FoxP3. Следовательно, обработанные бутиратом 

CD4+T-клетки демонстрируют повышенное ацетилирование гистона H3 в 

промоторной области FoxP3 и в консервативной последовательности 

некодирующей ДНК 1 внутригенного энхансерного элемента [129]. 

Формирование дисбиоза кишечника и колонизация биотопа 

бактериальными патогенами, продуцирующими разнообразные токсичные 

соединения, способствует усилению воспаления, нарушению плотных контактов 

и повреждению тканей, связанных с активацией иммунной системы. 

Клостридиальные Токсины TcdA и B [60] связываются с различными 

гликозилированными рецепторами на клетке-хозяине: TcdA – с сахаразой–

изомальтазой (SI) и гликопротеином 96 (gp96), а TcdB – с хондроитинсульфатным 

протеогликаном 4 (CSPG4) и с мембранными белками 1, 2 и 7. Все эти рецепторы 

экспрессируются различными клетками эпителия и субэпителия кишечника. Оба 

токсина по-разному влияют на клетку-хозяина. TcdB приводит к модификации 

цитоскелета и апоптозу клеток хозяина. TcdB также может способствовать 

образованию комплекса NADPH-оксидазы на эндосомах, что увеличивает 

продукцию активных форм кислорода и способствует некрозу клеток [60]. 

На сегодняшний день известно, что основой эволюции адаптивного 

иммунитета являются симбиотические взаимодействия между микробиотой и 

иммунитетом хозяина. Профиль метаболитов, характерный для патогенной 

инвазии, отличается от профиля, характерного для гомеостаза, и может быть 

воспринят иммунной системой как триггер воспалительной реакции. Изучение 

специфических эффектов микробных метаболитов на иммунную систему хозяина 

может иметь значение для определения связи различных заболеваний с 

изменениями микробного сообщества кишечника человека. Кроме того, 
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метаболиты микросимбионтов могут быть эффективны в качестве 

диагностических биомаркеров развития патологии хозяина, поскольку 

трансгеномные перестройки микробиоты часто предшествуют манифестации 

заболеваний [6, 30, 81]. 

Определение химической сложности и широкого разнообразия 

физиологических эффектов метаболитов различных таксономических групп 

микробиоты находится на начальном этапе исследований и является 

многообещающим и перспективным направлением современной микробиологии. 

Фундаментальным аспектом является эволюция построения микробной ниши 

посредством модуляции иммунной системы хозяина. Кроме того,  понимание 

молекулярных механизмов колонизации и взаимодействия иммунных клеток и 

микробиоты поможет рассматривать микробиом как терапевтический инструмент 

персонализированной медицины, имеющий значение в создании современных 

бактериальных препаратов с иммунорегуляторной активностью. 

1.3 Современные аспекты создания биопрепаратов нового поколения  с 

противовоспалительным эффектом 

Нарушение барьерной функции кишечника при дисбиозе приводит к 

бактериальной транслокации, попаданию бактериальных продуктов в большой 

круг кровообращения, усилению воспалительной реакции и прогрессированию 

заболеваний человека [139, 142]. Показана роль кишечной микробиоты в 

потенцировании процессов онкогенеза. Крупные метагеномные проекты 

связывают сигнатуры микробиома человека с развитием колоректальной 

аденомы–карциномы, что свидетельствует о фундаментальной роли микробиоты 

кишечника в развитии злокачественных новообразований желудочно-кишечного 

тракта [47, 140]. В последние несколько лет показана связь нарушений кишечной 

микробиоты и аутизма, деменции и аффективных расстройств психики, а также 

шизофрении, большого депрессивного и биполярного расстройства. Коррекция 



32 

 

 

 

микробиоты кишечника с помощью пробиотиков у больных с нервно–

психическими расстройствами показана только в экспериментальных условиях с 

небольшими, но многообещающими результатами [75, 124]. 

Современные работы свидетельствуют о том, что пробиотики оказывают 

влияние на психическое состояние хозяина и вмешиваются в регуляцию обмена 

веществ, работу гормональных систем, экспрессию генов и другие регуляторные 

механизмы [44, 78, 82, 89]. Практическое использование  бактерийных 

биопрепаратов в лечении различных заболеваний является многообещающим 

направлением научных исследований в практической медицине, поскольку 

пробиотики сами по себе или в сочетании с пре– и метабиотиками обладают 

выраженным потенциалом в регуляции кишечной микробиоты и иммунных 

реакций хозяина [92, 93]. Пробиотики могут обладать противовоспалительной 

активностью и модулировать иммунную систему за счет взаимодействия 

бактерий с эпителиальными клетками кишечника, дендритными клетками, 

моноцитами/макрофагами и лимфоцитами  [3, 94, 95]  (Рисунок 2). 

 

Рисунок 2 – Взаимодействие пробиотиков с факторами иммуной системы 

Рисунок исходно опубликован в Yan, F. Probiotics and Probiotic–Derived 

Functional Factors–Mechanistic Insights Into Applications for Intestinal Homeostasis / 

F. Yan, D.B. Polk. – Text: electronic // Front Immunol. – 2020. – Vol. 11. – P.1428. 

Рисунок перепечатан и адаптирован [150]. 
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В настоящее время активно изучается противовоспалительная активность 

пробиотиков за счет подавления провоспалительных цитокинов (например, TNFα) 

посредством влияния на клеточные сигнальные пути, регулирующие экспрессию 

TNFα [142]. Показано, что пробиотики могут влиять на воспалительные реакции 

посредством множества механизмов модуляции и стимуляции пути MAPK 

(активируемой митогеном протеинкиназы), действия протеасом, влияя на Toll–

подобные рецепторы, на NF-κB, особенно путем ингибирования 

фосфорилирования и восстановления IkB, тем самым препятствуя передаче 

активационных сигналов на фактор транскрипции NF-κB. Иммунорегуляторные 

эффекты пробиотиков вариабельны и зависят от штамма, например, пробиотики, 

содержащие лактобациллы, играют ключевую роль в противовоспалительном 

действии [8, 42,  97]. 

Помимо уже известных пробиотиков, в последние годы были разработаны 

новые продукты, такие как постбиотики и парапробиотики, содержащие штаммы 

нежизнеспособных микроорганизмов или бесклеточные экстракты, которые могут 

принести пользу хозяину за счет дополнительной биологической активности 

пробиотиков и без риска побочных эффектов. Использование пробиотиков и 

других микробных биопрепаратов для лечения вирусных, бактериальных и других 

заболеваний может уменьшить медицинские, финансовые, социальные и 

психологические трудности при использовании их в лечении и профилактике. 

Несмотря на весь прогресс, достигнутый в последние десятилетия, механизмы 

действия пробиотиков не являются универсальными, поскольку они зависят от 

штаммов, входящих в пробиотики, их структуры и свойств [10, 56, 97].  

Микроорганизмы в составе пробиотика должны быть безопасны 

(подтверждается с использованием лабораторных животных), быть устойчивы к 

действию факторов пищеварительного тракта, сохранять стабильность состава и 

жизнедеятельности в течение всего срока хранения, не подавлять нормобиоту 

кишечника. Иммунорегуляторная активность штаммов не входит в перечень 

критериев, предъявляемых к пробиотическим штаммам [7, 21].  
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В настоящее время предпринимается множество научных попыток 

обнаружить молекулярные модели для разработки противовоспалительных 

биомаркеров пробиотических бактерий. Улучшение кишечных симптомов 

некоторых серьезных заболеваний, таких как рак, диабет, сердечно-сосудистые, 

метаболические и аллергические расстройства, может регулироваться секрецией 

цитокинов эпителиальными клетками кишечника и макрофагами под контролем 

пробиотиков на различных ключевых сигнальных путях, таких как NF-κB и 

митоген-активированные киназы, микроРНК, маленькие некодирующие 

молекулы РНК [49, 116, 117]. Изучение того, как пробиотики влияют на 

сигнальные пути, про– и противовоспалительную активность, а также на то, как 

цитокины и микроРНК участвуют в реализации сигнальных путей при 

воспалительных процессах было исследовано in vitro и in vivo на  различных 

клеточных линиях и моделях мышей [7, 63, 111, 127].  Вопрос о том, как 

пробиотики участвуют в  подавлении воспаления, еще не до конца изучен и 

остается открытым. Всесторонняя картина обмена информацией между 

пробиотиками и клеточными сигнальными путями, связанными с воспалением, 

поможет предотвратить многие воспалительные заболевания в будущем. В целом, 

штамм микроорганизмов, подлежащий включению в категорию пробиотиков 

должен обладать способностью прилипать к слизистой оболочке кишечника для 

колонизации и модулировать иммунную систему для защиты от патогенов [97]. 

Способность модулировать иммунную систему и обладать 

противовоспалительной активностью у пробиотиков может проявляться  за счет 

взаимодействия пробиотических штаммов бактерий с эпителиальными клетками 

кишечника, дендритными клетками, моноцитами/макрофагами и лимфоцитами.  

Пробиотики регулируют иммунный ответ хозяина путем их влияния на 

врожденную иммунную систему, а также адаптивную (зависит от В– и Т–

лимфоцитов, которые связываются со специфическими антигенами) [42, 49, 116, 

117]. На этапе отбора пробиотических штаммов бактерии, входящие в состав 

пробиотиков, должны обладать рядом свойств, включая антагонизм за счет 
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производства противомикробных веществ; конкуренцию с патогенами за адгезию 

к эпителию и за питательные вещества; иммуномодуляцию хозяина; 

ингибирование выработки бактериальных токсинов [52, 70, 77, 103]. 

 Результаты исследований in vitro указывают на роль низкомолекулярных 

веществ, продуцируемых пробиотическими микроорганизмами в ингибировании 

репликации патогенов [77, 123] . Например, бактерии рода Lactobacillus способны 

продуцировать бактериоцины, в том числе низкомолекулярные вещества 

(LMWB–антибактериальные пептиды), а также высокомолекулярные вещества 

(бактериоцины III класса) и некоторые антибиотики. Пробиотические бактерии 

(например, лактобациллы и бифидобактерии) могут продуцировать так 

называемые деконъюгированные желчные кислоты (производные желчных 

кислот), демонстрирующие более сильный антибактериальный эффект, чем соли 

желчных кислот, вырабатываемые их хозяином [54, 148]. 

Таким образом, подводя итог выше сказанному, следует отметить, что 

микробиом человека играет важную роль в сохранении здоровья человека и 

предполагается его связь с возникновением множества инфекционных 

заболеваний, а также неинфекционных.  В последнее время все чаще отмечается 

рост аутоиммунных и воспалительных расстройств, связанных с дисбактериозом. 

Эти данные позволяют утверждать, что «пребиотики», «пробиотики» и 

«постбиотики» считаются инновационными продуктами для поддержания 

здоровья и обосновывают дальнейшее развитие исследований по разработке и 

поиску новых поколений биопрепаратов для модуляции нормобиоты с учетом  

индивидуального разнообразия отклонений микробиоты. Вместе с тем, вопросы, 

касающиеся отбора пробиотических штаммов с учетом их иммунорегуляторного 

профиля с преобладанием индукции/ингибирования про- и 

противовоспалительных цитокинов, мало изучены. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1 Культуры микроорганизмов, используемые в  работе 

В работе были использованы 430 фекальных штамма микроорганизмов: 97 

культур бифидобактерий (B. longum, B. bifidum, B. breve, B. adolescentis, B. 

catenulatum); 40 штаммов лактобацилл (L. fermentum, L. plantarum, L. acidophilus, 

L. rhamnosus, L. ruminis, L. paracasei, L. casei); 45 изолятов бактероидов (B. 

fragilis, B. ovatus, B. vulgatus), 35 культур Cutibacterium acnes, 20 изолятов 

клостридий (С. difficile, С. novyi), 77 штаммов представителей семейства 

Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,  

Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloaceae, Citrobacter freundii, Proteus 

mirabilis), 11 культур Pseudomonas aeruginosa,  9 штаммов стрептококков (S. 

gallolyticus, S. oralis, S. equinus, S. intermedius), 39 изолятов стафилококков (S. 

aureus, S. warneri, S. xylosus,  S. epidermalis, S. saprophyticus), 15 штаммов 

Enterococcus faecium и 42 культуры грибов Candida albicans.  

Исследуемые штаммы были получены от 65  пациентов при обследовании 

на дисбиоз толстого кишечника человека. Возрастная выборка состояла от 18 до 

45 лет. В результате у 69% обследуемых лиц (45 человек) был выявлен дисбиоз 

кишечника I–III степени, а 20 человек входили в группу условно-здоровых. При 

обследовании пациентов на дисбиоз толстого кишечника человека были 

соблюдены акты национального стандарта РФ ГОСТР 52379–2005 о надлежащей 

клинической практике.  

В работе были использованы эталонные и производственные  штаммы 

отечественной коллекции Государственного научно-исследовательского 

института стандартизации и контроля медицинских биологических препаратов 

им. Л. А. Тарасевича (Klebsiella pneumoniaе № 278, Bacillus paranthracis № 279, 

Lactobacillus plantarum 8P-A3, Lactobacillus acidophilus K3Ш24, Lactobacillus 

https://www.gastroscan.ru/handbook/118/4018
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fermentum 90Т-С4, Bifidobacterium longum МС-42, Escherichia coli M-17, 

Escherichia coli ЛЭГM-18), всероссийская коллекция промышленных 

микроорганизмов ФГУП ГосНИИгенетики (Bifidobacterium bifidum 791), и 

кишечные штаммы, выделенные в лаборатории инфекционной симбиологии 

ИКВС УрО РАН  (Bifidobacterium bifidum ICIS-643, ICIS-202, ICIS-629, ICIS-310, 

ICIS-504; Bifidobacterium longum ICIS-1113, ICIS-505; Lactobacillus rhamnosus 

ICIS-627, Lactobacillus ruminis ICIS-540; 16 штаммов Escherichia coli и 5 штаммов 

Enterococcus faecium).   

2.2 Методика оценки состояния микробиоценоза толстого кишечника 

человека 

Оценку степени дисбиоза определяли в соответствии с приказом Минздрава  

«Об утверждении отраслевого стандарта «Протокол ведения больных. 

Дисбактериоз кишечника» [27]. Количественное содержание всех видов 

микроорганизмов в 1 г фекалий определяли по числу выросших на 

соответствующей среде колоний с учетом объема посевного материала и степени 

его разведения: 

 N = n ∗ k ∗ d  (1) 

где N – количество микроорганизмов в 1 г фекалий, КОЕ/г; n – число 

колоний, выросших на питательной среде; k – коэффициент посевной дозы (при 

посеве 0,1 мл к=10); d –  степень разведения посевного материала. 

 Выделяли три степени дисбиоза кишечника: дисбиоз I степени  

характеризовался снижением содержания бифидобактерий и лактобактерий (до 

107–108 КОЕ/г и до 105–106 КОЕ/г, соответственно) и E. coli (до 105 –106 КОЕ/г). II 

степень дисбиоза – сниженим содержания бифидобактерий и лактобактерий (до 

107 КОЕ/г и ниже и до 105 КОЕ/г и ниже, соответственно), повышением 

содержания гемолитических E. coli или других условно-патогенных бактерий до 
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105–107 КОЕ/г, или обнаружением ассоциаций условно-патогенных бактерий в 

103–104 КОЕ/г. Дисбиоз III степени также характеризовался снижением 

бифидобактерий и лактобактерий (до 107 КОЕ/г и ниже,  до 105 КОЕ/г и ниже, 

соответственно), а также обнаружением ассоциаций условно-патогенных 

бактерий в 106–107 КОЕ/г и выше. 

2.3 Методы выделения и идентификации микроорганизмов 

2.3.1 Методы выделения штаммов бактерий и грибов из кишечного 

микробиоценоза человека 

 Выделение и идентификацию микроорганизмов проводили в соответствии 

с руководством по анаэробной бактериологии «Wadsworth-KTL»  и в 

соответствии с «Методическими рекомендациями по применению бактерийных 

биологических препаратов в практике лечения больных кишечными инфекциями. 

Диагностика и лечение дисбактериоза кишечника» [22].  

Фекалии от обследуемых лиц отбирали в одноразовые стерильные 

контейнеры (с момента взятия материала до исследований  не превышало 2–х 

часов). Навеску 1 г испражнений растирали в ступке с 9 мл стерильного 

изотонического раствора (pH 7,2). Далее методом серийных разведений получали  

ряду бывающих  разведений с 102 до 1012, и проводили высев суспензии на 

питательные среды. Облигатно-анаэробные бактерии культивировали в 

анаэробных условиях при концентрации СО2  9,0 % и О2 – 0,6 % в термостате 

(Binder, Германия) при 37°С в течение 48 часов, факультативные – в термостате 

при 37°С в течение 24 часов. Микроорганизмы семейства энтеробактерий 

определяли посевом 0,1 мл суспензии фекалий из разведений 105 и 107 на среду 

Эндо. Энтерококки и стафилококки определяли при посеве 0,05 мл суспензии из 

разведений 103 и 105 желточно–солевой агар (ЖСА), соответственно. 
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Дрожжеподобные грибы рода Candida выделяли на Bi.G.G.Y. Agar (Nickerson 

Agar, BBL, США). Посев проводили из разведений 103 и 105 степени. Далее 

проводили идентификацию штаммов. 

2.3.2 Метод идентификация микроорганизмов по биохимическим признакам 

 Биохимическую идентификацию облигатно-анаэробных, факультативно-

анаэробных бактерий и грибов проводили с помощью коммерческих тест-систем: 

«ANAEROtest 23», «ENTEROtest 24», «STREPTOtest 16», «STAPHYtest 16» 

(LACHEMA, Чехия) и  "API20CAUX" (bioMerieux, Франция). 

Взвесь культур раскапывали в лунки планшетов и инкубировали в 

термостате (облигатно-анаэробные бактерии культивировали в анаэробных 

условиях при концентрации СО2  9,0 % и О2 – 0,6 % в термостате (Binder, 

Германия) при 37°С в течение 48 часов, факультативные – в термостате при 37°С 

в течение 24 часов). Результаты учитывали через 24-48 часов с помощью  таблицы 

и цветных шкал сравнения. 

2.3.3 Метод  идентификации микроорганизмов с помощью времяпролетной 

масс-спектрометрии 

Видовую идентификацию исследуемых культур осуществляли по прямому 

белковому профилированию (MALDI TOF MS серии Microflex LT, Bruker 

Daltoniсs, Германия). Одну колонию чистой культуры бактерий и грибов 

помещали в стерильные пробирки, добавляли 50% ацетонитрила и 2,5% 

трифторуксусной кислоты (50 мкл). Центрифугировали 1 мин, 14 000 об/мин. 

Полученные белковые экстракты вносили в лунки стального планшета для 

MALDI-TOF масс-спектрометрии в объеме 1 мкл в трех повторах, наслаивали по 

2 мкл насыщенного раствора матрицы – a–СНСА («Bruker Daltonics», Германия). 
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Параметры масс-спектрометра оптимизировали для диапазона m/z от 1000 до 20 

000. Идентификацию микроорганизмов с расчетом Score (коэффициента 

достоверности) проводили с использованием программного обеспечения Maldi 

BioTyper 3,0. Положительная идентификация на уровне рода (Score ≥1,7); на 

уровне вида (Score = 2,0 или выше). 

2.4 Полногеномное секвенирование штаммов L. ruminis ICIS-540 и                  

B. paranthracis ICIS-279, сравнительный анализ их геномов с помощью 

систем RAST и AntiSMASH 

После 18 часов инкубации культуры L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis 

ICIS-279 центрифугировали при 4000g 6 минут. Осадок ресуспендировали в трис-

солевом буфере (50 мкл) и инкубировали 60 минут при 37°C. Суспензия 

механически гомогенизировалась 1,4-мм силиконовыми бусинами при 6,5 м/с. 

ДНКазы инактивировались нагреванием суспензии до 95°C в течение 10 минут. 

Химический лизис проводился добавлением 10% раствора додецилсульфата 

натрия (50 мкл) и 100 мг/мл раствора протеиназы К (2 мкл) с последующей 

инкубацией при 60°C в течение 60 минут. Затем, выделенную ДНК подвергали 

фенол-хлороформной экстракции (три раза) [72] и растворению в 30 мкл 

деионизованной воды («Milli-Q»). Для дальнейшей работы по составлению ДНК–

библиотек и секвенированию использовались образцы с плотносттю A260/280 > 

1,8. и A260/230 не менее 2,0 и исходной концентрацией ДНК не менее 100 нг/мл. 

