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Аверина О.В.1, Ермоленко Е.И.2, 3, Ратушный А.Ю.1, Тарасова Е.А.2, 
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Резюме. Исследовано влияние трех штаммов пробиотических бактерий: Lactobacillus rhamnosus 
K32 (L), Bifidobacterium longum GT15 (B), Enterococcus faecium L-3 (E), на уровни экспрессии и содер-
жания ключевых цитокинов при помощи полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией 
и иммуноферментного анализа соответственно.

В работе использованы культура клеток промоноцитарного происхождения (HTP-1) и экспери-
ментальная модель дисбиоза кишечника. В геномах штаммов В и E ранее были выявлены гены, коди-
рующие бактериоцины, гены компонентов внешней мембраны, пилей и экзополисахаридов, участву-
ющих в модуляции иммунной системы. 

При исследовании влияния пробиотических штаммов и их супернатантов на экспрессию цитоки-
нов на культуре клеток выявлено увеличение экспрессии TNFα, обусловленное B, E и супернатантом 
L. Культура В дополнительно вызывала экспрессию IL-8 и IL-10. 

При коррекции дисбиоза кишечника у крыс (индуцированного метронидазолом и ампицилли-
ном) пробиотиками было показано, что нарушение в составе микробиоты (чрезмерный рост Klebsiella 
spp., низкое содержание Faecalobacterium prausnitzii) оставались у животных после введения L, как в 
контроле (без введения пробиотиков). В отличие от этих групп у крыс после введения E и B были 
выявлены: 1) низкие уровни экспрессии провоспалительных цитокинов (IL-8, TNFα, MCP-1) в бры-
жеечных лимфатических узлах и содержание данных факторов в сыворотке крови; 2) увеличение со-
держания в сыворотке крови антивоспалительного цитокина TGF-β.

В данной работе, при помощи двух взаимодополняющих моделей, выявлены индивидуальные 
особенности иммуномодулирующих эффектов пробиотических штаммов L. rhamnosus K32, B. longum 
GT15 (B), E. faecium L-3, оказывающих различное влияние на микробиоту кишечника.
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Abstract. Modulatory effects of three probiotic bacterial strains (Lactobacillus rhamnosus K32 (L), 
Bifidobacterium longum GT15 (B, Enterococcus faecium L-3 (E) on expression level and contents of key 
cytokines were studied using PCR techniques with reverse transcription, and enzyme-linked immunosorbent 
assay. Both cell cultures and an experimental model of intestinal dysbiosis were used in this study.

The genes encoding bacteriocins, surface membrane component, pili and exopolysaccharides involved in 
host immune system modulation were previously identified in the B and Ebacterial strains.

Investigation of probiotic strains and effects of their supernatants expression of cytokines in cell cultures of 
promonocyte origin (HTP-1) showed increased expression of TNFα, due to E and L supernatants. Moreover, 
the Bl culture induced IL-8 and IL-10 expression.

In a model of Wistar rats with ampicillin- and metronidazole-induced intestinal dysbiosis corrected with 
probiotics we have shown that the dysbiosis was accompanied by sufficient alterations in microbiota composition 
(Klebsiella spp. overgrowth and low contents of Faecalobacterium prausnitzii) that were observed only in the 
animals untreated with probiotics (control), or after administration of L. 

In contrast to these results, the animals treated with E and B, the following changes were revealed: 1) low 
expression of proinflammatory cytokines IL-8, TNFα, MCP-1 in mesenteric lymph nodes and appropriate 
changes of their serum contents, 2) increased serum content of the anti-inflammatory TGF- β cytokine. Hence, 
the present study, having used two complementary models, has detected some individual features of immune 
modulation produced by the probiotictic strains of L. rhamnosus K32, B. longum GT15 и E. faecium L-3 which 
exert differential effects upon the intestinal microbiota. 

Keywords: Lactobacilli, Bifidobacteria, Enterococci, dysbiosis, cytokines

Введение
К пробиотикам обычно относят лечебно-

профилактические препараты, в состав которых 
чаще всего входят бифидобактерии, лактобацил-
лы и энтерококки, «стабилизирующие много-
образные функции микробиоты», в том числе 
и иммунные реакции организма [3, 30]. Показа-
но, что пробиотики действуют на иммунную систе-
му (врожденный и адаптивный иммунитет) прямо 
и опосредованно, изменяя микробиоту, восстанав-
ливая морфофункциональные свойства отдельных 
органов и систем организма. 

Оценка влияния пробиотических препаратов 
на иммунную систему особенно важна при кор-
рекции дисбиозов и лечении воспалительных за-
болеваний кишечника, что во многом может  
предопределить успех в терапии других сомати-
ческих заболеваний [38]. При изучении влияния 
отдельных пробиотических штаммов бактерий 
на иммунную систему было показано, что они об-
ладают специфическим иммуномодулирующим 
действием, проявляющимся в индукции синтеза 

одновременно про- и противовоспалительных 
цитокинов, избирательной активации или ин-
гибировании синтеза отдельных цитокинов и их 
комбинаций [6, 24, 34]. Некоторыми авторами 
предложено разделение пробиотических штам-
мов по иммуномодулирующим эффектам на про- 
и антивоспалительные», «супрессивные и акти-
вирующие [18, 23, 31]. 