ДНК–библиотеки подготовлены при помощи набора Nextera DNA Library 

Preparation Kit («Illumina», США). Полногеномное секвенирование полученных 

библиотек проведено секвенатором «MiSeq» с комплектом реагентов Reagent Kit 

v.3 (Illumina, США). Длина получаемых парных прочтений составила 2*300 

нуклеотидов. Анализ качества чтения проводился при помощи «FastQC» 

(Babraham Bioinformatics, Великобритания). Предподготовка парных ридов к 
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сборке выполнена в программе «Trimmomatic» (Usadel Lab, Германия). Сборка 

парных ридов до скаффолдов  выполнена ассемблером «SPAdes»; статистическая 

оценка качества сборки проведена при помощи «QUAST». Итоговые сборки 

геномов получены в формате файлов FASTA. Онлайн-сервисы RAST 

(коллаборация NMPDR, США) и AntiSMASH позволили аннотировать и провести 

первичный анализ набора генов известных гомологов в полученных сборок. 

Итоговая аннотация полученных геномов выполнена в автоматическом режиме 

сервисом PGAP после депонирования геномов в базе данных NCBI GenBank 

(NIH, США). 

2.5 Сравнительный анализ  уровня антимикробных белков и цитокинов в 

копрофильтратах обследуемых лиц 

2.5.1  Метод подготовки копрофильтратов обследуемых лиц 

Копрофильтраты были получены и обработаны не позднее  3-4 ч с момента 

взятия фекалий [37]. Фекалии (4 г) гомогенизировали с 10 мл забуференным 

физиологическим раствором (ЗФР) (0,15 М, рН=7,2), добавляли соевый ингибитор 

трипсина (1 мг/мл), контрикал (500 ЕД/мл), Твин 20 (0,05%) и раствор ЭДТА (50 

мМ). Затем пробы дважды центрифугировали 30 мин при 3200 об/мин на холоде 

(+4˚С) и получали копрофильтраты. К полученному  копрофильтрату добавляли 

бычий  сывороточный альбумин (1 мг/мл) и азид Na (0,2 мг/мл). Далее 

копрофильтраты эликвотили и замораживали при -20°С. 

2.5.2 Определение уровня локальных антимикробных факторов 

(лактоферрина, лизоцима) и  цитокинов (IFNγ, TNFα,  IL-8, IL-6, IL-10, IL-

1Ra) в копрофильтратах  
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В копрофильтратах был исследован уровень цитокинов и лактоферрина 

(ЛФ) методом иммуноферментного анализа (ИФА) с использованием наборов 

«Цитокин» (Санкт-Петербург, Россия) и «Вектор-Бест» (Новосибирск, Россия).  

Концентрация лизоцима определялась фотометрическим методом Бухарина 

О.В. соавт. (1979) [32]. В качестве тест культуры использовался ацетонированный 

микрококк (M. lysodeiktikus). Из микрококка готовилась взвесь на фосфатном 

буфере (1/15 М, рН=6,2), с оптической плотностью 0,3 ОПед. В планшет 

вносилось 50 мкл копрофильтрата и 200 мкл взвеси микрококка. Первый контроль 

– это 50 мкл копрофильтрата и 200 мкл фосфатного буфера (контроль цветности 

копрофильтратов). Второй контроль –  200 мкл взвеси микрококка и 50 мкл 

фосфатного буфера. Планшеты с пробами инкубировался 30 минут при 37°С, 

после чего на спектрофотометре Elx 808  (BioTek, США) проводилось 

определение оптической плотности. Количество лизоцима рассчитывали по 

специальной таблице.  

2.6 Определение иммунорегуляторной активности  микроорганизмов 

Изучение иммунорегуляторных свойств микросимбионтов оценивали по 

способности бесклеточных супернатантов изменять спонтанную продукцию про -

/противовоспалительных цитокинов  на модели перитонеальных макрофагов 

мышей-гибридов (CBAxC57Bl6)F1, полученных из питомника РАМН 

«Столбовая»,  и лимфоцитов периферической крови здоровых людей (доноров)  

при сокультивировании в условиях  in vitro.  

2.6.1 Получение супернатантов бактерий и грибов, содержащих продукты их 

метаболизма 
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Бесклеточные супернатанты бактерий и грибов получали из бульонной 

культуры (24-часовой для факультативных и 48-часовой для облигатно-

анаэробных бактерий) в результате двукратного центрифугирования (3200 об/мин 

15 мин). Затем надосадочную жидкость фильтровали через мембранные фильтры  

(0,22 мкм, «Millipore», США). Супернатанты получены от 49 штаммов, 

выделенных при эубиозе и от 77 культур, изолированных при дисбиозе.  

2.6.2  Выделение перитонеальных макрофагов мышей 

Все эксперименты были проведены в соответствии с «Международными 

рекомендациями по проведению медико–биологических исследований с 

использованием животных» и «Правилами лабораторной практики в Российской 

Федерации» [31]. Перитонеальные макрофаги (ПМ) получали  от 30 мышей линии 

(СВАхС57Bl6)F1. Лабораторным животным (мышам) в брюшную полость 

вводили 1,0 мл 3% раствора среды Бревера, содержащей тиогликолат. 

После усыпления мышам в брюшную полость вводили 10,0 мл холодной 

среды DМEМ (ПанЭко) без глутамина с 25 мМ Hepes. Спустя 2 минуты через 

разрез в паховой области извлекали клетки перитонеального экссудата. После 

отмывки клетки взвешивали в теплой полной культуральной среде: RPMI-1640 с 

10% инактивированной эмбриональной телячьей сыворотки («Sigma-Aldrich», 

США) с добавлением Hepes (25 мМ), 0,01% L-глутамина и гентамицина (80 

мкг/мл). Концентрацию клеток доводили до 1х106/мл, полученную суспензию 

вносили в лунки планшета с последующей 2-х часовой инкубацией.  

Не прилипшую фракцию клеток  удаляли двукратной отмывкой теплой 

полной культуральной средой. В опытные пробы к прилипшим макрофагам 

добавляли супернатанты исследуемых культур в соотношении 1:4.  После 48 

часов инкубации (микроаэрофильные условия), центрифугировали (3 200 об/мин, 

15 мин) и отбирали надосадочную жидкость для дальнейшего определения в ней 
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уровня цитокинов. Исследование каждой клеточной культуры проводили в трех 

дублях. Контролем служили   пробы: 1. контроль макрофаги в культуральной 

среде; 2.  контроль макрофагов с добавлением бульона.  

2.6.3 Выделение периферических мононуклеаров (лимфоцитов) из крови  

здоровых лиц 

Мононуклеарные лейкоциты выделяли в стерильных условиях из 

гепаринизированной крови доноров методом градиентного центрифугирования 

(400g) в градиенте плотности фиколл-верографин («Pharmacia», Швеция) 

плотностью 1,077 г/см3. Далее пробы центрифугировали  15 минут 1400 об/мин. 

Образовавшиеся кольца (преимущественно состоящие из лимфоцитов) отбирали в 

силиконированные пробирки, добавляли стерильный ЗФР и  центрифугировали на 

холоду 7 минут при 1100 об/мин.  Для подсчета лимфоцитов использовали 3% 

уксусную кислоту (0,9 мл уксусной кислоты + 0,1 мл лимфоцитов). Выделенные 

лимфоциты доводили до концентрации 2*106 клеток/мл. Сокультивирование 

взвеси лимфоцитов с супернатантами исследуемых микроорганизмов проводили в 

96-луночных полистероловых планшетах в соотношении  1:4 (опыт) в 

культуральной среде, содержащей RPMI  (ПанЭко), 10% инактивированной 

эмбриональной телячьей сыворотки («Sigma-Aldrich», США), 0,01% L-глутамин и 

80 мкг/мл гентамицина. Пробы инкубировали  24 часа в СО2 инкубаторе при 370С. 

Исследование каждой клеточной культуры проводили в трех дублях. Контролем 

служили   пробы: 1. контроль лимфоцитов в культуральной среде; 2.  контроль 

лимфоцитов с добавлением бульона.  
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2.6.4 Определение спонтанной продукции цитокинов иммуноцитами в 

присутствии супернатантов  микроорганизмов 

В культуральной среде лимфоцитов и перитонеальных макрофагов, после 

воздействия на них бесклеточных супернатантов бактерий,  измеряли  про– (IFNγ, 

TNFα, IL-17, IL-8, IL-6) и противовоспалительные (IL-10, IL-1Ra) цитокины 

методом ИФА (тест-систем «Цитокин», Россия; «Bender-MedSystems», Австрия). 

Регистрацию результатов проводили на фотометре Multiskan (Labsystems, 

Финляндия). Результат влияния супернатантов микроорганизмов на 

мононуклеары и макрофаги оценивали по изменению концентрации цитокинов в 

культуральной среде по отношению к контролю. 

2.6.5 Изучение способности бесклеточных супернатантов микроорганизмов 

влиять на уровень цитокинов в среде сокультивирования 

Бесклеточные супернатанты микроорганизмов L. ruminis ICIS-540 и B. 

paranthracis ICIS-279 в опытных пробах соинкубировали с различными 

концентрациями рекомбинантных цитокинов («Sigma», TNFα, IL-6,  IL-17) в 

соотношении 1:1. Контролем послужили концентрации цитокинов в среде 

сокультивирования (Schaedler–бульон). Концентрация в среде для TNFα  

составляла от 5 пг/мл до 500 пг/мл;  IL–6 и IL–17 – от 25 пг/мл до 300 пг/мл.  

После 2 часов инкубации при 37 °С в термостате, пробы центрифугировали (3000 

об/мин, 15 мин на холоде) и забирали надосадок. Концентрацию цитокинов в 

пробах определяли методом иммуноферментного анализа («Цитокин», СП-б, 

Россия). Результатов замеряли по оптической плотности на спектрофотометре Elx 

808  (BioTek, США) при длине волны 492 нм. Результаты выражали в процентах 

(%) изменения уровня цитокинов в среде сокультивирования по отношению к 

контролю.  
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2.7 Изучение антагонистической активности штаммов L. ruminis ICIS-540 и 

B. paranthracis ICIS-279 

С помощью метода отсроченного антагонизма была изучена 

антагонистическая активность (АА) культур L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis 

ICIS-279 [24]. 

На поверхность плотной питательной среды высевали в виде «бляшек» 

культуры L. ruminis ICIS-540 и инкубировали в анаэробных условиях с 

концентрациями СО2  – 9,0 % и О2 – 0,6 % в термостате (Binder, Германия) при 

37°С в течение 48 часов.  B. paranthracis ICIS-279 выращивали аэробных условиях 

в термостате при 37°С в течение 24 часов. Ингибиция выращенных культур 

парами хлороформа 30 минут. В полужидкий 0,7% МПА и остуженный до 50°С 

вносили 1 мл суспензии тест-культуры (мутность взвеси культур соответствовала 

3 степени Mc Farland) и наслаивали на выращенные в виде «бляшек» и убитые 

исследуемые культуры (L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis ICIS-279). После 16 

часовой инкубации в термостате измеряли штангенциркулем зоны задержки роста 

тест-культуры вокруг «бляшек» L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis ICIS-279.  

В качестве тест-культуры использовали известные тест-штаммы шигелл 

(Shigella sonnei 177б,  Shigella flexneri 337, Shigella flexneri 170), Escherichia coli 

О157, Staphylococcus aureus 209 и Proteus mirabilis 50/10 отечественной 

коллекции Государственного научно-исследовательского института 

стандартизации и контроля медицинских биологических препаратов им. Л. А. 

Тарасевича. 

2.8 Определение антибиотикорезистентности культур L. ruminis ICIS-540 и  

B. paranthracis ICIS-279 

Определение антибиотикорезистентности штаммов L. ruminis ICIS-540 и B. 

paranthracis ICIS-279 осуществляли диско-диффузионным методом (ДДМ) с 
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использованием агара Schaedler (BBL, США) и дисков производства НИИЭМ 

имени Пастера (Россия, Санкт-Петербург) согласно Рекомендациям МАКМАХ 

«Определение чувствительности микроорганизмов к антимикробным 

препаратам» [23], определили чувствительность к 12 антибиотикам: гентамицину 

(10 мкг), доксициклину (10 мкг), ципрофлоксацину (5 мкг), ампициллину (10 мкг), 

стрептомицину (10 мкг), канамицину (10 мкг), цефазолину (30 мкг), 

цефлоксацину (10 мкг), цефтазидиму (5 мкг), ломефлоксацину (10 мкг), 

азитромицину (30 мкг), амикацину (30 мкг). На поверхность среды наносили 

взвесь микроорганизмов (0,5 McF). Затем, раскладывали 4 диска с антибиотиками 

на одну чашку и инкубировали в течение 24-48 часов при 37°С. Далее замеряли 

диаметр зоны задержки роста штамма вокруг диска (штангенциркулем) и 

сравнивали их с имеющимся стандартом. Интерпретация результатов 

определялась по следующим параметрам: резистентные к антибиотикам (R), 

умеренно устойчивые (I) и чувствительные к антибиотикам (S). 

2.9  Статистические методы обработки полученных результатов 

Результаты проведенных исследований обработаны методами вариационной 

статистики с использованием пакета прикладных программ Microsoft Excel и 

«STATISTICA 10.0», включая методы параметрического (t-критерий Стьюдента), 

непараметрического (U-критерий Манна-Уитни) анализов, дискриминантного 

анализа и метод дерева решений.  На основании W-критерия Шапиро-Уилка 

проверялась нормальность распределения групп микроорганизмов. Доли выборок 

сравнивали друг с другом посредствам критерия хи-квадрат Пирсона с поправкой 

на непрерывность Йейтса. Результаты исследований представлены в виде M±m, 

где М - средняя арифметическая, m - стандартная ошибка средней. Статистически 

значимыми считали изменения при p˂0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

ГЛАВА 3. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СТРУКТУРЫ КИШЕЧНОГО 

МИКРОСИМБИОЦЕНОЗА И ФАКТОРОВ АНТИМИКРОБНОЙ ЗАЩИТЫ 

ЧЕЛОВЕКА ПРИ ЭУБИОЗЕ И ДИСБИОЗЕ 

3.1 Структурная характеристика микробиоты при эубиозе и дисбиозе 

толстого кишечника человека 

Сравнительный анализ таксономического состава и численности 

микросимбиоценозов толстого кишечника обследуемых лиц при эубиозе и 

дисбиозе показал, что при микроэкологических нарушениях отмечается 

увеличение роста условно–патогенных микроорганизмов -  энтеробактерий, 

стафилококков, стрептококков и дрожжевых грибов и облигатно-анаэробных 

бактерий – клостридий, сопровождающееся снижением уровня и частоты 

встречаемости представителей нормальной микробиоты (бифидобактерий, 

лактобактерий).  

Анализ численности кишечных микросимбионтов, показал, что между 

эубиозом (Рисунок 3А) и дисбиозом (Рисунок 3А) наблюдались значимые 

различия среди основных представителей микросимбиоценоза (р˂0,05). При 

дисбиозе отмечается уменьшение численности Bifidobacterium spp. (от 9,0±0,3 

КОЕ lg при эубиозе до 7,1±0,5 КОЕ lg при дисбиозе), Lactobacillus spp. (от 7,5±0,5 

КОЕ lg до 5,8±0,4 КОЕ lg) и Enterococcus spp. (от 6,5±0,7 КОЕ lg до 5,5±0,8 КОЕ 

lg) (р˂0,05). Напротив, при дисбиозе чаще высевались представители семейства 

Enterobacteriaceae, рода Clostridium, Staphylococcus и вида C. albicans и 

нарастание уровня культур энтеробактерий, стафилококков  и дрожжевых грибов 

(6,1±0,4 lg КОЕ/г против 7,6±0,5 lg КОЕ/г, 4,3±0,4 lg КОЕ/г против 6,8±0,5 lg 

КОЕ/г и 2,6±0,4 lg КОЕ/г против 4,2±0,5 lg КОЕ/г, соответственно, р˂0,05). 
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Рисунок 3 – Численность кишечных микросимбионтов, изолированных при 

эубиозе (А) и при дисбиозе (Б)  

Примечание: 1. Bifidobacterium spp.; 2. Lactobacillus spp.; 3. E. coli lac+hem–; 4. 

Citrobacter spp.; 5. Staphylococcus spp.; 6. Enterococcus spp.; 7. Bacteroides spp.; 8. 

C. acnes; 9. Clostridium spp.; 10. Candida spp.; 11. Streptococcus spp.; 12. Klebsiella 

spp.; 13. Proteus spp. 
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Среди культур семейства Enterobacteriaceae наибольшая численность 

установлена для представителей рода Klebsiella (7,8±0,5 lg КОЕ/г). Кроме того, 

при микроэкологических нарушениях из исследуемого материала были 

изолированы культуры Streptococcus spp., их численность составляла 7,0±0,8 lg 

КОЕ/г. (Рисунок 3 Б) 

Изучение таксономического состава кишечной микробиоты в условиях 

эубиоза и дисбиоза позволило установить изменение доли различных групп 

микроорганизмов (Рисунок  4). Доля бифидобактерий у лиц с эубиозом 

составляла 30,0±2,1 %, а с дисбиозом – 18,0±1,5 %. Доля лактобактерий при 

эубиозе была равна 16,0±1,2 % против 5,0±0,3 % при дисбиозе, доля энтерококков 

– 7,0±0,5 % против 2,0±0,1 %. Соотношение доли штаммов энтеробактерий при 

эубиозе и дисбиозе было равно 14,0±0,8 % против 24,0±1,4 %, стафилококков и 

дрожжевых грибов – по 5,0±0,3 % против 12,0±1,2 % . Доля бифидобактерий, 

лактобактерий и энтерококков при дисбиозе снижалась в 2 раза и более по 

сравнению с эубиозом (р˂0,05). 

Среди видов облигатно-анаэробных и микроаэрофильных бактерий при 

эубиозе  высевались представители Bacteroides spp. (ovatus, vulgatus), C. acnes и 

Clostridium spp. (difficile, novyi), их доля в микросимбиоценозе при эубиозе была 

равна 23,0±1,1 % от общего числа микроорганизмов. При дисбиозе 

преимущественно выделялись культуры B. fragilis и Clostridium spp. (доля 

штаммов 24,0±0,5 %). При анализе видовой структуры бифидобактерий при 

эубиозе доминировали виды B. longum (longum, suis, infantis), B. bifidum и B. breve, 

при дисбиозе – B. adolescentis и  B. catenulatum. Вместе с тем, при эубиозе 

выявлялись  трех- и четырехкомпонентные ассоциации бифидобактерий (в 

88,0±2,3% случаев), а при дисбиозе – только моновидовой вариант: от 42,0±1,3 % 

при дисбиозе 1-2 степени и до 86,0±1,0 % при 3 степени (р< 0,05).  

В условиях эубиоза лактобактерии также встречались в составе 

консорциумов (в 68,0±1,8 % случаев) из 2-3 культур следующих видов: L. 

acidophilus, L. plantarum, L. fermentum и L. rhamnosus.  
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Рисунок 4 – Таксономическая структура микроорганизмов, выделенных при 

эубиозе (А) и дисбиозе (Б) толстого кишечника человека (%) 

 

 Bifidobacterium spp.  Lactobacillus spp. 

 Enterobacteriaceae spp.  Staphylococcus spp.                  

 Enterococcus spp.  Bacteroides spp., C.acnes, Clostridium spp. 

 Candida spp.                              Streptococcus spp.   

 

А) 

Б) 
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При дисбиозе штаммы L. paracasei и L. casei выделялись в моновидовом 

варианте (в 89,0±2,4 % случаев). В видовой структуре факультативно-анаэробной 

микрофлоры при эубиозе выявлено, что в данной группе микроорганизмов 

доминировали лактозопозитивные негемолитические E. coli и негемолитические 

E. faecium (доля 13,0±2,8 % и 7,0±0,5 %, соответственно). Также в 

микросимбиоценозе толстого кишечника определялись культуры C. freundii 

(1,0±0,3 %), негемолитические коагулазонегативные стафилококки (S.  epidermalis 

и  S. saprophyticus – 5,0±0,5 %) и дрожжевые грибы (5,2±0,3 %). При дисбиозе 

отмечалось снижение доли типичных E. coli в 2 раза и появление в составе 

микробиоты гемолитических культур E. coli, Enterobacter spp. (aerogenes и 

cloaceae), Klebsiella spp. (pneumoniae и oxytoca, azaenae), Citrobacter spp. (koseri, 

sakasakii), P. aeruginosa и P. mirabilis, доля которых составляла 21,4±0,5 %. Кроме 

того, установлено увеличение видов грамположительных штаммов Staphylococcus 

spp. (aureus, warneri, xylosus, epidermalis) и  появление в составе 

микросимбиоценоза культур Streptococcus spp. (oralis, intermedius, equinus), их 

доля от общей численности микроорганизмов составляла 15,0±1,1 %.  

Далее были изучены частота встречаемости и видовой состав ассоциаций 

условно–патогенных и облигатно–анаэробных кишечных микросимбионтов при 

различных микроэкологических состояниях. Так, микросимбиоценозы 

обследуемых при эубиозе характеризовались наличием ассоциаций условно–

патогенных  микроорганизмов (Таблица 2)  в 80,0±2,3 % случаев и только у 

20,0±1,2 % лиц были изолированы монокультуры лактозопозитивных не 

гемолитических E. coli.  

В большинстве случаев выделялись двух– (56,0±2,7 %) и трехкомпонентные 

(44,0±1,5%) ассоциаций условно-патогеных микроорганизмов. При дисбиозе в 

микросимбиоценозе толстого кишечника монокультуры УПМ встречались редко 

(4,0±0,1 %), в основном (96,0±2,3 % случаев) были характерны ассоциации из 

двух (28,0±1,5 %), трех (60,0±2,5 %) и четырех (12,0±1,1 %) культур. В 

бактериальных и бактериально-грибковых ассоциациях преобладали культуры E. 



53 

 

 

 

coli (в 97,0±3,0 % случаев), C. albicans (в 70,0±1,8 % случаев), КОС (S. epidermalis, 

S. equorum,  S. saprophyticus) (в 31,0±1,5 % случаев) и K. pneumoniaе  (в 31,0±1,5 % 

случаев). 

 

Таблица 2 – Частота встречаемости ассоциаций факультативно-анаэробных 

кишечных микроорганизмов при эубиозе и дисбиозе  

Ассоциации 

микроорганизмов S. aureus 

Частота, n (%) Значения  

 χ 2; p 

 
Эубиоз 

(n=16) 

Дисбиоз 

(n=43) 

2-х компонентные ассоциации 

E. coli + E. faecium 4 (25,0) 1 (2,3) 7,7; ˂ 0,005 

E. coli + КОС (S. epidermalis,  S. equorum) 3 (18,7) 1 (2,3) 4,9; ˂ 0,02 

E. coli (K. pneumoniae) + C. albicans  2 (12,5) 5 (12,0) 0,01; ˃ 0,92 

E. coli (K. pneumoniae, P. mirabilis) + 

Pseudomonas spp. 

- 5 (12,0)  

3-х компонентные ассоциации 

E. coli +E. faecium + C. albicans 5 (31,3) 1 (2,3) 10,6; ˂ 0,001 

E. coli + КОС (S. epidermalis,  S. 

saprophyticus) +  C. albicans 

2 (12,5) 8 (17,0) 0,30; ˃ 0,57 

E. coli (K. pneumoniae, К. oxytoca, C. freundii) 

+ S. aureus + C. albicans 

- 14 

(33,1) 

 

E. coli (C. freundii) + S. aureus+  S. intermedius   - 3 (7,0)  

4-х компонентные ассоциации 

E. coli (K. pneumoniae)+ Pseudomonas spp.+ S. 

aureus + C. albicans 

- 2 (5,0)  

E. coli (C. freundii )+ КОС (S. epidermalis,  S. 

equorum)  + E. faecalis+ C. albicans 

- 3 (7,0)  

 

Изучение ассоциаций облигатно–анаэробных  и микроаэрофильных 

микроорганизмов показало, что для эубиоза характерно наличие в 75,0±1,5 % 

случаев ассоциаций и только в 25,0±1,5 % выделялись монокультуры 

представителей Bifidobacterium spp. В 36,0±1,4 % случаев ассоциации состояли из 

двух представителей облигатно-анаэробного звена, в 32,0±1,3 % случаев 

регистрировались трехкомпонентные  и четырехкомпонентные сообщества 

микроорганизмов (Таблица 3). При дисбиозе толстого кишечника обследуемых в 

трети случаев выделялись монокультуры анаэробов (27,0±1,6 %), а в остальных 
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случаях (63,0±1,8 %) отмечались ассоциации, состоящие преимущественно из 

четырех (60,0±2,5 %), трех (22,0±2,3 %) компонентов, и в 18,0±1,5 % случаев 

выделялись двухкомпонентные ассоциации анаэробных бактерий. Во всех 

ассоциациях облигатно-анаэробных и микроаэрофильных бактерий 

присутствовали представители Bifidobacterium spp., в 77,0±2,1 % случаев –  

культуры Lactobacillus spp., в 42,0±1,5 % случаев –  культуры Bacteroides spp., в 

33,0±1,1 % случаев –  культуры С. acnes и  в 19,0±1,2 % случаев –  культуры 

Clostridium spp. 

 

Таблица 3 – Частота встречаемости ассоциаций облигатно–анаэробных и 

микроаэрофильных кишечных микроорганизмов при эубиозе и дисбиозе  

Ассоциации 

микроорганизмов 

Частота, n (%) Значения  

χ 2; p Эубиоз 

(n=16) 

Дисби

оз 

(n=33) 

2-х компонентные ассоциации 

B. bifidum (B. longum)+B. fragilis 1 (6,4) 3 (9,0) 0,11; ˃ 0,73 

Bifidobacterium spp. (B.longum, B.bifidum, B. 

breve )  + Lactobacillus spp. (L. ruminis, 

L.plantarum) 

  5 (31,2) 3 (9,0) 3,8; ˂ 0,05 

3-х компонентные ассоциации 

Bifidobacterium spp.( B. catenulatum, B. 

adolescentis) + Lactobacillus spp.+ С. аcnes 

  2 (12,5) 4 

(12,5) 

0,001; ˃ 0,96 

B. longum (B. catenulatum) + L. rhamnosus + 

Bacteroides spp. 

3 (18,7) 3 (9,0)  0,93; ˃ 0,33 

4-х компонентные ассоциации 

Bifidobacterium spp. (B. adolescentis и  B. 

catenulatum) + Lactobacillus spp.(L. ruminis, 

L.plantarum) +B. fragilis + C. difficile (C. 

novyi) 

3 (18,7) 19 

(57,5) 

6,5;˂ 0,01 

Bifidobacterium spp. (B.longum, B.bifidum) + 

Lactobacillus spp. +B. fragilis + С. acnes 

2 (12,5) 1 (3,0) 1,68;˃ 0,19 

 

Таким образом, проведенная работа по изучению таксономического состава 

и численности кишечного микробиоценоза при эубиозе и дисбиозе позволила 

наряду с известными в литературе данными [2, 27, 38] выявить, что для дисбиоза 
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характерна высокая частота встречаемости ассоциаций энтеробактерий с 

дрожжевыми грибами и стафилококками, а также ассоциаций, в состав которых 

входили клостридии. Установлено, что при дисбиозе в кишечнике увеличивается 

количество 4-х компонентны ассоциаций условно-патогенных бактерий. 

Важными являются и изменения в структуре облигатно–анаэробного звена, 

характеризующиеся снижением количества четырех ассоциаций (р˂0,01) и доли 

штаммов анаэробов от общей численности микроорганизмов, преимущественно 

за счет бифидобактерий. Наблюдалась смена  ассоциаций из нескольких видов 

бифидобактерий и лактобактерий при эубиозе на моновидовой вариант при 

дисбиозе. При этом увеличивалось количество ассоциаций, в состав которых 

входили клостридии. Выявленные особенности кишечных микросимбиоценозов 

обследуемых лиц при эубиозе и дисбиозе могут иметь значение для определения  

роли кишечных микросимбионтов в поддержание локального иммунного 

гомеостаза толстого кишечника и развития иммунологических сдвигов на 

слизистых при микроэкологических нарушениях.   

3.2 Уровень антимикробных белков и цитокинов в копрофильтратах 

обследуемых лиц на дисбиоз толстого кишечника 

Было установлено, что в копрофильтратах 30,0-75,0 %  обследуемых лиц с 

эубиозом выявлялись как про –, так и противовоспалительные цитокины, за 

исключением IL-6 (Рисунок 5). Концентрация TNFα в копрофильтратах была 

незначительной и составляла 7,3±0,8 пг/мл.  Уровни IL-8 и  IFNγ были близкими 

по значению и составляли  15,2±1,3 пг/мл и 18,9±2,0 пг/мл, соответственно. 

Уровень противовоспалительных цитокинов в исследуемой группе для IL-10 был 

27,7±3,4  пг/мл и для IL-1Ra  – 569,1±12,0 пг/мл. Значения ЛФ и лизоцима 

составляли 154,0±19,0 нг/мл и 1,45±0,3 мкг/мл, соответственно (Рисунок  6).  
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Рисунок 5 – Частота встречаемости цитокинов в копрофильтратах при 

эубиозе и дисбиозе кишечника 

Примечание:  эубиоз 

 I степень дисбиоза   

                                 II степень дисбиоза 

                                 III степень дисбиоза 

 

Следует  отметить, что при дисбиозе частота обнаружения и уровень 

провоспалительных цитокинов в копрофильтратах возрастали (р˂0,05).  

Противовоспалительные цитокины IL-10 и IL-1Ra  выявлялись в 50,0–70,0 % 

копрофильтратах обследуемых лиц при дисбиозе толстого кишечника (р˂0,05). 
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Рисунок 6 –  Уровень лизоцима и лактоферрина в копрофильтратах 

обследуемых лиц при эубиозе и дисбиозе кишечника 

Примечание:         лактоферрин        лизоцим 

*– по сравнению с эубиозом (р<0,05)    

 

У обследуемых с дисбиозом I степени частота встречаемости IFNγ и TNFα  

в копрофильтратах достоверно не изменялась, но у  31,5±6,5 % выявлялось 

увеличение содержания провоспалительных цитокинов: концентрация IFNγ 

изменялась в диапазоне по отношению к эубиозу от 18,9±2,0 - 23,5±2,5 пг/мл, 

TNFα – 7,3±0,8 – 9,8±1,2 пг/мл. У 5,0±0,3 % обследуемых в копрофильтратах 

регистрировался IL–6, его содержание составляло не более 6,0±0,1 пг/мл (Таблица 

4).  
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Таблица 4 - Уровень цитокинов в копрофильтратах при эубиозе и дисбиозе 

толстого кишечника человека 

Состояние 

микросимбио-

ценоза 

обследуемых 

лиц 

IL-6  IL-8 IFNγ  TNFα IL-10 IL-1Ra 

Порог чувствительности набора ИФА 

5 пг/мл 5 пг/мл 30 пг/мл 5 пг/мл 5 пг/мл 150 пг/мл 

Эубиоз 

(n=20) 

  

нпч 

  

15,2±1,3 

  

18,9±2,0 

  

7,3±0,8 

  

27,7±3,4 

  

569,1±12,0 

I степень 

дисбиоза 

(n=15) 

  

6,0±0,1 16,3±1,4 23,5±2,5 9,8±1,2 30,5±2,8 630,0±9,8 

II степень 

дисбиоза 

(n=20) 

  

8,0±0,12 

  

19,0±1,8* 

  

52,0±2,5* 

  

25,0±1,2* 

  

45,0±3,3* 

  

735,0±10,3* 

III степень 

дисбиоза 

(n=10) 

  

10,7±0,2* 

  

21,1±1,0* 

  

109,8±22,0* 

  

33,0±2,1* 

  

48,3±3,1* 

  

1350,0±150,1* 

 

Примечание: *- по сравнению с эубиозом (р<0,05),   нпч - ниже порога 

чувствительности  

 

В копрофильтратах обследуемых лиц при дисбиозе II степени отмечалось 

двукратное увеличение уровня ЛФ (479 [277–1427] нг/мл, p<0,05). Частота 

обнаружения всех исследуемых провоспалительных цитокинов увеличивалась до 

33,0–60,0 %. Уровни провоспалительных цитокинов изменялись в 

копрофильтратах у 42,9±2,1 % обследуемых, у 21±2,3% –  

противовоспалительный цитокин IL-10, у 56,0±3,1 % – IL-1Ra. Содержание 

цитокинов составляло: для IFNγ – 52,0±2,5 пг/мл, IL-8 – 19,0±1,8 пг/мл, TNFα – 

25,0±1,2 пг/мл,  IL-10 – 45,0±3,3 пг/мл и IL-1Ra – 735,0±10,3 пг/мл (p<0,05). 

Дисбиоз III степени сопровождался шестикратным ростом значений 

лактоферрина (1913 [1335–4929] нг/мл, (p<0,001), двукратным - лизоцима (3,13 

[1,84–5,0] мкг/мл, p<0,05) в копрофильтратах обследуемых лиц, а также  

умеренным увеличением содержания  цитокина IL-6 – 10,7±0,2 пг/мл и 

шестикратным ростом количества IFNγ – 109,8±22,0 пг/мл и двухкратным - IL-

1Ra - 1350,0±150,1 пг/мл по сравнению с эубиозом (p<0,001).  
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Таким образом, сравнительный анализ содержания провоспалительных 

(IFNγ, TNFα, IL-6, IL-8) и противовоспалительных (IL-10 и IL-1Ra) цитокинов в 

копрофильтратах обследуемых при эубиозе и дисбиозе показал, что состояние 

эубиоза сопровождается низкими значениями провоспалительных и более 

выраженным уровнем противовоспалительных цитокинов. При нарастании 

степени кишечного дисбиоза в копрофильтратах обследуемых лиц отмечается 

повышение уровня цитокинов различных групп, за исключением III степени 

дисбиоза, где превалируют цитокины воспалительной группы. У обследуемых 

при дисбиозе наряду с цитокинами в копрофильтратах отмечается выраженный 

рост уровня антимикробных белков – лактоферрина и лизоцима, которые вкупе с 

цитокинами могут свидетельствовать о наличии местной воспалительной реакции 

в кишечнике. Показано, что высокий уровень лактоферрина, оксида азота, 

миелопероксидазы в кишечном содержимом после перенесенной острой 

кишечной инфекции свидетельствует о сохраняющейся воспалительной реакции в 

кишечнике [48]. В этой связи представляется целесообразным определение 

цитокинов (IL-6, IL-8, IFNγ, TNFα и IL-10, IL-1Ra), лактоферрина и лизоцима 

копрофильтратов для разработки критериев микроэкологических нарушений 

толстого кишечника человека. 

3.3 Исследование корреляционных связей показателей антимикробной 

защиты и микробиоты толстого кишечника человека 

Исследование корреляционных связей содержания цитокинов в 

копрофильтратах и численности кишечных микросимбионтов у обследуемых лиц 

при эубиозе и дисбиозе показало наличие некоторых отличий в характере и силе 

взаимосвязей между данными показателями.  

Анализ корреляционных связей показателей цитокинов в копрофильтратах 

и численности кишечных микроорганизмов у обследуемых лиц показал наличие 
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закономерностей между параметрами как при эубиозе, так и дисбиозе. В условиях 

дисбиоза наблюдалось сохранение установленных при эубиозе корреляционных 

связей с увеличением их коэффициента корреляции (Bifidobacterium spp. и TNFα 

(r=-0,87, p˂0,001 при дисбиозе против r=-0,6,  p˂0,001 при эубиозе). Вместе с тем, 

при дисбиозе менялась направленность связей и определялись корреляционные 

зависимости, характерные для данного состояния. Например, у Bifidobacterium 

spp. и IFNγ (r=-0,72 при дисбиозе и r= 0,69 при эубиозе, p˂0,001), IL-10 (r=-0,58 

при дисбиозе и r=0,80 при эубиозе, p˂0,001), IL-1Ra (r= -0,70 при дисбиозе и 

r=0,71 при эубиозе, p˂0,001).  

Характерные для дисбиоза корреляционные связи отмечались для 

Bacteroides spp., Clostridium spp., С. acnes и IFNγ (r=0,60, p˂0,001), Lactobacillus 

spp. и IFNγ (r=-0,60, p˂0,001), Lactobacillus spp. и IL-1Ra  (r=-0,60, p˂0,001), 

Enterococcus spp. и IL-1Ra  (r=0,60, p˂0,001), Staphylococcus spp. и IFNγ (r=0,82, 

p˂0,001),   Enterobacteriaceae spp. и  IL-1Ra  (r=0,60, p˂0,001). При дисбиозе 

оказались статистически значимыми корреляционные изменения антимикробных 

белков с показателями микросимбиоценоза: ЛФ и лизоцима  (r=0,5, p˂0,001), 

лизоцима и Enterobacteriaceae spp. (r=0,52, p˂0,001),  ЛФ и Enterobacteriaceae spp. 

(r=0,86, p˂0,001). 

Вместе с тем, значимыми также оказались связи уровня антимикробных 

белков с параметрами кишечного микросимбиоценоза человека. При эубиозе 

отмечено наличие прямых корреляционных связей высоких значений содержания  

лизоцима с УПМ (r=0,45, p˂0,001) и обратной связи с бифидобактериями (r=-0,91, 

p˂0,001). При дисбиозе – положительные взаимосвязи лизоцима и лактоферрина с 

УПМ (r=0,65, p˂0,001; r=0,50, p˂0,001, соответственно) и отрицательные – с 

бифидобактериями (r= - 0,45, p˂0,001; r= - 0,56, p˂0,001, соответственно). 

Таким образом, выявлена кореляционная связь качественных и 

количественных изменений структуры ассоциаций кишечного микробиоценоза, 

характеризующиеся снижением доли ассоциаций бифидо- и лактобактерий и 

появлением ассоциаций энтеробактерий с дрожжевыми грибами, стафилококками 



61 

 

 

 

и клостридиями, с уровнем антимикробных пептидов и белков, что позволяет 

рассматривать их как факторы формирования экосистемы толстого кишечника 

человека при эу- и дисбиозе.  

Результаты, изложенные в данной главе, опубликованны в следующих 

работах: 

1. Локальные антимикробные факторы и цитокины при дисбиозе кишечника 

человека / Е.В. Иванова, Т.А. Бондаренко, И.Н. Чайникова, Н.Б. Перунова. – Текст: 

непосредственный // Российский иммунологический журнал. - 2015. - Т. 9. (18). -  

№ 2(1). - С. 691-692. 

2. Связь цитокинов и численности микросимбионтов при микроэкологических 

нарушениях кишечника человека / Т.А. Бондаренко, Е.В. Иванова, А.В. 

Бекпергенова, И.Н. Чайникова, О.Е. Челпаченко, И.А. Никифоров, И.А.Здвижкова. 
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ГЛАВА 4. ХАРАКТЕРИСТИКА ВЛИЯНИЯ КИШЕЧНЫХ 

МИКРОСИМБИОНТОВ НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ 

ПЕРИТОНЕАЛЬНЫМИ МАКРОФАГАМИ И МОНОНУКЛЕАРАМИ 

ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

4.1 Продукция цитокинов  перитонеальными макрофагами мышей–гибридов 

(СВАхС57Bl6)F1 под влиянием супернатантов микросимбионтов толстого 

кишечника человека 

Методический подход с использованием в качестве клеток-мишеней для 

индукции цитокинов перитонеальных макрофагов экспериментальных животных 

(мышей) достаточно часто применяется исследователями для изучения 

особенностей иммунорегуляторных свойств микроорганизмов и их компонентов 

[113, 114]. Сокультивирование супернатантов бульонных культур различных 

таксономических групп кишечных микросимбионтов с перитонеальными 

макрофагами мышей–гибридов (СВАхС57Bl6)F1 позволило установить ряд 

особенностей их влияния на продукцию цитокинов. Для большинства 

микроорганизмов было характерно ингибирующее влияние в отношении всех 

изученных цитокинов, за исключением медиатора Th1 иммунного ответа – IFNγ. 

Распространённость ингибирующего влияния супернатантов микроорганизмов на 

продукцию цитокинов макрофагами уменьшалась в ряду IL-6> IL-1Ra >IL-10 > 

TNFα.  Проведенные исследования позволили установить, что большинство 

штаммов не оказывали влияния на продукцию TNFα ПМ  мышей (Рисунок 7А), за 

исключением штаммов  S. aureus (33,3±2,5 %), Pseudomonas spp. (50,0±1,3 %), 

Lactobacillus spp. (17,0±1,2 %) и Enterococcus spp. (33,3±2,2 %), C. albicans 

(20,0±1,1 %), стимулирующие секрецию данного цитокина. 

Содержание TNFα   в среде культивирования перитонеальных макрофагов в 

контроле (без добавления супернатантов микроорганизмов) было равно 16,1±1,1 

пг/мл. Диапазон колебаний уровня TNFα в опытных пробах составил для 

Pseudomonas spp. 15,2–32,8 пг/мл (23,3±8,3 пг/мл, р˂0,05);  S. aureus 14,5-41,2  
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Рисунок 7 – Частота встречаемости штаммов кишечных микросимбионтов с 

различным влиянием на продукцию цитокинов TNFα (А),  IFNγ  (Б) и  IL-6 (В) 

перитонеальными макрофагами мышей (% от исследуемых штаммов) 
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пг/мл (23,3±6,2 пг/мл, р˂0,05); C. albicans 18,1–65,0 пг/мл (29,8±13,5 пг/мл, 

р˂0,05);  E. faecium 3,5–35,4 пг/мл (20,8±7,3 пг/мл, р˂0,05); Bifidobacterium spp. 

4,4–15,1 пг/мл (6,8±3,4 пг/мл, р˂0,05); Clostridium spp. 6,0-14,0 пг/м (11,5±1,8 

пг/мл, р˃0,05);  Bacteroides spp. 4,9-17,0 пг/мл (8,1±3,5 пг/мл, р˂0,05) и  

Lactobacillus spp.4,5-22,1 пг/мл (17,3±4,7 пг/мл, р˂0,05).  

В отношении провоспалительного цитокина IFNγ было установлено, что все 

культуры достоверно не изменяли его уровень в среде культивирования, за 

исключением  Bifidobacterium spp.,  C. albicans, Klebsiella spp., Pseudomonas spp. и   

S. aureus , которые стимулировали продукцию данного цитокина (от 10,0±1,4 % 

до 83,0±3,1 %) перитонеальными макрофагами (Рисунок 7 Б). В контроле 

значение IFNγ составляло 15,3±0,3 пг/мл. Диапазон колебания цитокина в опыте 

составил для Bifidobacterium spp. 14,4-33,1 пг/мл (16,8±4,1 пг/мл, р˂0,05); 

Klebsiella spp. 15,1-32,6 пг/мл (23,7±4,0 пг/мл, р˂0,05);  Pseudomonas spp. 15,5-43,3 

пг/мл (30,1±7,1 пг/мл, р˂0,05);  S. aureus 15,5-155,3 пг/мл (122,8±33,4пг/мл, 

р˂0,05); C. albicans – 14,9-65,2 пг/мл (33,8±18,7 пг/мл, р˂0,05). 

От 30,0±2,1 % до 98,0±0,5 % штаммов ингибировали продукцию 

провоспалительного цитокина IL-6 макрофагами. При этом с наибольшей 

частотой встречаемости (до 95% от числа исследуемых штаммов) этот признак 

определялся у штаммов бактероидов, бифидо–, лакто– и кутибактерий. В 

меньшей степени этим свойством обладали  псевдомонады, клостридии, 

золотистый стафилококк (Рисунок 7 В). Содержание цитокина IL–6 в среде 

культивирования в контроле было равно 8,9±0,2 пг/мл. Диапазон колебаний 

уровня IL–6 в опыте составил для Bifidobacterium spp. 3,0–8,1 пг/мл (3,3±1,8 

пг/мл, р˂0,05); Lactobacillus spp. 4,2–7,3 пг/мл (3,9±1,3 пг/мл, р˂0,05); Clostridium 

spp. 5,3-8,1 пг/мл (7,7±1,2 пг/мл, р˂0,05); E. coli 6,1-8,9 пг/мл (7,0±1,8 пг/мл, 

р˂0,05); Pseudomonas spp. 6,5-9,1 пг/мл (8,7±2,1 пг/мл, р˂0,05); Bacteroides spp. 

3,2-8,4 пг/мл (4,7±1,8 пг/мл, р˂0,05); Enterococcus spp. 5,3-8,2 пг/мл (6,1±1,4 пг/мл, 

р˂0,05); Cutibacterium spp. 5,5-9,1 пг/мл (6,3±1,5 пг/мл, р˂0,05); Klebsiella spp.6,5-

8,3 пг/мл (6,9±0,5 пг/мл, р˂0,05); S. aureus 7,1-10,3 пг/мл (7,3±0,5 пг/мл, р˂0,05);  

C. albicans 4,5-10,0 пг/мл (6,7±1,9 пг/мл, р˂0,05). 
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Исследование влияния бесклеточных супернатантов микроорганизмов на 

продукцию противовоспалительного цитокина IL-10 ПМ показало, что 

супрессирующий эффект оказывали преимущественно  изоляты Klebsiella spp. 

(50,0±6,5 %), Clostridium spp. (85,7±7,8 %), Enterococcus spp. (66,7±7,5 %) и C. 

acnes (81,8±12,9 %). Стимулировали продукцию IL-10 18,2±1,5 % культур 

Bacteroides spp. и Bifidobacterium spp. (Рисунок 8 А). Содержание данного 

цитокина в среде культивирования в контроле – 10,7±4,56 пг/мл. Диапазон 

колебаний уровня IL–10 в опыте составил для Bifidobacterium spp. 15,4–25,4 пг/мл 

(22,3±1,6 пг/мл, р˂0,05); Lactobacillus spp. 8,5-18,3 пг/мл (9,3±2,1 пг/мл, р˃0,05);  

Bacteroides spp. 11,0-18,5 пг/мл (14,5±1,1 пг/мл, р˂0,05); Enterococcus spp. 5,0–8,9 

пг/мл (7,1±1,2 пг/мл, р˂0,05); Cutibacterium spp. 11,0–14,5 пг/мл (11,3±0,8 пг/мл, 

р˃0,05); Klebsiella spp. 3,8-11,5 пг/мл (4,3±1,1 пг/мл, р˂0,05).  

При анализе влияния супернатантов на продукцию другого  

противовоспалительного цитокина –  IL-1Ra установлено (Рисунок 8 Б), что  

большинство исследуемых штаммов также подавляли его продукцию 

перитонеальными макрофагами. Вместе с тем, способностью стимулировать 

продукцию данного цитокина обладали около 28,6±1,5 % исследуемых штаммов 

бифидобактерий. Содержание цитокина в среде в контроле составляло 88,2±3,4 

пг/мл. Диапазон колебаний уровня IL-1Ra в опыте составил для Bifidobacterium 

spp. – 97,1-149,2 пг/мл (107,1±11,5 пг/мл, р˂0,05); Lactobacillus spp. – 53,2-90,4 

пг/мл (71,2±5,5 пг/мл, р˂0,05); Clostridium spp. – 55,4–87,9 пг/м (69,1±6,5 пг/мл, 

р˂0,05); E. coli – 58,5-92,6 пг/мл (65,1±5,9 пг/мл, р˂0,05); Pseudomonas spp. – 45,6-

88,9 пг/мл (52,1±7,5 пг/мл, р˂0,05);  Bacteroides spp. – 65,9-88,4 пг/мл (72,3±6,5 

пг/мл, р˂0,05); Enterococcus spp. – 60,8-89,1 пг/мл (67,1±5,3 пг/мл, р˂0,05); 

Cutibacterium spp. – 56,1-88,4 пг/мл (60,2±7,5 пг/мл, р˂0,05); Klebsiella spp. – 49,6-

86,9 пг/мл (55,1±4,9 пг/мл, р˂0,05); S. aureus – 55,2-89,6 пг/мл(67,0±3,8 пг/мл, 

р˂0,05); C. albicans – 44,3-90,2 пг/мл (47,1±7,5 пг/мл, р˂0,05). 

Таким образом, в нашей работе установлено, что макрофаги, 

культивируемые с  супернатантами бифидобактерий, бактероидов и клостридий, 
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не отвечали секрецией TNFα и IL-6, но усиливали  продукцию IL-10 под 

влиянием супернатантов  культур  бифидобактерий и бактероидов, а также 

секрецию IL-1Ra (культуры бифидобактерий). Тем самым, определенная доля 

штаммов нормобиоты обладала потенциальной возможностью лимитирующего 

влияния на развитие воспаления при кишечном дисбиозе через отсутствие 

влияния на  продукцию TNFα,  IL-6 и, напротив, индукцию IL-10 и IL-1Ra.  

 

 

 

Рисунок 8 – Частота встречаемости штаммов кишечных микросимбионтов с 

различным влиянием на продукцию цитокинов IL–10 (А) и IL–1Ra (Б) 

перитонеальными макрофагами мышей (% от исследуемых штаммов). 
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4.2  Продукция цитокинов мононуклеарами периферической крови под 

влиянием супернатантов микросимбионтов толстого кишечника человека 

Целесообразность использования мононуклеаров периферической крови 

человека для оценки продукции цитокинов определяется  способностью 

лимфоцитов к миграции, рециркуляции и определенным  сходством мембранных 

и цитоплазматических рецепторов, с которыми взаимодействуют 

микросимбионты, а также компоненты их клеточной стенки и супернатанты, 

содержащие продукты метаболизма микроорганизмов [13, 43, 69]. 

 В результате были установлены существенные различия в направленности 

иммунорегуляторного влияния супернатантов различных кишечных 

микроорганизмов, выделенных  при эу- и дисбиозе.  

Анализ влияния супернатантов кишечных микросимбионтов на секрецию 

цитокинов  периферическими мононуклеарами крови показал, что большинство 

штаммов Bifidobacterium spp. (82,1±3,6 %) проявляли ингибирующий эффект  в 

отношении  провоспалительного цитокина TNFα.  

Супернатанты исследуемых условно-патогенных кишечных 

микросимбионтов оказывали примерно в равной степени как ингибирующий, так 

и стимулирующий эффект, за исключением штаммов Enterococcus spp. и 

Pseudomonas spp., супернатанты которых в 100% случаях стимулировали 

продукцию данного цитокина (Рисунок 9 А). 

Уровень TNFα в среде культивирования мононуклеаров периферической 

крови человека в контроле составлял 37,12±2,15 пг/мл. Диапазон колебаний в 

опытных пробах составил для Bifidobacterium spp. 8,72 – 42,76 пг/мл 

(19,2±8,5пг/мл, р˂0,05); Lactobacillus spp. 20,26 – 136,5 пг/мл (51,4±23,5 пг/мл, 

р˂0,05); Bacterоides spp. 19,07–132,1 пг/мл (56,2±36,6 пг/мл, р˂0,05); Cutibacterium 

spp. 21,86–186,2 пг/мл (101,3±51,5 пг/мл, р˂0,05); Pseudomonas spp. 80,6–287,9 

пг/мл (174,2±71,7 пг/мл, р˂0,05); Klebsiella spp. 15,09–207,1 пг/мл (149,1±58,2 

пг/мл, р˂0,05); Clostridium spp. 11,9–245,2 пг/мл (137,6±84,1 пг/мл, р˂0,05); E.coli  
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Рисунок 9 – Частота встречаемости штаммов кишечных микросимбионтов с 

различным влиянием на продукцию цитокинов TNFα (А), IFNγ  (Б) и IL–6 (В) 

лимфоцитами (% от исследуемых штаммов). 
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11,11 –113,0 пг/мл (71,4±33,0 пг/мл, р˂0,05); Enterococcus spp. 102,8–209,1 пг/мл 

(132,3±39,5 пг/мл, р˂0,05); S. aureus 30,81–293,5 пг/мл (157,2±73,2 пг/мл, р˂0,05); 

C.albicans 14,8–152,1 пг/мл (81,2±47,3 пг/мл, р˂0,05). 

Оценка влияния супернатантов исследуемых штаммов в отношении 

секреции цитокина IFNγ лимфоцитами показала, что большинство штаммов (до 

85,0±3,1 %) стимулировали продукцию данного цитокина, а энтерококки  и 

псевдомонады стимулировали  в 100 % случаях. Подавляли секрецию цитокина 

IFNγ супернатанты культур бифидобактерий (20,0±2,8 %), E.coli (20,0±1,1 %), 

Bactericides spp. (25,0±1,5 %),  кутибактерий (35,0±3,1 %), клебсиелл (40,0±2,7 %), 

лактобактерий (42,0±2,3 %),  золотистого стафилококка (50,0±2,9 %) и клостридий 

(72,7±3,1 %) (Рисунок 9 Б). Содержание цитокина IFNγ в среде культивирования 

лимфоцитов в контроле составляло 18,1±1,2 пг/мл. Диапазон колебаний уровня 

IFNγ  в опыте составил для Bifidobacterium spp. 7,7 – 65,1 пг/мл (51,3±10,2 пг/мл, 

р˂0,05); Lactobacillus spp. 11,1 – 86,3 пг/мл (63,4±18,9 пг/мл, р˂0,05); Bactericides 

spp. 11,1–120,4 пг/мл (86,3±30,1 пг/мл, р˂0,05); Cutibacterium spp. 8,4–88,8 пг/мл 

(66,3±13,2 пг/мл, р˂0,05); Klebsiella spp. 11,7–118,1 пг/мл (76,1±26,3 пг/мл, 

р˂0,05); Clostridium spp. 9,5–74,2 пг/мл (41,3±8,2 пг/мл, р˂0,05); Enterococcus spp. 

47,7–52,2 пг/мл (51,3±6,1 пг/мл, р˂0,05); E.coli 7,7–140,9 пг/мл (56,3±34,2 пг/мл, 

р˂0,05);  Pseudomonas spp. 51,6–168,8 пг/мл (131,4±36,5 пг/мл, р˂0,05); S. aureus 

13,6–88,1 пг/мл (66,3±15,7 пг/мл, р˂0,05); C.albicans 13,6–89,1 пг/мл (77,3±15,2 

пг/мл, р˂0,05). 

Анализ  влияния супернатантов микроорганизмов на продукцию IL-6 

позволил установить, что  все исследуемые штаммы как ингибировали, так не 

влияли на секрецию данного цитокина (Рисунок 9 В). Диапазон колебаний уровня 

IL-6 в опыте составил для Bifidobacterium spp. 298,9–578,1 пг/мл (386,3±38,2 

пг/мл, р˂0,05); Lactobacillus spp. – 307,6–384,3 пг/мл (336,3±28,9 пг/мл, р˂0,05); 

Clostridium spp.  – 351,6–426,4 пг/м (406,1±27,2 пг/мл, р˂0,05); Bacteroides spp. – 

407,1–484,3 пг/мл (456,1±29,2 пг/мл, р˂0,05); Enterococcus spp. – 446,5–464,7 

пг/мл (421,7±29,5 пг/мл, р˂0,05); Cutibacterium spp. –  356,8–515,3 пг/мл 
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(475,3±39,9 пг/мл, р˃0,05);  E. coli – 312,4–587,6 пг/мл (395,3±40,2 пг/мл, р˂0,05); 

Pseudomonas spp. –  442,3–514,6 пг/мл (461,7±25,7 пг/мл, р˃0,05); Klebsiella spp.  – 

388,2–512,2 пг/мл (402,6±27,4 пг/мл, р˂0,05); S. aureus  – 418,1–513,9 пг/мл 

(449,2±31,2 пг/мл, р˂0,05) и  C.albicans – 384,8–498,1 пг/мл (412,5±28,7 пг/мл, 

р˂0,05). 

Оценка продукции хемокина IL-8 лимфоцитами в присутствии 

супернатантов кишечных микросимбионтов показала, что большинство культур 

(40,0–100,0 %) оказывали стимулирующий эффект в отношении данного цитокина 

(Рисунок 10 А). Среди изученных штаммов только 23–25 % культур 

бифидобактерий и лактобактерий подавляли секрецию IL-8, а остальные 

культуры – либо не влияли на секрецию цитокина, либо ингибирующий эффект 

наблюдался в единичных случаях.  В контроле содержание IL-8 составляло 

615,3±25,0 пг/мл. Диапазон колебания цитокина в опыте составил для 

Bifidobacterium spp. 416,4–743,1 пг/мл (626,8±113,1 пг/мл, р˃0,05); Bacteroides spp. 

– 701,6–884,7 пг/мл (766,8±68,7 пг/мл, р˂0,05); Klebsiella spp. – 502,1–992,7 пг/мл 

(823,4±124,0 пг/мл, р˂0,05);  Pseudomonas spp. – 675,3–1044,7 пг/мл (935,1±147,4 

пг/мл, р˂0,05); S. aureus  – 587,4–987,5 пг/мл (833,8±78,5 пг/мл, р˂0,05); C. 

albicans – 643,9–869,2 пг/мл (723,8±84,9 пг/мл, р˂0,05).  

Оценка влияния супернатантов кишечных микросимбионтов на продукцию 

IL-17 лимфоцитами показала, что для большинства культур был характерен 

разнонаправленный эффект, кроме супернатантов бифидобактерий, 

лактобактерий и бактероидов, оказывающих в 97,0–100,0 % случаев 

подавляющий эффект в отношении данного цитокина (Рисунок 10 Б). 

Среди изученных штаммов  19–69 % культур  клостридий,  кутибактерий, 

энтеробактерий, стафилококков и дрожжевых грибов проявляли стимулирующее 

влияние в отношении IL–17. В контроле значение IL-17 составляло 140,3±3,3 

пг/мл. Диапазон колебания цитокина в опыте составил для Bifidobacterium spp. 

34,4–163,1 пг/мл (59,4±29,1 пг/мл, р˃0,05); Lactobacillus spp. – 44,6–89,5 пг/мл 

(76,1±14,5 пг/мл, р˂0,05); Bacteroides spp. – 67,1–97,3 пг/мл (81,2±12,4 пг/мл, 
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р˂0,05); Clostridium spp. – 104,3–176,8 пг/м (166,1±35,6 пг/мл, р˂0,05); Klebsiella 

spp. – 105,1–182,3 пг/мл (153,1±29,0 пг/мл, р˃0,05); Pseudomonas spp. – 125,5–

200,5 пг/мл (170,1±21,4 пг/мл, р˂0,05); S. aureus – 114,5–191,3 пг/мл (153,6±24,1 

пг/мл, р˂0,05); C. albicans–  123,9–178,2 пг/мл (152,5±17,1 пг/мл, р˂0,05).  

 

 

 

Рисунок 10 – Частота встречаемости штаммов кишечных микросимбионтов 

с различным влиянием на продукцию цитокинов IL-8 (А) и IL-17 (Б) 

лимфоцитами (% от исследуемых штаммов). 

Примечание:  

  Подавление продукции         Отсутствие влияния       Усиление продукции 

 

В отношении противовоспалительного цитокина IL-10 было установлено, 

что большинство штаммов (18,0–100,0 %) ингибировали секрецию данного 

цитокина. Стимулирующий эффект на продукцию IL–10 лимфоцитами  выявлялся  

у 75,0±4,3 % культур бифидобактерий, у 63,6±2,7 %  бактероидов,  у 50,0±1,8 % 
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лактобактерий, у 20,0±1,2 %  клебсиелл и у 33,0±1,5 % эшерихий (Рисунок 11 А). 

В контроле значения IL-10 составляли 50,3±5,56 пг/мл. Диапазон колебаний 

уровня цитокина в опытных пробах составил для Bifidobacterium spp. 34,3–93,5 

пг/мл (63,5±20,9 пг/мл, р˂0,05); Lactobacillus spp. – 31,8–89,6 пг/м (61,1±17,9 

пг/мл, р˃0,05); Bactericides spp.–25,6-79,5 пг/мл (52,4±17,9 пг/мл, р˃0,05); 

Cutibacterium spp. – 19,5–51,4 пг/мл (35,4±10,8 пг/мл, р˂0,05); Clostridium spp. – 

9,82–35,9 пг/мл (22,3±9,7 пг/мл, р˂0,05); Enterococcus spp. – 16,4-55,7 пг/м 

(35,5±10,5 пг/мл, р˂0,05);  Klebsiella spp. – 16,3-79,3 пг/мл (47,1±13,9 пг/мл, 

р˃0,05); E. coli 15,1–73,6 пг/мл (44,1±11,5 пг/мл, р˃0,05); Pseudomonas spp. – 8,3–

35,4 пг/мл (21,1±3,2 пг/мл, р˂0,05);  S. aureus – 10,1–53,2 пг/мл (32,1±14,6 пг/мл, 

р˂0,05).  

При анализе влияния супернатантов на продукцию другого  

противовоспалительного цитокина IL-1Ra установлено (Рисунок 11 Б), что  

большинство исследуемых штаммов ингибировали его секрецию. Вместе с тем, 

42,8±1,2 % культур бифидобактерий и 20,0±0,05 % лактобактерий стимулировали 

продукцию данного цитокина лимфоцитами. В среде культивирования для 

контрольных проб значения IL-1Ra составляли 321,3±2,4 пг/мл. Диапазон 

колебаний уровня IL-1Ra в опыте составил для Bifidobacterium spp. 189,1–768,5 

пг/мл (454,7±190,1 пг/мл, р˂0,05); Lactobacillus spp.–  220,6–559,5 пг/мл 

(389,5±107,9 пг/мл, р˃0,05); Clostridium spp.–  95,6–329,8 пг/м (212,3±70,1 пг/мл, 

р˂0,05); E. coli – 66,1–320,8 пг/мл (193,7±83,6 пг/мл, р˂0,05); Pseudomonas spp. – 

59,2–295,6 пг/мл (177,4±75,2 пг/мл, р˂0,05); Bacteroides spp. – 80,1–289,5 пг/мл 

(184,2±74,9 пг/мл, р˂0,05); Enterococcus spp. – 75,6–296,4 пг/мл (184,5±72,6 пг/мл, 

р˂0,05); Cutibacterium spp. – 70,1–289,3 пг/мл (179,3±63,8 пг/мл, р˂0,05); Klebsiella 

spp. – 65,6–299,5 пг/мл (182,5±67,3 пг/мл, р˂0,05); S. aureus – 55,6–325,4 

пг/мл(190,2±78,6 пг/мл, р˂0,05); C. albicans – 90,1–319,5 пг/мл (204,7±80,0 пг/мл, 

р˂0,05). 
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Рисунок 11 – Частота встречаемости штаммов кишечных микросимбионтов 

с различным влиянием на продукцию цитокинов IL–10 (А) и IL–1Ra (Б) 

лимфоцитами (% от исследуемых штаммов). 

Примечание: 

  Подавление продукции         Отсутствие влияния       Усиление продукции 

 

Таким образом, в работе выявлено разнонаправленное влияние 
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клетками крови человека. Было установлено, что среди штаммов 

бифидобактерий, лактобактерий и бактероидов преобладали культуры, 

подавляющие продукцию провоспалительных цитокинов TNFα, IL-6, IL-17 и, 
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напротив, стимулирующие секрецию противовоспалительных цитокинов IL–10 и 

IL-1Ra. Указанная направленность воздействия супернатантов на секрецию 

данных цитокинов (за исключением IL-17) проявлялась не только в отношении 

лимфоцитов человека, но и для  перитонеальных макрофагов мышей.  

Для большинства супернатантов условно–патогенных микроорганизмов 

выявлено стимулирующее влияние в отношении ряда цитокинов, таких как TNFα, 

IL-8, IL-17, что свидетельствует о преобладающем  провоспалительном влиянии 

на мононуклеары человека исследуемых таксономических групп.  В отношении 

цитокинов IL-10 и IL-1Ra условно–патогенные штаммы характеризовались 

значимыми различиями в направленности влияния: супернатанты либо подавляли 

продукцию противовоспалительных цитокинов, либо не влияли на их уровень в 

культуральной среде. Полученные результаты на модели перитонеальных 

макрофагов мышей–гибридов (CBAxC57Bl6)F1 и мононуклеаров периферической 

крови здоровых лиц (доноров) являются продолжением исследований 

лаборатории инфекционной симбиологии ИКВС УрО РАН и могут 

способствовать дальнейшему изучению механизмов опосредованного 

иммунорегуляторного влияния микробиоты в поддержании кишечного гомеостаза 

через цитокиновый профиль хозяина [13]. 

4.3 Анализ иммунорегуляторных свойств микросимбионтов с 

использованием методов многомерного статистического анализа 

(дискриминантный анализ, метод картирования и дерево решений) 

Для изучения количественных и качественных взаимозависимостей 

микробного состава и исследуемого набора признаков (модификация продукции 

цитокинов мононуклеаров периферической крови человека в присутствии 

супернатантов культур) в работе были использованы методы многомерной 

математической статистики: дискриминантный анализ, метод дерева решений и 
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метод картирования. Аналитический массив, связанный с этой выборкой весьма 

обширен, но в данной работе мы сосредоточились на признаках, приведенных в 

таблице 5. Расчет дискриминантных уравнений позволил разделить исходную 

выборку микроорганизмов по их иммунорегуляторной активности на 2 группы: 

эубиотические и дисбиотические штаммы толстого кишечника человека. В 

результате дискриминантного анализа исследуемых параметров определился один 

дискриминантный корень ROOT1 из 2-х признаков со следующей структурой: -

0,87 TNFα + 0,52 IL-1Ra.  

На рисунке 12 видно, что точки графика, соответствующие эубиотическим 

штаммам, имеют более высокие значения корня ROOT1 и располагаются в 

положительной зоне дискриминантного ряда. Интерпретация структуры корня 

ROOT1 свидетельствует о том, что для эубиотических штаммов характерно 

преимущественное стимулирующее влияние на уровень противовоспалительного 

цитокина IL-1Ra (0,52 IL-1Ra) и подавляющие воздействие на секрецию TNFα (-

0,87 TNFα). У дисбиотических штаммов, располагающихся в отрицательной зоне 

дискриминантного ряда и имеющих низкие значения ROOT1, наблюдается 

обратная закономерность, при которой возрастает их влияние на продукцию 

монуклеарами TNFα и отмечается противоположное воздействие на секрецию IL-

1Ra. 

С использованием метода картирования равнодействующих [25] была 

дополнительно построена трехмерная диаграмма по 7 цитокинам. Метод 

картирования наглядно представил разграничение эу– и дисбиотических культур 

по комплексу из 7 цитокинов, но оно не было стопроцентным для всех штаммов. 

Наблюдалось около 3-х исключений из этого правила (т.е. четкое разграничение 

эу– и дисбиотических изолятов) для отдельных штаммов бифидобактерий, 

бактероидов и кутибактерий (Рисунок 13). 



 

 

 

Таблица 5 – Эталонный массив данных исследованной выборки 

Штаммы TNFα IFNγ IL-6 IL-8 IL-17 IL-10 IL-1Ra Эубиоз/дисбиоз 

Bifidobacterium spp. 0,898571 0,70 0,798571 0,597143 0,262857 1,68 1,152857 Эубиоз 

Lactobacillus spp. 1,544286 1,812857 0,811429 0,921429 0,305714 0,981429 0,521429 Эубиоз 

Enterococcus spp. 1,26 1,114286 0,764286 1,257143 0,675714 0,587143 0,591429 Эубиоз 

E.coli   1,248571 2,808286 1,065714 1,008571 0,718571 1,695714 0,468571 Эубиоз 

Bacteroides spp. 2,388571 2,921429 0,914286 1,185714 0,447143 0,578571 0,535714 Эубиоз 

Clostridium spp. 3,208571 3,254286 1,002857 1,255714 0,625714 1,998571 0,608571 Эубиоз 

С. аcnes 0,731429 0,88 1,004286 1,247143 0,671143 0,775714 0,511429 Эубиоз 

Bifidobacterium spp. 2,307143 1,957143 0,804286 1,158571 0,261429 2.078571 0,62 Дисбиоз 

Lactobacillus spp. 1,054286 1,998571 1,047143 1,252857 0,391429 1,138571 0,524286 Дисбиоз 

Enterococcus spp. 3,761429 2,352857 0,741429 1,48 0,598571 0,827143 0,561429 Дисбиоз 

E.coli   1,11 1,874286 0,875714 1,21 0,664286 1,127143 0,322857 Дисбиоз 

Bacteroides spp. 3,6 4,52 0,69 1,558571 0,381429 0,344286 0,38 Дисбиоз 

Clostridium spp. 5,37 4,654286 1,248571 1,461429 0,868571 3,065714 0,587143 Дисбиоз 

С. аcnes 5,057143 3,948571 1,147143 1,607143 1,005714 0,424286 0,538571 Дисбиоз 

Klebsiella spp. 4,84 3,987143 1,222857 1,101429 1,004286 0,771429 0,434286 Дисбиоз 

P. aeruginosa 3,564286 3,768571 0,90 1,118571 0,362857 0,402857 0,51 Дисбиоз 

S. aureus 4,842857 7,155714 0,951429 1,307143 1,004286 1,875714 0,488571 Дисбиоз 

C. albicans 3,29 3,957143 1,288571 1,522857 1,238571 1,231429 0,412857 Дисбиоз 
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Рисунок 12 – Диаграмма распределения кишечных микроорганизмов по иммунорегуляторному влиянию на 

продукцию цитокинов мононуклеарами периферической крови человека с учетом эубиоза и дисбиоза 

Примечание: bfd– Bifidobacterium spp.; lct– Lactobacillus spp.; bctr– Bacteroides spp.; pbact – С. acnes; clst – 

Clostridium spp.;  entrc – Enterococcus spp.; esch – E.coli;  kbs – Klebsiella spp.; psdm – P. aeruginosa; stp  – S. aureus; cnd –   

C. albicans.   
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Рисунок 13 – Метод картирования равнодействующих  

Примечание: bfd– Bifidobacterium spp.; lct– Lactobacillus spp.; bctr– Bacteroides 

spp.; pbact– С. acnes; clst – Clostridium spp.;  entrc – Enterococcus spp.; esch – E.coli;  

kbs – Klebsiella spp.; psdm – P. aeruginosa; stp  – S. aureus; cnd – C. albicans. 

+,        –  дисбиоз;       ,       – эубиоз  
+ 

 



 

 

 

Интерпретация диаграммы дерева решений позволила выявить 

статистически значимый вклад как отдельных представителей кишечного 

микросимбиоценоза, так и  их ассоциаций с преимущественным влиянием на 

продукцию цитокинов в зависимости от микроэкологического состояния 

кишечника человека. Дерево решений вычислялось и строилось по значениям 

(ед.) исследуемых цитокинов, отражающим отношение к контролю, т. е. уровню 

цитокинов в культуральной среде мононуклеаров без супернатантов микробных 

культур и при добавлении супернатантов различных видов микроорганизмов для 

разработки индуктивных правил распознавания особенностей 

иммунорегуляторного влияния  культур в зависимости от источника выделения 

(эубиоз/дисбиоз).  

Для культур, выделенных при эубиозе, был получен следующий вариант 

дерева решения, представленный на рисунке 14. 

 

Рисунок 14 – Структура дерева решений исследуемых микроорганизмов, 

выделенных при эубиозе.  

Примечание: bfd– Bifidobacterium spp.; lct– Lactobacillus spp.; bctr– 

Bacteroides spp.; pbact– С. acnes; clst – Clostridium spp.;  entrc – Enterococcus spp.; 

esch–E.coli.
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Первый уровень называется «корневым» уровнем древа и имитирует 

исходную таблицу 5 данных. Первоначально корневой уровень не ориентируется 

на графу «источник выделения». На этом этапе все тесты однородны и не 

отличаются.  

Второй уровень знаменует первое деление исходного массива данных. Оно 

означает, что первоначально однородный контингент распался на две группы: в 1-

ую группу вошли 23 исследуемых штамма микроорганизмов, из них 2 ассоциации 

(C. acnes > Clostridium spp.; Enterococcus spp. > E.coli) и монокультура 

бифидобактерий; во 2-ую группу вошли 26 исследуемых штаммов 

микроорганизмов, которые образовали одну ассоциацию (Lactobacillus spp. > 

Bacteroides spp. > Clostridium spp. > E.coli > Enterococcus spp.) с превалирующим 

числом лактобактерий. Автоматический анализ исходных данных, проведенный 

программой, выявил у исследуемых штаммов обеих групп снижение продукции 

провоспалительного цитокина IFNγ до конкретных значений ниже 1,235 ед. в 

среде сокультивирования супернатантов микробных  культур и лимфоцитов. 

Третий уровень связан с дихотомическим делением левой и правой ветви 

развилки. Деление левой ветви развилки  связано с уменьшением значений 

другого провоспалительного цитокина IL–8 до уровня продукции ниже 1,09 ед. 

При этом образованная ранее группа из 23 исследуемых микроорганизмов, 

разделилась на две неравные части, представленные ветвями 4 и 5 

соответственно. Численность четвертой группы – 8 микроорганизмов, в которую 

вошли монокультуры микроорганизмов (Bifidobacterium spp. и  E.coli). 

Численность пятой группы составила 15 микроорганизмов и была представлена  

двумя ассоциациями  (C. acnes  > Clostridium spp. > Enterococcus spp.), а также 

бифидобактериями в монокультуре.  

Деление правой ветви развилки  связано с уменьшением значений 

противовоспалительного цитокина IL-10 до уровня продукции ниже 0,99 ед. При 

этом образованная ранее группа из 26 исследуемых штаммов микроорганизмов,
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разделилась на две неравные части, представленные ветвями 6 и 7 

соответственно. Численность шестой группы  – 16  штаммов микроорганизмов,  в 

нее вошла одна ассоциация (Bacteroides spp. > E.coli  > Lactobacillus spp. > C. 

acnes). Численность седьмой группы составила 10 штаммов  микроорганизмов, 

представлена монокультурами Bifidobacterium spp. и Lactobacillus spp. Таким 

образом, на 3 уровне образуются листья, которые в дальнейшем не делятся. 

Вклад каждого признака (содержание цитокинов в среде культивирования) 

в распознавание источника выделения культур микроорганизмов, необходимых 

дереву решений, представлен на рисунке 15. Значимыми для  культур, 

выделенных при эубиозе, оказались признаки, характеризующие способность 

супернатантов влиять на уровень провоспалительных цитокинов IFNγ и IL-8, а 

также противовоспалительного цитокина  IL-10. Уровень факторных нагрузок 

цитокинов позволил определить рейтинг информативных признаков, характерных 

для эубиотических штаммов кишечных микросимбионтов.  

 

 

 

Рисунок 15 –  Рейтинг информативных признаков формирования дерева 

решений при эубиозе 
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Для культур, выделенных при дисбиозе, был получен свой вариант дерева 

решения, представленный на рисунке 16. 

 

 

Рисунок 16 – Структура дерева решений микроорганизмов, выделенных при 

дисбиозе толстого кишечника человека 

Примечание: bfd– Bifidobacterium spp.; lct– Lactobacillus spp.; bctr– 

Bacteroides spp.; pbact– С. acnes; clst – Clostridium spp.;  entrc – Enterococcus spp.; 

esch – E.coli;  kbs – Klebsiella spp.; psdm – P. aeruginosa; stph  – S. aureus; cnd–

C.аlbicans 

 

Первый уровень называется «корневым» уровнем древа и имитирует 

исходную таблицу 5 данных. На этом этапе культуры микроорганизмов 

однородны и не отличаются. На втором уровень происходит первое деление 

исходного массива данных. Оно означает, что первоначально однородный 
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контингент распался на две группы: в 1-ую группу вошли 31 культура 

исследуемых микроорганизмов, из них 2 ассоциации (Bifidobacterium spp. > 

Enterococcus spp. > E.coli  > Lactobacillus spp. > Bacteroides spp.) и (P. aeruginosa  

> Klebsiella spp.). Эта группа представляет собой не ветвь, а лист дерева решений. 

Этот термин применяется, т.к. дальнейшего деления ее не происходит. Границы 

листьев обозначены пунктиром.  

Во 2-ую группу вошли 46 исследуемых штаммов микроорганизмов, которые 

образовали одну ассоциацию (S. aureus > Clostridium spp. > С. acnes > Klebsiella 

spp. > Bacteroides spp. > P. aeruginosa) и монокультуру лактобактерий. 

Автоматический анализ исходных данных, проведенный программой, выявил у 

исследуемых штаммов обеих групп снижение продукции провоспалительного 

цитокина IFNγ до значений ниже 2,94 ед. в среде сокультивирования. 

Третий уровень связан с дихотомическим делением  правой ветви развилки. 

Деление правой ветви развилки  связано с уменьшением значений 

провоспалительного цитокина IL-17 до уровня продукции ниже 0,66 ед. 

 При этом образованная ранее группа из 46 исследуемых микроорганизмов 

разделилась на две неравные части, представленные ветвями 4 и 5 

соответственно. Численность 4 группы  – 12 штаммов микроорганизмов,  которая 

представлена монокультурами (Bacteroides spp., P. aeruginosa, Lactobacillus spp.). 

Численность 5 группы составила 34 штамма  микроорганизмов, представлена  

одной ассоциацией культур (Clostridium spp. >   С. acnes >  Klebsiella spp.) и 

монокультурой стафилококка.  

Четвертый уровень связан с дихотомическим делением  правой и левой 

ветви развилки. Деление левой ветви развилки  связано с уменьшением значений 

противовоспалительного цитокина IL–1Ra до уровня продукции ниже 0,475 ед. 

При этом образованная ранее группа из 12 исследуемых микроорганизмов 

разделилась на две равные части, представленные ветвями 6 и 7, соответственно. 

Численность 6 группы  – 6 штаммов микроорганизмов,  которая представлена 

монокультурой Bacteroides spp. Численность 7 группы составила 6 штаммов 
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микроорганизмов и была  представлена монокультурами  P. aeruginosa, 

Lactobacillus spp. Данная ветвь продолжает далее делиться.  

Деление правой ветви развилки  связано с уменьшением значений 

противовоспалительного цитокина IL-10 до уровня продукции ниже 2,67 ед. При 

этом образованная ранее группа из 34 исследуемых микроорганизмов разделилась 

на две неравные части, представленные ветвями 8 и 9 соответственно. 

Численность 8 группы  – 28 микроорганизмов,  представлена ассоциацией (С. 

acnes >  Klebsiella spp. > Clostridium spp.) и монокультурой стафилококка. 

Численность 9 группы составила 6 штаммов микроорганизмов и представлена 

монокультурой  Clostridium spp. Эта группа представляет собой не ветвь, а лист 

дерева решений, дальнейшего деления ее не происходит. 

Пятый уровень связан с дихотомическим делением  левой ветви развилки. 

При этом образованная ранее группа из 28 исследуемых микроорганизмов, 

разделилась на две неравные части, представленные ветвями 10 и 11 

соответственно. Численность 10 группы  – 1 штамм,  представлена 

монокультурой Clostridium spp. Эта группа представляет собой не ветвь, а лист 

дерева решений, дальнейшего деления ее не происходит.  Численность 11 группы 

составила штаммов 27 штаммов микроорганизмов, представлена одной 

ассоциацией (С. acnes > Klebsiella spp.) и монокультурой стафилококка. 

Автоматический анализ исходных данных, проведенный программой, выявил у 

исследуемых штаммов обеих групп снижение продукции провоспалительного 

цитокина IL–17 до значений ниже 0,675 ед. в среде сокультивирования.  

Шестой уровень связан с дихотомическим делением  правой ветви 

развилки. При этом образованная ранее группа из 27 штаммов исследуемых 

микроорганизмов, разделилась на две неравные части, представленные ветвями 12 

и 13 соответственно. Численность 12 группы  – 10 штаммов,  представлена одной 

ассоциацией (С. acnes > Klebsiella spp.). Данная  группа представляет собой не 

ветвь, а лист дерева решений, так как дальнейшего деления ее не происходит. 

Численность 13 группы составила 17 штаммов  микроорганизмов, представлена
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 монокультурами  S.aureus и Klebsiella spp.  

Автоматический анализ исходных данных, проведенный программой, 

выявил у исследуемых штаммов обеих групп снижение продукции IL-10 до 

значений ниже 0,875 ед. в среде сокультивирования. Седьмой уровень связан с 

дихотомическим делением  правой ветви развилки. При этом образованная ранее 

группа из 17 исследуемых микроорганизмов, разделилась на две неравные части, 

представленные ветвями 14 и 15 соответственно.  

Численность 14 группы – 10 штаммов,  представлена монокультурами 

Candida spp. и  Klebsiella spp.  Численность 15 группы составила 7 штаммов 

микроорганизмов и была представлена монокультурами  S.aureus и Klebsiella spp.  

Автоматический анализ исходных данных, проведенный программой, 

выявил у исследуемых штаммов обеих групп снижение продукции 

провоспалительного цитокина IFNγ до значений ниже 4,97 ед. в среде 

сокультивирования. Эта группа представляет собой не ветвь, а лист дерева 

решений, поскольку дальнейшего деления ее не происходит.  

На рисунке 17 представлено участие  микросимбионтов, выделенных  при 

дисбиозе кишечника, в формирование цитокинового профиля мононуклеаров по 

данным метода дерева решений. 

Уровень факторных нагрузок цитокинов позволил сформировать рейтинг 

информативных признаков, характерных для дисбиотических штаммов кишечных 

микросимбионтов. Значимыми информативными признаками для  культур, 

выделенных при дисбиозе,  оказались IL-17,  IFNγ  и TNFα, характеризующие 

выраженное влияние супернатантов исследуемых культур на секрецию данных 

провоспалительных цитокинов. 
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Рисунок 17 –  Рейтинг информативных признаков формирования дерево 

решений  при дисбиозе. 

 

Результаты анализа количественных и качественных взаимозависимостей 

родового состава и исследуемого набора признаков (продукция цитокинов) на 

основании примененного в работе метода  «дерево решений», позволили выявить 

статистически значимый вклад как отдельных представителей кишечного 

микросимбиоценоза, так и  их ассоциаций с преимущественным влиянием на 

продукцию цитокинов в зависимости от микроэкологического состояния 

кишечника человека (Таблица 6, 7). 

Интерпретация диаграммы дерева решений  посредством описания природы 

и компонентных связей каждого уровня возникшей древовидной структуры 

позволила  выявить микробные ассоциации с преимущественным влиянием на 

продукцию цитокинов в зависимости от микроэкологического состояния 

кишечника человека (Таблица 7). 

Таким образом, применение методов многомерного статистического 

анализа (дискриминантный анализ, метод картирования и дерево решений) 

показало, что для эубиотических штаммов на основании дискриминантного 
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Таблица 6 – Участие микросимбионтов в формировании цитокинового профиля в 

условиях эубиоза и дисбиоза толстого кишечника  

Виды микроорганизмов Эубиоз/ 

дисбиоз 

Про– и противовоспалительные 

цитокины 

Bifidobacterium spp. 

Э
у
б
и

о
з 

IL-10 (86,0%) +IFNγ (14,0%) 

Lactobacterium spp. IL-10 (58,0%) + IFNγ (14,0%) + IL-6 (28,0%) 

Escherichia coli  IL-10 (28,0%) + IFNγ (14,0%) + IL-6 (58,0%) 

Enterococcus spp. IL-10(14,0%) + TNFα (14,0%) +IL-6 (58,0%) +IL-8 

(14,0%) 

Bacteroides spp. IL-17 (100,0%) 

Clostridium spp. IFNγ (14,0%) + IL-6 (86,0%)  

Cutibacterium acnes TNFα (100,0%) 

Bifidobacterium spp. 

Д
и

сб
и

о
з 

TNFα (100,0%) 

Lactobacterium spp. TNFα (72,0%) + IFNγ (14,0%) +IL-8 (14,0%)  

Enterococcus spp. IL-6 (14,0%) + IL-8 (28,0%) + IL-1Ra (58,0%)  

Escherichia coli  IL-6 (58,0%) + IL-1Ra (28,0%) + TNFα (140,%) 

Bacteroides spp. IFNγ (100,0%) 

Clostridium spp. IL-17 (100,0%) 

Cutibacterium acnes IL-10 (100,0%) 

Klebsiella pneumoniae IFNγ (14,0%) + IL-6 (86,0%)  

Pseudomonas aeruginosa IL-8 (86,0%) + IL-1Ra (14,0%)  

Staphylococcus aureus IL-17 (14,0%) + IL-6 (86,0%)  

Candida albicans IL-17 (42,0%) + IL-6 (58,0%) 

 

Таблица 7 – Участие ассоциаций микросимбионтов в формировании 

цитокинового профиля в условиях эубиоза и дисбиоза толстого кишечника  

Ассоциации микроорганизмов 

 

Эубиоз / 

дисбиоз 

Про– и 

противовоспалительные 

цитокины 

Bacteroides spp. (44,0 %) > E. coli (25,0 %) > 

Lactobacillus spp. (18,7 %) > С. acnes (12,3 %) 

Э
у
б
и

о
з IL-10 

С. acnes (80,0 %) > E. coli (20,0 %) 
IL-8 

Enterococcus spp. (75,0 %) > E. coli (25,0 %) 

Bifidobacterium spp. (23,0 %) = Enterococcus spp. 

(23,0 %) = E. coli (23,0 %) > Lactobacillus spp.   

(21,0 %) > S. aureus (10 ,0%) 

Д
и

сб
и

о
з 

IFNγ 

P. aeruginosa (65,0 %) > Klebsiella spp. (35,0 %) 

S. aureus (80,0%)  > Klebsiella spp. (20,0 %) 

 

анализа характерно преимущественное стимулирующее влияние на уровень 

противовоспалительного цитокина IL-1Ra и подавляющее воздействие на 

секрецию  провоспалительного цитокина TNFα. У дисбиотических штаммов  



 

 

 

наблюдается обратная закономерность, при которой возрастает стимулирующее 

влияние на  продукцию мононуклеарами TNFα и противоположное воздействие 

на секрецию  IL-1Ra. Кроме того,  с помощью дерева решений были выявлены 

ассоциации микроорганизмов с преимущественным влиянием на продукцию 

цитокинов в зависимости от микроэкологического состояния кишечника 

человека: при эубиозе – четырех- (Bacteroides spp.,  E. coli,  Lactobacillus spp., С. 

acnes) и двухкомпонентные ассоциации (E. coli с С. acnes  и  Enterococcus spp. с 

E.coli), имеющие значимый вклад в продукцию противовоспалительного 

цитокина IL-10 и хемокина IL-8. При дисбиозе установлены пяти- и  

двухкомпонентные ассоциации, включающие помимо представителей 

нормальной микробиоты культуры условно-патогенных бактерий (P. aeruginosa, 

Klebsiella spp., S. aureus), влияющие на продукцию провоспалительного цитокина  

IFNγ. 

Результаты, изложенные в данной главе, опубликованны в следующих 

работах: 

1. Иммунорегуляторные свойства метаболитов бифидобактерий при 

эубиозе и дисбиозе толстого кишечника человека / О.В. Бухарин, О.В.  Е.В. 

Иванова, Н.Б. Перунова, И.Н. Чайникова, И.А. Никифоров, Т.А. Бондаренко. – 

Текст: непосредственный // Журнал микробиологии, эпидемиологии и 

иммунобиологии. - 2015. - № 4. - С. 89-96. 

2. Иммунорегуляторный профиль микросимбионтов кишечного биотопа 

человека / О.В. Бухарин, И.Н. Чайникова, Е.В. Иванова, Н.Б. Перунова Т.А. 

Бондаренко, А.И. Смолягин. – Текст: непосредственный // Журнал 

микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. - 2018. - № 4.- С. 42 – 51. 

3. Влияние супернатантов кишечных микросимбионтов на продукцию 

цитокинов иммунокомпетентными клетками в условиях in vitro / И.Н. Чайникова, 

Т.А. Бондаренко, Е.В. Иванова, Н.Б. Перунова, А.В. Бекпергенова // Бюллетень 

Оренбургского научного центра УрО РАН (электронный журнал). - 2019. -  №. 3. - 

С.1-10. 
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ГЛАВА 5. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ СУПЕРНАТАНТОВ 

ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ И КИШЕЧНЫХ ШТАММОВ 

НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ МОНОНУКЛЕАРАМИ 

ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА  

Известно, что пробиотические штаммы бифидо – и лактобактерий, изменяя 

состав, свойства микробиоты того или иного биотопа, могут воздействовать на 

иммунную систему, восстанавливая тем самым морфофункциональные свойства 

отдельных органов и систем организма. Некоторыми авторами предложено 

разделение пробиотических штаммов по иммуномодулирующим эффектам на 

«провоспалительные и антивоспалительные», «супрессивные и активирующие».  

Действие различных пробиотических бактерий неравнозначно, очевидно, связано 

с наличием штаммоспецифических особенностей биологического профиля 

микробной клетки [7, 10, 42, 49]. 

В связи с этим, была  проведена оценка способности супернатантов, 

содержащих продукты метаболизма кишечных и пробиотических штаммов, 

влиять на продукцию цитокинов периферическими мононуклеарными клетками 

крови человека.  

5.1 Сравнение пробиотических и кишечных штаммов по влиянию на 

цитокиновый профиль мононуклеаров переферической крови 

Изучение продукции цитокинов под влиянием супернатантов кишечных и 

пробиотических штаммов микроорганизмов на спонтанную продукцию 

цитокинов мононуклеарами периферической крови человека проводилась в 5 

параллелях. Контролем служили пробы без добавления бесклеточных 

супернатантов исследуемых культур микроорганизмов. В результате были 

определены особенности их иммунорегуляторных эффектов в отношении 
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цитокинов различных функциональных групп. Было установлено, что среди 

исследуемых пробиотических штаммов бифидобактерий штамм B. bifidum 791 

обладал прововоспалительным профилем секреции цитокинов, который 

характеризовался снижением продукции TNFα (на 89,0±2,5 %) (р˂0,05). У другого 

штамма B. longum Мс–42 выявлен феномен  одновременного ингибирования 

продукции  как про– (IFNγ на 88,0±1,8 %; TNFα на 62,0±1,1 %), так и 

противовоспалительных цитокинов (IL-10 на 54,0±1,3 %) (р˂0,05).  

Среди исследуемых пробиотических штаммов лактобактерий штамм L. 

plantarum 8P-A3 обладал противовоспалительным профилем секреции цитокинов 

с увеличением продукции IL–10 в 2 раза по отношению к контролю  и снижением 

продукции провоспалительного цитокина  TNFα  на  67,0±2,3 % (р˂0,05). У 

другого штамма  L. fermentum 90-ТС-4  выявлен феномен  одновременного 

ингибирования продукции про– (IFNγ на 88,0±2,2 %; TNFα на 59,0±1,4 %) и 

противовоспалительного цитокинов (IL-10 на 22,0±1,1 %) (р˂0,05). У штамма L. 

acidophilus K3Ш24 в ходе исследования выявлено ингибирование  продукции 

прововоспалительного цитокина: TNFα в 2-3 раза и в 2,1 раза стимулирование 

продукции IL-10 (р˂0,05). Среди исследуемых кишечных штаммов 

бифидобактерий противовоспалительный профиль секретируемых цитокинов с 

увеличением продукции IL-10, IL-1Ra и снижением секреции IFNγ, TNFα 

цитокинов был характерен для B. bifidum ICIS-310 (IL-10 в 2,2 раза; IL-1Ra на 

78,0±2,1 %; TNFα на 80,0±2,5 %)  (р˂0,05). У штамма B. bifidum ICIS-202 также 

преобладал противовоспалительный профиль секретируемых цитокинов за счет 

увеличения продукции IL-10 в 5,2 раза, IL-1Ra в 2,5раза и снижения IL-6 на 

80,0±2,6 % (р˂0,05).  

Было выявлено одновременное ингибирование продукции про – и 

противовоспалительных цитокинов в отношении следующих штаммов: B. bifidum 

ICIS-643 (IL-10 и TNFα на 92,0–95,0 %), В. longum ICIS-1113 (IL–10 и TNFα на 

89,0–91,0 %, IL–1Ra на 62,0±2,4 %; IL-8 на 84,0±3,2 %),  В. longum ICIS-505 (IL–10 

на 40,0±1,5 %; TNFα на 91,0±4,1 %; IL-1Ra на 69,0±2,3 %, IL-8 на 65,0±1,8 %, IL-6 
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на 52,0±1,6 %),  B. bifidum ICIS-629 (IL-10 на 30,0±1,1 %; TNFα в 2 раза; IL-1Ra на 

69,0±1,8 %, IL-8 на 65,0±2,1 %, IL-6 на 55,0±1,1 %), (р˂0,05).  

Штамм B. bifidum ICIS-504 характеризовался преобладанием 

противовоспалительного профиля цитокинов, проявляющегося в значительном 

увеличении продукции IL-10 в 5,5 раза и снижением секреции TNFα на 53,0±2,3 

% и IL-6 – на 45,0±1,1 % (р˂0,05). 

Супернатанты бифидобактерий как кишечных, так и пробиотических 

штаммов в 100 % случаев были способны ингибировать продукцию IL-17, 

диапазон изменений уровня данного цитокина в среде сокультивирования 

находился в пределах от 12,7±0,2 пг/мл до 39,9±0,15 пг/мл, (р˂0,05). Среди 

исследуемых кишечных штаммов лактобактерий был установлен феномен  

одновременного  ингибирования продукции про– и противовоспалительных 

цитокинов. Так, штамм L. rhamnosus ICIS-627 характеризовался способностью 

снижать уровень IL–10 на 90,0±3,8 %, TNFα на 88,0±3,4 %; IL-1Ra на 68,0±2,1 %, 

IL-8 на 68,0±2,5 % и IL-6 на 48,0±1,7 %, (р˂0,05). Для культур L. ruminis ICIS-540 

и  B. paranthracis ICIS-279 было установлено подавление  провоспалительного 

профиля секретируемых цитокинов (соответственно TNFα на 97,0±1,1 %, IL-6  на 

88,0±2,3 % и IL-17 на 87,0±3,1 %, (р˂0,05); TNFα на 89,0±2,3 %, IL-6 на 68,0±2,1 

% и IL-17 на 91,0±3,5 %, (р˂0,05)). 

Таким образом, сравнительный анализ полученных данных показал наличие 

вариабельности иммунорегуляторных свойств исследуемых супернатантов 

микроорганизмов, отражающей их функциональную активность в отношении 

медиаторов воспаления хозяина. Было установлено, что иммунорегуляторный 

эффект исследуемых штаммов группируется в три основных типа влияния на 

цитокиновый профиль клеток хозяина: первый - увеличение продукции IL-10 и 

снижение TNFα, IL-17, IL-6 (Рисунок 18 А); второй - снижение только 

провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-17, IL-8, TNFα, IFNγ) (Рисунок 18 Б) и 

третий - снижение секреции про- и противовоспалительных цитокинов 

лимфоцитами (Рисунок 18 В). 
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Рисунок 18 - Типы влияния супернатантов производственных и кишечных 

штаммов на цитокиновый профиль мононуклеаров периферической крови 

Примечание: А) I тип влияния Б) II тип влияния B) III тип влияния;  

*- p˂0,05 в сравнении с контролем 
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Выявленные особенности иммунорегуляторного влияния производственных 

(бифидо- и лактобактерий)  и кишечных штаммов могут быть использованы для 

разработки критериев отбора культур для создания эффективных пробиотиков. 

Кроме того, проведенные исследования позволили выявить среди кишечных 

штаммов перспективные культуры L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis ICIS-279, 

супернатанты которых характеризовались выраженной способностью снижать 

уровень провоспалительных цитокинов TNFα, IL-17 и IL-6 в условиях in vitro. 

 

 

5.2 Характеристика перспективных культур  

для создания биопрепаратов с иммунорегуляторной активностью                                                                         

(L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis ICIS-279) 

Учитывая, что в последнее время появляется все больше сведений о роли 

цитокинов в патогенезе метаболических нарушений, патологии опорно-

двигательной системы и соединительной ткани, аутоиммунных заболеваний, 

сердечно-сосудистой патологии, сахарного диабета и других заболеваний  [33, 34, 

135, 149], становится понятной целесообразность  потенциально возможного  

применения  пробиотиков с иммунорегуляторной активностью при различных 

заболеваниях человека.  Поэтому выделение новых пробиотических штаммов и 

изучение их иммуномодулирующего действия на цитокиновый профиль человека 

остается актуальной задачей. 

Опираясь на фактический материал проведенных исследований,   

позволивший выявить среди кишечных штаммов перспективные культуры           

L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis ICIS-279, мы охарактеризовали 

биологические свойства данных штаммов. 
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Характеристика штамма L. ruminis ICIS-540 

Штамм L. ruminis  ICIS-540 выделен из кишечного микросимбиоценоза 

здорового человека. Предварительно штамм лактобактерии был идентифицирован 

методом MALDI-TOF как L. salivarius, результаты этих данных представлены на 

рисунке 19. 

 

Рисунок 19 – Масс–спектр штамма L. salivarius ICIS–540 

Проведение полногеномного секвенирования, включая 16rRNA–

типирование штамма, позволило его идентифицировать как вид L. ruminis [80]. 

Штамм L. ruminis  ICIS–540 факультативный анаэроб, температурный диапазон 

роста 37,8±1,0°С, фаза максимального накопления микробных клеток 

заканчивается к 24–48 ч. Оптимум pH 7,2–7,6. Ферментирует без образования газа 

глюкозу, рамнозу, сахарозу, галактозу, лактозу, слабо – сорбит, мальтозу, 

салицин, магнит. Условия (48–72 часа, 37,0°С, микроаэрофильные условия) и 

среды для размножения:  МРС–5,  агар с гидролизованным молоком (плотные 

среды);  молочно–дрожжевая среда (жидкая среда). Установлено, что штамм L. 

ruminis  ICIS-540 проявлял антагонистическую активность (Таблица 8) в
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 отношении клебсиеллы и стафилококка и не проявлял способности влиять на 

рост культуры протея. Для культуры L. ruminis ICIS-540 характерно выраженное 

влияние на  провоспалительный профиль цитокинов, секретируемых 

лимфоцитами крови через снижение продукции клетками цитокинов IL-6 на 

88,0±2,3 % и IL–17 87,0±3,1 % (р˂0,05).  

 

Таблица 8 – Уровень антагонистической активности штамма   

L. ruminis ICIS-540  

Штаммы 

Зоны задержки роста тест-штаммов, мм 

E.  

coli 

О157 

S. 

flexneri 

337 

S. 

flexneri 

170 

S.  

zonnei  

177б 

P. 

mirabilis 

50/10 

К. 

pneumoniaе 

278 

S. 

 aureus   

25423 

L. ruminis ICIS-

540  

 

18,0±2,0 19,0±1,0 21,0±1,0 18,0±2,0 0,0 26,0±2,0 22,0±2,0 

 

Штамм лактобациллы проявлял антибиотикорезистентность к канамицину, 

ломефлоксацину, амикацину и доксициклину (Таблица 9). 

 

Таблица 9 – Показатели чувствительности  штамма L. ruminis  ICIS-540 к 

антибиотикам 

Антибиотики 
Диаметр зоны 

ингибирования роста, мм 

Результат 

R/I/S 

Цефазолин 20,0±2,0 S 

Канамицин 0,0 R 

Цефлоксацин 20,0±1,0 S 

Цефтазидим 25,0±2,0 S 

Ципрофлоксацин 18,0±1,0 I 

Ломефлоксацин 0,0 R 

Азитромицин 25,0±2,0 S 

Стрептомицин 15,0±1,0 I 

Амикацин 0,0 R 

Доксициклин 0,0 R 

Гентамицин 15,0±1,0 I 

Ампициллин 15,0±1,0 I 

Примечание:  R – Резистентные   I– Промежуточные   S– Чувствительные 
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Для исследования иммунорегуляторных свойств и противовоспалительной 

активности данного штамма мы изучили его способность изменять уровень 

рекомбинантных цитокинов при добавлении их  в среду культивирования с 

лактобактериями.  

Показано, что микроорганизмы и их компоненты обладают способностью 

изменять уровень цитокинов не только опосредованно, модулируя их продукцию  

иммунокомпетентными клетками, но и при прямом контакте с ними в среде. 

Известна способность  патогенных и УПМ модифицировать цитокины 

посредством деградации ферментами, нейтрализации/блокирования с помощью 

синтеза белков, имитирующих цитокины или их клеточные и растворимые 

рецепторы, а также связывать цитокины  белками наружной мембраны [28, 80, 

131, 136]. Показана способность супернатантов представителей индигенной 

микробиоты кишечника человека – бифидобактерий снижать уровень цитокинов в 

среде культивирования. Сведения об изменении уровня цитокинов при контакте 

их с метаболитами  микроорганизмов немногочисленны  и не учитывают вклад 

данного свойства в формирование цитокинового баланса при развитии 

дисбиотических нарушений. 

Изучение способности культуры L. ruminis ICIS-540 вызывать изменение 

концентрации провоспалительных цитокинов в среде определяли согласно 

способу Бухарин О.В. с соавт., (2011) [1]. Для этого проводили соинкубирование 

супернатанта лактобациллы с рекомбинантными цитокинами («Sigma»,  IL-6 – 

I1395–10UG,   IL-17– I4269–5UG).  Способность культуры снижать уровень 

провоспалительных цитокинов выражали в процентах (%) в опыте по сравнению с 

контролем  

Было установлено, что при добавлении супернатанта лактобациллы в среду 

соикубирования, содержащую IL-6 от 25 до 75 пг/мл, отмечалось снижению 

цитокина до нулевых значений. При концентрации цитокина 150 пг/мл в среде 

было выявлено снижение данного цитокина на 65,0±2,3  %,  при 300 пг/мл – на 

50,0±1,5 % (р˂0,05) по сравнению с контролем. Сходная активность супернатанта 
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L. ruminis ICIS-540 была установлена и при добавлении в среду цитокина IL-17. 

Так,  после соинкубирования супернатанта культуры с IL-17 в концентрации 25 – 

75 пг/мл  в пробах отмечались нулевые значения цитокина, 150 пг/мл – снижение 

на 70,0±2,0 % и при 300 пг/мл – 50,0±1,1 % (р˂0,05).  

Сравнительное изучение активности супернатанта L. ruminis ICIS-540 в 

отношении IL-6 и IL-17 с метаболитами 9 кишечных изолятов  Lactobacillus spp. 

показало выраженную способность у предлагаемого штамма снижать 

провоспалительные цитокины в среде в сравнении с клиническими изолятами, 

которые в большинстве случаев не влияли на концентрацию цитокинов в среде 

(Таблица 10). Таким образом, штамм бактерий L. ruminis ICIS-540 может быть 

перспективен в качестве продуцента ингибиторов провоспалительных цитокинов 

IL-6 и IL-17. Было проведено определение биобезопасности  штамма L. ruminis  

ICIS-540 с помощью полногеномного секвенирования, имеющего значение для 

молекулярно–генетической паспортизации и генотипирования бактерий. 

Последовательность генома штамма депонирована в базе данных NCBI BioProject 

(геномный проект SRP191964). 

В результате секвенирования культуры установлено, что суммарная длина 

геномной последовательности составляет 2,28 млн. н.п. и приближает данный 

штамм к верхней границе диапазона размера известных генов представителей 

рода  Lactobacillus spp. (1,8–2,3 млн. н.п.). Число белок–кодирующих генов у         

L. ruminis ICIS-540 составило 2,15 тыс. Аннотированный геном штамма L. ruminis  

ICIS-540, сделанный в автоматическом и ручном режиме с использованием 

платформы RAST, обнаружил гены, способствующие симбиозу с хозяином 

(Рисунок 20). Самая большая группа генов относилась к подсистемой категории – 

углеводы (200 генов), кодирующих белки участвующие в метаболизме углеводов, 

за которой следовали категории белкового обмена (195 генов), аминокислоты и их 

производные (173 генов) и ДНК (127 генов). Другие важные функциональные 

категории включали детерминанты подвижности и хемотаксиса (20 генов), а 

также детерминанты споруляции (1 ген). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRP191964


 

 

 

Таблица 10 – Сравнительная характеристика активности супернатантов штамма L. ruminis  ICIS-540 с клиническими 

изолятами Lactobacillus spp. в отношении рекомбинантных цитокинов IL-6 и  IL-17   

Штаммы 

Уровень активности супернатантов в отношении 

цитокинов IL–6 и  IL–17, (%) 

25 пг/мл 75 пг/мл 150 пг/мл 300 пг/мл 

IL-6 IL-17 IL-6 IL-17 IL-6 IL-17 IL-6 IL-17 
Lactobacillus spp.  

(№ 1124) 
↓60,0±1,8* ↓50,0±1,2* ↓15,0±0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Lactobacillus spp.  

(№ 1125) 
↓50,0±1,2* ↓70,0±2,0* ↓15,0±0,1 ↓35,0±1,1* 0,0 ↓10,0±0,1 0,0 0,0 

Lactobacillus spp.  

(№ 1126) 
↓55,0±1,3* ↓50,0±1,5* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Lactobacillus spp.  

(№1127) 
↓70,0±2,2* ↓70,0±2,1* ↓10,0±0,1 ↓25,0±1,0 ↓10,0±0,1 ↓20,0±0,2 0,0 0,0 

Lactobacillus spp. 

(№ 1128) 
↓70,0±2,1* ↓85,0±3,2* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Lactobacillus spp. 

 (№ 1129) 
↓70,0±2,2* ↓50,0±1,3* ↓20,0±0,5 ↓25,0±1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Lactobacillus spp.  

(№ 1130) 
↓60,0±1,9* ↓85,0±3,0* ↓15,0±0,1 ↓30,0±1,1* ↓10,0±0,1 ↓10,0±0,1 ↓10,0±0,1 ↓5,0 

Lactobacillus spp.  

(№ 1131) 
↓75,0±2,0* ↓60,0±1,9* ↓20,0±0,5 ↓25,0±1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Lactobacillus spp. 

 (№ 1132) 
↓60,0±1,5* ↓85,0±3,1* 0,0 ↓45,0±1,4* 0,0 0,0 0,0 0,0 

L. ruminis  

ICIS–540 
↓100,0±5,5* ↓100,0±5,1* ↓100,0±5,0* ↓100,0±6,0* ↓65,0±2,3* ↓70,0±2,0* ↓50,0±1,5* 

↓50,0±1,

1* 

Примечание: * – ρ˂0,05 – в сравнении контролем (среды, содержащие 25, 75, 150, 300  пг/мл рекомбинантных цитокинов IL–6 и  IL17); 

↓– снижение концентрации цитокинов в среде сокультивирования 
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Рисунок 20 – Аннотированный геном L. ruminis ICIS-540 в онлайн-сервисе  RAST 

Охват подсистем Подсчеты подсистемных деталей 

Кофакторы, витамины, простетические группы, пигменты 

(73) 
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Метаболизм РНК (102) 
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 Биоинформатический анализ генома L. ruminis ICIS-540 с использованием 

программного обеспечения AntiSMASH выявил  у данного штамма вторичные 

метаболиты, такие как халькомицин NDP-6-дезокси-D-аллоза, халькомицин NDP–

chalcose, спектиномицин dTDP–актиноспектоза, ногаламицин ногалоза, кластер 

рибосомно синтезированных и пост–трансляционно модифицированных 

пептидных продуктов (RiPP) и лассопептиды. Вторичные метаболиты, 

продуцируемые микроорганизмами, являются основным источником 

биоактивных соединений, которые могут использоваться в качестве 

антимикробных и противоопухолевых препаратов, фунгицидов, гербицидов и 

пестицидов.  

Полученный штамм L. ruminis  ICIS-540 был депонирован в 

Государственной коллекции нормальной микрофлоры (ГКНМ) ФБУН «МНИИЭМ 

им. Г.Н. Габричевского Роспотребнадзора» и имеет регистрационный номер 1272. 

Характеристика штамма B. paranthracis ICIS-279 

Штамм B. paranthracis ICIS-279 выделен из кишечного микросимбиоценоза 

здорового человека. Штамм бациллы депонированный в Коллекции 

Государственного научно–исследовательского института стандартизации и 

контроля медицинских биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича и имеет 

регистрационный номер 279 и хранится в музеи лаборатории.  

Ранее штамм B. paranthracis был идентифицирован по «Определителю 

бактерий Берджи» (1997 г.) как штамм Bacillus cereus,  методом MALD-TOF – 

также как Bacillus cereus, результаты протеомного профилирования культуры 

представлены на рисунке 21. 
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Рисунок 21 – Масс–спектр штамма Bacillus cereus ICIS–279 

Вместе с тем, при проведении полногеномного секвенирования, включая 

16rRNA–типирование, штамм идентифицирован как B. paranthracis ICIS-279 

(DDBJ/ENA/GenBank под регистрационным номером  SRP185385).  Штамм B. 

paranthracis ICIS–279 факультативный анаэроб, с температурным диапазоном 

роста 25–42°С. Оптимум pH 7,2–7,6. Реакция Фогес – Проскауера, каталаза, 

глюкоза, крахмал, утилизация цитратов, казеин, тирозин, редукция нитратов – 

положительные; маннит, ксилоза, арабиноза, уреаза – отрицательные.  

Штамм бациллы проявлял антибиотикорезистентность к цефазолину, 

цефлоксацину и азитромицину  (Таблица 11). Штамм B. paranthracis ICIS-279 был 

выбран как перспективная культура на основании выраженного опосредованного 

иммунорегуляторного влияния,  характеризующего его способность снижать у 

лимфоцитов продукцию цитокина TNFα на 89,0±2,3 %, (р˂0,05).  Далее мы 

провели изучение способности бациллы влиять на уровень рекомбинантного 

цитокина TNFα («Sigma», TNFα – T6674–10UG) при непосредственном контакте с 

ним в среде соинкубирования. Уровень активности супернатанта  B. paranthracis 

ICIS–279 в отношении TNFα (способность снижать концентрацию цитокина в 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRP185385
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среде при сокультивировании) составил в среде, где концентрация цитокина была 

равна  5–100 пг/мл – 100,0 %, 200 пг/мл – 80,0±3,6 % и 500 пг/мл – 55,0±2,8 %. 

 

Таблица 11 – Показатели чувствительности  штамма B. paranthracis ICIS-

279 к антибиотикам 

 

 

Сравнительное изучение супернатанта B. paranthracis ICIS-279 с 11 

клиническими изолятами Bacillus spp. показало   наличие большей активности у 

исследуемого штамма  по сравнению с другими культурами (Таблица 12). У 

штамма B. paranthracis ICIS-279  активность сохранялась при высокой 

концентрации TNFα (500 пг/мл) в среде и составляла 55,0±2,8 %, а у большинства 

бацилл данное свойство не определялось даже при более низких концентрациях 

цитокина.  Таким образом, штамм бактерий B. paranthracis ICIS–279 может быть 

перспективен в качестве продуцента ингибиторов провоспалительного цитокина 

TNFα. 

 

 

Антибиотики 
Диаметр зоны 

ингибирования роста, мм 

Результат 

R/I/S 

Цефазолин 0,0 R 

Канамицин 20,0±0,2 S 

Цефлоксацин 12,0±0,1 R 

Цефтазидим 19,0±0,2 I 

Ципрофлоксацин 24,0±0,2 S 

Ломефлоксацин 22,0±0,2 S 

Азитромицин 0,0 R 

Стрептомицин 20,0±0,2 S 

Амикацин 20,0±0,2 S 

Доксициклин 19,0±0,2 I 

Гентамицин 25,0±0,2 S 

Ампициллин 26,0±0,2 S 

Примечание:  R – Резистентные   I– Промежуточные   S– Чувствительные 
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Таблица 12 – Сравнительная характеристика активности супернатантов B. 

paranthracis ICIS–279 с кишечными изолятами Bacillus spp. в отношении 

цитокина TNFα   

 

Исследуемые 

штаммы 

 

Уровень активности супернатантов в отношении 

цитокина TNFα, (%) 

5 пг/мл 50 пг/мл 100 пг/мл 200 пг/мл 500 пг/мл 

Bacillus spp. (№ 12) ↓ 100,0±6,1* ↓ 85,0±3,1* ↓50,0±1,5* ↓24,0±1,2 0,0 

Bacillus spp. (№ 16) ↓ 80,0 ±3,1* ↓ 50,0±1,9* ↓ 35,0±1,1* 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№ 62) ↓ 85,0±3,0* ↓ 47,0±1,3* ↓ 24,0±0,9 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№17м) ↓ 80,0±3,1* ↓ 50,0±1,2* ↓ 30,0±1,4* 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№ 1д) ↓ 70,0±2,0* ↓ 35,0±1,0* 0,0 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№ 28) ↓ 50,0±1,5* ↓ 25,0±1,1 0,0 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№ 81) ↓ 50,0±1,5* ↓ 25,0±1,1 0,0 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№ 24п) ↓ 50,0±1,4* ↓ 25,0±1,0 0,0 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№ 19) ↓ 50,0±1,3* ↓ 25,0±1,0 0,0 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№ 34) ↓ 50,0±1,5* 0,0 0,0 0,0 0,0 

Bacillus spp. (№ 72) ↓ 50,0±1,3* 0,0 0,0 0,0 0,0 

B. paranthracis ICIS–

279 

↓ 100,0±6,0* ↓100,0±6,1* ↓100,0±6,3* ↓80,0±3,4* ↓55,0±1,9* 

Примечание: * – ρ≤0,05 в сравнении контролем (среда, содержащая 5, 50, 100, 200, 500  

пг/мл рекомбинантного цитокина TNFα);  ↓– снижение концентрации цитокинов в среде 

 

Секвенирование штамма B. paranthracis ICIS-279 показало, что суммарная 

длина геномной последовательности составила 5,18 млн.п.н. и  приближает 

данный штамм к нижней границе диапазона размера известных геномов данного 

вида  Bacillus paranthracis (5,1–6,19 млн.п.н.). Число белок–кодирующих генов у 

секвенированного штамма составило 5126 штук. Установлены гены, 

обеспечивающие персистентный потенциал: сидерофоры (бациллибактин), 

секретируеммые сериновые протеазы (белок, содержащий домен CAP, имеет 

якорный LPXTG–домен для прикрепления к клеточной стенке снаружи). 

Аннотированный геном штамма Bacillus paranthracis ICIS–279 (Рисунок 22), 

сделанный в автоматическом и ручном режиме с использованием платформы 

RAST, обнаружил гены, определяющие симбиоз  с хозяином. Самая большая  
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Рисунок 22 – Аннотированный геном B. paranthracis ICIS-279 в онлайн-сервисе  RAST 

Распределение по категориям подсистем Подсчеты подсистемных деталей Охват подсистем 

45

% 

Кофакторы, витамины, простетические группы, пигменты 

(274) 

Клеточная стенка и капсула (174) 

Вирулентность, болезни и защита (111) 

Метаболизм калия (19) 

Фотосинтез (0) 

Разное (57) 

Фаги, профаги, мобильные элементы, плазмиды (21) 

Мембранный транспорт (147) 

Получение железа и метаболизм (44) 

Метаболизм РНК (178) 

Нуклеозиды и нуклеотиды (133) 

Белковый обмен (279) 

Деление клеток и клеточный цикл (55) 

Подвижность и хемотаксис (82) 

Регуляция и клеточная сигнализация (106) 

Вторичный метаболизм (8) 

Метаболизм ДНК (118) 

 Жирные кислоты, липиды и изопреноиды (138) 

Метаболизм азота (34) 

Покой и споруляция (142) 

Дыхание (99) 

Реакция на стресс (111) 

Метаболизм ароматических соединений (17) 

Аминокислоты и производные (517) 

Метаболизм серы (37) 

Метаболизм фосфора (102) 

Углеводы (443) 

 

1
0
4
 

55

% 



105 

 

 

 

группа генов относилась к подсистемой категории – аминокислоты и 

производные (517 генов), кодирующих белки, участвующие в метаболизме 

аминокислот, за которой следовали категории углеводы (443 генов), метаболизм 

белков (279), метаболизм РНК (178). Другие важные функциональные категории 

включали подвижность и хемотаксис (82 генов), покой и споруляция (142 ген). 

Таким образом, охарактеризованы перспективные культуры  L. ruminis ICIS-

540 и B. paranthracis ICIS-279, супернатанты которых обладают выраженной 

противовоспалительной активностью, реализуемой через опосредованное (на 

модели клеток лимфоцитов) и прямое влияния на уровень цитокинов TNFα, IL-17 

и IL-6 в среде. С помощью современных методов исследования и 

биоинформатического анализа определены биологические характеристики 

штаммов, особенности их геномов, установлены детерминанты биологически 

активных веществ, потенциальными продуцентами которых являются штаммы 

лактобациллы и бациллы, а также проведена оценка биобезопасности культур, что 

в целом позволяет их рекомендовать в качестве основы для создания 

эффективных биопрепаратов нового поколения с выраженным 

иммунорегуляторным потенциалом.  

 

Результаты, изложенные в данной главе, опубликованны в следующих работах: 

1. Genome Sequence Announcement of Bacillus paranthracis Strain ICIS-

279, Isolated from Human Intestine / O.V. Bukharin, N.B. Perunova, S.V. 

Andryuschenko, E.V. Ivanova, T.A. Bondarenko, I.N. Chainikova. – Text : electronic  // 

Microbiol Resour Announc. - 2019. - V. 8. -  №. 44. - P. e00662-19. 

2. Genome Sequence Data of Lactobacillus ruminis ICIS-540, Isolated from 

the Intestine of a Healthy Woman  / E.V. Ivanova,  A.V. Bekpergenova, N.B. Perunova  

[et al.]. – Text : electronic  // Microbiol Resour Announc. - 2020. - V. 9. - №. 49 

3. Патент N 2575799 Российская Федерация, МПК С12N 1/20 (2006.01), 

С12N 9/54 (2006.01). Применение штамма бактерий Bacillus cereus  ГИСК № 279 в 
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качестве продуцента ингибитора цитокина ФНО-α: N 2015100766: заявлено 

12.01.2015: опубликовано  20.02.2016 / Бухарин О.В., Перунова Н.Б., Чайникова 

И.Н.,. Иванова Е.В., Челпаченко О.Е., Андрющенко С.В., Бондаренко Т.А.; 

заявитель и правообладатель ИКВС УрО РАН. - 6 с: ил. – Текст: 

непосредственный. 

4. Патент N 2726653 Российская Федерация, МПК C12N 1/20 (2020.02), 

А61К 35/747 (2015.01),С12R 1/225 (2006.01). Штамм бактерий Lactobacillus 

salivarius - продуцент ингибитора цитокинов интерлейкина-6 и интерлейкина-17: 

N  2019145399: заявлено 26.12.2019: опубликовано  15.07.2020/ Бухарин О.В., 

Иванова Е.В.,  Перунова Н.Б., Чайникова И.Н., Бондаренко Т.А., Бекпергенова 

А.В.; заявитель и правообладатель ОФИЦ УрО РАН. - 6 с: ил. – Текст: 

непосредственный. 

 

 

 

 

 

 

 



107 

 

 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таксономический и количественный состав кишечной микробиоты является 

важным звеном экосистемы организма человека [88, 150]. Значительные успехи в 

изучении роли микробиоты в развитии лимфоидных структур и формировании 

локального уровня антимикробных факторов защиты кишечника человека 

свидетельствуют о выраженном иммунорегуляторном потенциале 

симбиотических микроорганизмов [14, 35, 45, 58, 79, 88, 150]. На сегодняшний 

день показано, что взаимодействие микробных лигандов с Toll-подобными 

рецепторами иммунокомпетентных клеток (макрофаги, дендритные, 

мононуклеарные клетки и т.д.) ведет к активации внутриклеточных сигнальных 

систем иммуноцитов, экспрессии про-/противовоспалительных цитокинов и 

продукции антимикробных факторов [58, 79]. 

Вместе с тем, имеющиеся сведения об иммунорегуляторных свойствах 

кишечных бактерий не позволяют оценить их вклад в формирование 

микроэкологического состояния толстого кишечника человека при эубиозе и 

дисбиозе в аспекте изучения симбиотической системы «микросимбиоценоз – 

хозяин». 

 Не выявлены особенности влияния отдельных микросимбионтов и их 

ассоциаций на продукцию различных групп цитокинов в качестве одного из 

механизмов формирования экосистемы толстого кишечника человека, 

позволяющего расширить прикладной аспект изучения вопроса с целью создания 

технологии, пригодной для отбора перспективных штаммов при создании 

пробиотических препаратов. Все это определило актуальность и тематическую 

направленность наших исследований.  

В связи с этим цель работы: оценить качественные и количественные 

характеристики ассоциаций микроорганизмов и их влияние на  антимикробные 

факторы  при эубиозе и дисбиозе толстого кишечника человека. Для достижения 

цели были поставлены следующие задачи: 
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1.     Провести сравнительный анализ таксономического и количественного 

состава микроорганизмов и охарактеризовать микробные ассоциации толстого 

кишечника человека при эубиозе и дисбиозе. 

2. Определить уровень про-/противовоспалительных цитокинов и 

антимикробных белков в копрофильтратах обследуемых лиц при эубиозе и 

дисбиозе толстого кишечника человека.  

3. Оценить особенности влияния супернатантов кишечных микро-

организмов на цитокиновый профиль мононуклеаров периферической крови 

человека и перитонеальных макрофагов мышей-гибридов (CBAxC57Bl6)F1. 

4. In vitro провести сравнительный анализ иммунорегуляторных свойств 

супернатантов производственных (бифидо- и лактобактерий) и кишечных 

штаммов, перспективных для создания бактерийных биопрепаратов. 

Основным методологическим принципом работы явился симбиотический 

подход в изучении структуры кишечного микросимбиоценоза человека при 

эубиозе и дисбиозе с оценкой влияния супернатантов микроорганизмов на 

факторы антимикробной защиты. В работе были использованы 430 штаммов 

микроорганизмов, выделенные из толстого кишечника 65 обследуемых лиц в 

возрасте от 18 до 45 лет и типовые штаммы.    

Были использованы общепризнанные апробированные и современные 

микробиологические, молекулярно-генетические и иммунологические методы. 

Все исследования одобрены локальным комитетом по биоэтике ИКВС УрО РАН 

(протокол № 2 от 24.05.2022 г.). 

На первом этапе исследований были выявлены различия в таксономическом 

составе и численности кишечного микросимбиоценоза (численность, доля 

штаммов)  при эубиозе и дисбиозе толстого кишечника человека, а также 

охарактеризованы ассоциации микроорганизмов.  Было установлено, что дисбиоз 

кишечника обследуемых лиц по сравнению с эубиозом, характеризовался 

преобладанием трех– и четырехкомпонентных  ассоциаций энтеробактерий с 

дрожжевыми грибами и стафилококками, сопровождающееся снижением доли 

штаммов облигатно–анаэробных микроорганизмов, преимущественно за счет 
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бифидобактерий, и увеличением количества ассоциаций, в состав которых 

входили клостридии. Мы обратили внимание на ассоциации условно–патогенных 

и облигатно–анаэробных микроорганизмов при эубиозе и дисбиозе кишечника, 

так как мы полагаем, что измениния структуры микросимбиоценоза могут 

определять уровень антимикробных факторов толстого кишечника человека.  

Далее были проанализированы уровни антимикробных белков и 

про/противовоспалительных цитокинов в копрофильтратах обследуемых лиц при 

эубиозе и дисбиозе. В результате было установлено, что при дисбиозе отмечось 

пятикратное увеличение уровня провоспалительных (TNFα, IFNγ) цитокинов, 

шестикратный рост значений лактоферрина и двукратный - лизоцима. 

Выявленные различия в уровне цитокинов, лактоферрина и лизоцима в 

копрофильтратах обследуемых лиц при эубиозе и дисбиозе обуславливают 

целесообразность их определения в копрофильтратах для разработки критериев 

микроэкологических нарушений толстого кишечника человека. 

Анализ корреляционных связей показателей цитокинов в копрофильтратах 

и численности кишечных микроорганизмов у обследуемых лиц показал наличие 

закономерностей между исследуемыми параметрами как при эубиозе, так и 

дисбиозе. Выявленные взаимосвязи могут быть опосредованы  тем, что синтез 

данных цитокинов может возрастать под влиянием ЛПС (основным источником 

эндогенного ЛПС являются условно–патогенные микроорганизмы), а также 

различных по химическому составу метаболитов кишечных микроорганизмов. 

Так, протеазы и ферменты S. aureus (цистеиновые протеазы, сериновая протеаза 

V8, металлопротеаза, стафилокиназа) увеличивают продукцию 

эпителиоцитами  кишечника IL-8 (через PAR-2), а также индуцируют 

трансактивацию промотора, управляемого ядерным фактором–κB (NF-κB) через 

человеческий рецептор тромбина PAR-1, PAR-2 или PAR-4 [8, 42, 97]. На 

основании полученных результатов и литературных данных можно сделать вывод 

о наличии связи качественных и количественных изменений структуры 

ассоциаций кишечного микробиоценоза с уровнем антимикробных пептидов и 
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белков, что позволяет рассматривать их как факторы формирования экосистемы 

толстого кишечника человека при эу- и дисбиозе. 

В целом, полученные результаты также свидетельствуют о тесном 

непрерывном  взаимодействии между кишечной микробиотой и иммунными  

компонентами, регулируемыми цитокинами [81, 91, 92]. Учитывая, что итог таких 

взаимодействий  зависит от многих факторов и требует детального изучения, на 

следующем этапе работы была проведена оценка особенности влияния 

супернатантов кишечных микроорганизмов на цитокиновый профиль 

мононуклеаров периферической крови человека и перитонеальных макрофагов 

мышей-гибридов (CBAxC57Bl6)F1. Для этого были получены супернатанты от 

126 культур различных доменов кишечного микросимбиоценоза (от 49 эубиозных 

штаммов и 77 культур, изолированных при дисбиозе). Донорами перитонеальных 

макрофагов послужили 30 мышей (СВАхС57Bl6)F1, а периферических 

мононуклеаров – здоровые доноры. Полученные в нашей работе данные на 

модели макрофагов показали, что для большинства микроорганизмов было 

характерно ингибирующее влияние в отношении всех изученных цитокинов, за 

исключением медиатора Th1 иммунного ответа – IFNγ. Распространённость 

ингибирующего влияния супернатантов микроорганизмов на продукцию 

цитокинов макрофагами уменьшалась в ряду IL-6> IL-1Ra >IL-10 > TNFα. 

Результатом действия на макрофаги супернатантов бифидобактерий и 

бактероидов  являлось отсутствие влияния на секрецию TNFα и IL-6 и усиление 

продукции IL-10, а также секреции IL-1Ra (культуры бифидобактерий). Под 

влиянием супернатантов условно-патогенных микроорганизмов  отмечались 

различные эффекты влияния на секрецию мононуклеарами провоспалительных 

цитокинов TNFα и IL-6 (ингибирующий/индифферентный) и преобладал 

ингибирующий эффект в отношении противовоспалительных цитокинов IL-10 и 

IL-1Ra. Таким образом, в работе были установлены существенные различия в 

направленности иммунорегуляторного влияния супернатантов кишечных 

микроорганизмов путем воздействия на продукцию про-/противовоспалительных 



111 

 

 

 

цитокинов перитонеальными макрофагами мышей. Известно, что макрофаги, 

тесно интегрированные в Th1– и Th2-звенья иммунного ответа, способны 

изменять свою функциональную активность (фенотип) под действием 

микроокружения [26], в том числе представленного компонентами микробных 

клеток и их метаболитов. Это позволяет сделать вывод, что на спектр цитокинов, 

секретируемых макрофагами, может влиять качественный и количественный 

состав микросимбиоценоза толстого кишечника человека. 

 Целесообразность использования мононуклеаров периферической крови 

человека для оценки продукции цитокинов определяется   способностью 

лимфоцитов к миграции, рециркуляции и определенным  сходством мембранных 

и цитоплазматических рецепторов, с которыми взаимодействуют 

микросимбионты, а также компоненты их клеточной стенки и супернатанты, 

содержащие продукты метаболизма микроорганизмов [6, 13, 63]. Полученные 

нами данные показали, что супернатанты микроорганизмов разнонаправленно 

изменяли продукцию как про–, так и противовоспалительных цитокинов 

лимфоцитами. Ингибирующее влияние супернатантов изученных штаммов 

уменьшалось в ряду IL-6>IL-1Ra>IL-10>IL-17, а в отношении цитокинов TNFα, 

IFNγ и IL-8 отмечалось преимущественно стимулирующее влияние. 

Направленность влияния супернатантов микроорганизмов на продукцию 

(индукция/ингибирование/ отсутствие влияния) лимфоцитами цитокинов 

различных групп, выявленных в наших исследованиях, как и в случае с 

перитонеальными макрофагами,  зависел  от вида кишечных микросимбионтов. 

Было установлено, что среди штаммов бифидобактерий, лактобактерий и 

бактероидов преобладали культуры, подавляющие продукцию цитокинов TNFα, 

IL-6, IL-17 и, напротив, стимулирующие – цитокинов IL-10 и IL-1Ra. У 

большинства супернатантов условно-патогенных микроорганизмов выявлено 

стимулирующее влияние в отношении TNFα, IL-8, IL-17 и ингибирующее на IL-

10 и IL-1Ra, что свидетельствует о преобладающем  провоспалительном влиянии 

на мононуклеары человека данных таксономических групп.  
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Следует отметить, что установленные в работе различия эффектов влияния 

супернатантов кишечных микросимбионтов на продукцию цитокинов 

иммуноцитами могут определяться особенностью состава метаболитов - 

продуктов жизнидеятельности микробных клеток. Так, установлено, что 

важнейшие метаболиты анаэробной микробиоты - короткоцепочные жирные 

кислоты способны связываться с рецепторами иммунных клеток, 

ассоциированных с кишечником, влиять на секрецию антимикробных факторов 

[123, 141]  и стимулировать фагоцитарную активность макрофагов и нейтрофилов 

[72, 102].  

В ряде работ последних лет установлены некоторые молекулярные 

механизмы взаимодействия «микроорганизм — микробные метаболиты — 

иммунные клетки хозяина», которые  продолжают расшифровываться [106, 128]. 

Показано, что иммуномодулирующее действие микросимбионтов реализуется 

путем активации генов ряда цитокинов в иммунных и эпителиальных клетках, 

определяя тем самым гетерогенность их иммуномодулирующих свойств [7, 10]. 

Вместе с тем, комплексных исследований, затрагивающих одновременно оценку 

особенностей влияния супернатантов разнообразных представителей 

микросимбиоценоза при эубиозе и дисбиозе на продукцию иммуноцитами 

различных групп цитокинов до сих пор не проводилось.  Целью следующего 

этапа исследования явилось сравнительное изучение иммунорегуляторных 

свойств супернатантов микросимбионтов при эубиозе и дисбиозе толстого 

кишечника человека с применением методов многомерной статистики: 

дискриминантный анализ и метод дерева решений. В результате 

дискриминантного анализа исследуемых параметров определился один 

дискриминантный корень ROOT1 из 2-х признаков со следующей структурой: -

0,87 TNFα + 0,52 IL-1Ra. Интерпретация структуры корня ROOT1 

свидетельствует о том, что для эубиотических штаммов характерно 

преимущественное стимулирующее влияние на уровень противовоспалительного 

цитокина IL-1Ra (0,52 IL-1Ra) и подавляющие воздействие на секрецию TNFα (-
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0,87 TNFα). У дисбиотических штаммов, располагающихся в отрицательной зоне 

дискриминантного ряда и имеющих низкие значения ROOT1, наблюдается 

обратная закономерность, при которой возрастает их влияние на продукцию 

монуклеарами TNFα и отмечается противоположное воздействие на секрецию IL-

1Ra. 

Интерпретация диаграммы дерева решений позволила выявить 

статистически значимый вклад как отдельных представителей кишечного 

микросимбиоценоза, так и  их ассоциаций с преимущественным влиянием на 

продукцию цитокинов в зависимости от микроэкологического состояния 

кишечника человека. Так, при эубиозе были установлены четырех- и 

двухкомпонентные микробные ассоциации из представителей нормальной 

микробиоты толстого кишечника человека, оказывающие статистически 

значимый вклад в продукцию противовоспалительного цитокина IL-10 и 

хемокина IL-8. При дисбиозе толстого кишечника по данным диаграммы дерева 

решений выявлены микробные ассоциации из двух и пяти культур, в состав  

которых входили как представители нормобиоты, так и условно-патогенные 

бактерии (P. aeruginosa, Klebsiella spp., S. aureus), преимущественно влияющие на 

секрецию провоспалительного цитокина IFNγ.  

Результаты настоящего исследования свидетельствуют, что в условиях 

эубиоза кишечного биотопа иммунорегуляторные свойства микросимбионтов 

гетерогенны по направленности, спектру и выраженности (индукция/ ингибиция/ 

отсутствие влияния) секреции иммуноцитами цитокинов в ответ на супернатанты  

микроорганизмов, что может быть важным при формировании экосистемы 

толстого кишечника человека. Данные свойства нормальной микробиоты, на наш 

взгляд,  с одной стороны, реализуют ее способность регулировать цитокиновый 

баланс  в кишечном биотопе человека, а с другой — обеспечивать развитие 

протективного ответа при контакте с условно-патогенными и патогенными 

микроорганизмами. В  условиях дисбиоза микросимбионты оказывали 

преимущественное влияние на продукцию  иммуноцитами провоспалительных 
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цитокинов, что может способствовать усилению микроэкологических нарушений 

в кишечном биотопе. 

В связи с этим, на заключительном этапе работы были изучены 

иммунорегуляторные свойства  штаммов из российских коллекций и коллекции 

лаборатории инфекционной симбиологии ИКВС УрО РАН  с целью отбора 

перспективных штаммов с противовоспалительным эффектом, пригодных для 

создания пробиотических препаратов. Было установлено, что 

иммунорегуляторный эффект исследуемых штаммов группируется в три 

основных типа влияния на цитокиновый профиль клеток хозяина: первый - 

увеличение продукции IL-10 и снижение TNFα, IL-17, IL-6; второй - снижение 

только провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-17, IL-8, TNFα, IFNγ) и третий - 

снижение секреции про- и противовоспалительных цитокинов мононуклеарами 

периферической крови человека.  Выявленные особенности иммунорегуляторного 

профиля производственных и кишечных штаммов могут быть использованы  для 

разработки  критериев отбора культур при создании эффективных пробиотиков.  

Кроме того, проведенные исследования позволили выявить среди кишечных 

штаммов перспективные культуры L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis ICIS-279, 

супернатанты которых характеризовались выраженной способностью снижать 

уровень провоспалительных цитокинов TNFα, IL-17 и IL-6 в условиях in vitro. С 

использованием современных методов исследований и биоинформатического 

анализа на заключительном этапе работы определены биологические 

характеристики штаммов, особенности их геномов, установлены детерминанты 

биологически активных веществ, а также проведена оценка биобезопасности 

культур, что в целом позволяет их рекомендовать в качестве основы для создания 

биопрепаратов нового поколения с противовоспалительным эффектом.  

В заключении, обобщая полученный материал по изучению структуры 

кишечного микросимбиоценоза человека при эубиозе и дисбиозе с оценкой 

влияния супернатантов микроорганизмов на факторы антимикробной защиты, 

следует выделить три основных момента: 
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• Во-первых, выявлена связь качественных и количественных изменений 

структуры ассоциаций кишечного микробиоценоза с уровнем 

антимикробных пептидов и белков, что позволяет рассматривать их как 

факторы формирования экосистемы толстого кишечника человека при эу- и 

дисбиозе. 

• Во-вторых, установлены в условиях in vitro существенные различия в 

направленности влияния супернатантов кишечных микроорганизмов и их 

ассоциаций, выделенных при эу- и дисбиозе кишечника человека, на 

продукцию различных групп цитокинов иммунными клетками.  

• В-третьих, определена вариабельность иммунорегуляторного влияния 

супернатантов производственных и кишечных штаммов, что может 

использоваться как основа технологии, пригодной для отбора штаммов с 

противовоспалительной активностью.  

 

 

ВЫВОДЫ 

 

1. Структура микросимбиоценоза толстого кишечника человека при 

дисбиозе, в сравнении с эубиозом, характеризовалась уменьшением доли 

ассоциаций бифидо-, лактобактерий и появлением трех и четырехкомпонентных 

ассоциаций энтеробактерий (Klebsiella spp., E. coli) с дрожжевыми грибами, 

стафилококками (S. epidermalis, S. saprophyticus, S. aureus) и клостридиями (C. 

difficile).  

2. Сравнительный анализ уровня антимикробных белков и цитокинов в 

копрофильтратах обследуемых лиц при эубиозе и дисбиозе показал, что при 

дисбиозе выявлялось пятикратное увеличение уровня провоспалительных (TNFα, 

IFNγ) цитокинов, шестикратный рост значений лактоферрина и двукратный - 

лизоцима. 
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3. Установлены in vitro существенные различия в направленности 

влияния супернатантов кишечных микроорганизмов, выделенных при эу- и 

дисбиозе, на продукцию цитокинов иммуноцитами, характеризующиеся 

стимулирующим влиянием эубиотических штаммов на уровень IL-1Ra и 

ингибирующим воздействием – на уровень TNFα; для дисбиотических штаммов 

была выявлена обратная закономерность в отношении влияния на продукцию 

данных цитокинов.  

4. Выявлены ассоциации микроорганизмов, имеющие статистически 

значимый вклад в продукцию цитокинов в зависимости от микроэкологического 

состояния кишечника человека: при эубиозе – четырех- (Bacteroides spp.,  E. coli,  

Lactobacillus spp., С. acnes) и двухкомпонентные ассоциации (E. coli с С. acnes  и  

Enterococcus spp. с E.coli) в отношении противовоспалительного цитокина IL-10 и 

хемокина IL-8. При дисбиозе установлены пяти- и двухкомпонентные 

ассоциации, включающие условно-патогенных бактерий (P. aeruginosa, Klebsiella 

spp., S. aureus), влияющие на продукцию провоспалительного цитокина IFNγ. 

5. Предложены новые штаммы L. ruminis ICIS-540 и B. paranthracis ICIS-

279, супернатанты которых обладают выраженной способностью снижать 

уровень провоспалительных цитокинов TNFα, IL-17 и IL-6 в условиях in vitro, 

перспективные для создания современных бактерийных биопрепаратов с 

противовоспалительным эффектом. 

 

 

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО ИСПОЛЬЗОВАНИЮ РЕЗУЛЬТАТОВ 

ДИССЕРТАЦИИ В ПРАКТИКЕ 

 

1. Целесообразно оценивать влияние супернатантов микроорганизмов на 

продукцию цитокинов иммунокомпетентными клетками, что повышает 

эффективность поисковой работы при отборе новых пробиотических штаммов с 

иммунорегуляторной активностью. 
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2. Полученные перспективные штаммы L. ruminis ICIS-540  и B. 

paranthracis ICIS-279 предложено использовать в качестве тест-культур при 

оценке иммунорегуляторной активности штаммов для создания пробиотиков, 

синбиотиков и метабиотиков, а также в качестве компонентов продуктов 

функционального питания для профилактики и лечения дисбиозов толстого 

кишечника человека. 

 

ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ РАЗРАБОТКИ ТЕМЫ 

1. Дальнейшее развитие работы планируется в 2-х направлениях. Научный 

аспект предусматривает изучение молекулярных механизмов влияния отдельных 

компонентов или комбинаций микробных метаболитов на иммунные 

эффекторные клетки, обеспечивающие формирование и поддержание кишечного 

гомеостаза человека. 

2. В практическом плане будут проведены дальнейшие исследования 

штаммов микроорганизмов с иммунорегулирующей активностью для создания 

новых про-, сим- и метабиотиков. 

 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

АА- антоганистическая активность 

ГКНМ – Государственная коллекция нормальной микрофлоры 

ЗФР – забуференный физиологический раствор 

ИФА – иммуноферментный анализ 

КОЕ – колониеобразующая единица 

ЛФ – лактоферрин 

МАРК – митоген–активируемые протеинкиназы 
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ОАБ – облигатно–анаэробные бактерии 

ОМЧ – общее микробное число 

ПМ – перитонеальные макрофаги 

ПМК – периферические мононуклеарные клетки 

УПМ – условно–патогенные микроорганизмы 

AntiSMASH– универсальная платформа для анализа генома продуцентов 

вторичных метаболитов 

DC – дендритные клетки 

EGF–R – рецептор эпидермального фактора роста  

Foxp3– член семейства FOX–белков 

GALT– лимфоидная ткань, ассоциированная с кишечником 

IEC– кишечные эпителиальные клетки 

IELs – интраэпителиальные лимфоциты 

IFNγ –interferon–γ (интерферон–γ) 

IL – interleukin (интерлейкин) 

IL–1Ra– рецепторный антагонист IL–1 

LPS – липополисахарид 

MALDI  – Matrix Assisted Laser Desorbtion/Ionization 

(матрично–ассоциированная лазерная десорбция/ионизация) 

MAMP – микроб–ассоциированные молекулярные паттерны  

NF–kB – транскрипционный фактор  

PAMPs – патоген–ассоциированные молекулярные структуры 

PRR – образ–распознающие рецепторы 

RAST – автоматизированный сервис для аннотирования полных или почти 

полных бактериальных и архейных геномов 

RA – ретиновоевая кислота 

SCFA –  короткоцепочечные жирные кислоты  

TGF-β - трансформирующий фактор роста бета 

TLR, Toll – Толл–подобные рецепторы 

TNFα – фактор некроза опухоли альфа 

T–reg – Т–регуляторные клетки 
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