В большинстве случаев при оценке суммарно-
го воздействия пробиотиков (как и других факто-
ров) на иммунную систему учитывается измене-
ние в количественном соотношении популяций 
лимфоцитов, сопровождающееся увеличением 
продукции цитокинов, в том числе ключевых 
для каждого направления поляризации. Приме-
рами таких цитокинов являются: IFNγ, TNFα, 
NF-κB (Тh1 ), IL-4, IL-13 (Тh2), IL-17, IL-22 
(Th17), IL-10, TGF- β, (Threg) [21, 33, 38]. 

Исследование иммуномодулирующей ак-
тивности пробиотиков проводится чаще всего 
на клеточных культурах из клеток кишечника 
(Caco-2, HT-29) или иммуноцитов (EC-6, THP- 1) 

Работа поддержана РФФИ (№ 13-04-01861) и Государственным контрактом (8418-7/2014).
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[6, 11] и лабораторных животных (здоровых, 
с дефектами иммунной системы, гнотобионтов, 
а также с экспериментальной инфекционной 
и неинфекционной патологией желудочно-ки-
шечного тракта) [6, 11, 36]. 

При исследовании влияния живых и разру-
шенных (прогреванием или ультрафиолетовым 
воздействием) пробиотических штаммов бакте-
рий и их метаболитов на иммунитет анализиру-
ются особенности кластерной дифференцировки 
иммунокомпетентных клеток и уровень продук-
ции цитокинов при помощи иммунологических 
и генетических методов [41]. Однако до сих пор 
не существует четких критериев сравнения им-
муномодулирующих эффектов пробиотических 
бактерий. Особенности влияния отдельных про-
битических бактерий исследованы недостаточно, 
а результаты, полученные при оценке иммуномо-
дулирующих свойств штаммов, трудно сопоста-
вимы. 

Целью данной работы было изучение влияния 
различных штаммов пробиотических бактерий 
на уровень экспрессии и продукции ключевых 
цитокинов с использованием двух моделей: куль-
тура клеток и экспериментальный дисбиоз ки-
шечника у крыс.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы
В работе использовали три пробиотических 

штамма: Bifidobacterium longum GT15, Lactobacillus 
rhamnоsus K32 и Enterococcus faecium L-3. 

Штамм B. longum GT15 выделен из содержи-
мого кишечника здорового взрослого человека 
(г. Тверь), депонирован в GenBank (№SUB167727, 
2 309 998 пар оснований и содержит 1954 генов) 
и в ВКПМ (Всероссийская коллекция промыш-
ленных микроорганизмов).

Штамм L. rhamnоsus K32 выделен из содер-
жимого кишечника здоровой девочки в воз-
расте 12 лет (г. Тверь), депонирован в GenBank 
(№SUB168082, 2 906 246 пар оснований содержит 
2742 генов) и ВКПМ. 

Штамм E. faecium L-3 выделен из сквашенного 
молока, депонирован в GenBank (№ SUB167269, 
размер 2 629 318 пар оснований содержит 2717 
генов) и во Всероссийском НИИ сельскохозяй-
ственной микробиологии, ND-79, патент РФ 
№ 2220199. 

Все штаммы культивировали на среде MRS 
бульон (HiMedia, Индия). Для культивирова-
ния штамма B. longum GT15 в среду добавляли 
L-цистеин до 0,05%. Культуру бактерий выращи-
вали в анаэростате HiAnaerobic System (HiMedia, 
Индия) при 37 °С в течение 18-24 часов до дости-
жения плотности культуры 109 КОЕ/мл. Уровень 
плотности бактериальных культур отслеживали 
при помощи измерения оптической плотности 

при длине волны 600 нм на спектрофотометре 
(PD-303, Japan). 

Для анализа экспрессии генов цитокинов 
в условиях in vitro использовали взвесь живых 
бактерий и супернатант. Супернатант получали 
посредством центрифугирования живой бакте-
риальной культуры при 3500 об/мин в течение 15 
минут. Затем супернатанты стерилизовали мето-
дом фильтрации (Filtropor 0,45 µm [Sarstedt, Гер-
мания]). 

Клеточные линии
Клеточная линия THP-1 (выделенная при 

острой промоноцитарной лейкемии) была по-
лучена из Российской коллекции клеточных 
культур позвоночных, Санкт-Петербург. Клетки 
культивировали в среде RPMI («ПанЭко», Рос-
сия) с 10% содержанием эмбриональной теля-
чьей сыворотки («ПанЭко», Россия), 292 мг/л 
L-глутамина («ПанЭко», Россия), 25 мг пени-
циллина и 25 мг стрептомицина при температуре 
37 °С в атмосфере с 5% СО2.

В качестве индуктора иммунного ответа и ак-
тиватора воспалительной реакции использовали 
липополисахарид (ЛПС) Escherichia coli 0127: B8 
(Sigma-Aldrich, США). 

Характеристика животных и условия их содер-
жания

Эксперименты выполнены на 50 самцах крыс 
линии Вистар (вес 230-250 г в возрасте 6-7 не-
дель), полученных из питомника в Рапполово. 
Содержание, питание, уход за животными и вы-
ведение их из эксперимента осуществляли в со-
ответствии с требованиями «Правил проведения 
работ с использованием экспериментальных 
животных» (Приложение к приказу МЗ СССР 
от12.08.1977 г. № 755). Все животные содержа-
лись при сходных условиях в отношении темпе-
ратуры (18-22 °С), влажности (50-60%) и освеще-
ния (12 часов), шума (до 85 дБ) а также рациона 
питания (комбикорм ПК-120-1, Россия). Экспе-
рименты проведены в полном соответствии с Ди-
рективой Европейского Совета (The European 
Council Directive 86/609/EEC) по соблюдению 
этических принципов в работе с лабораторными 
животными и одобрены Комиссией по контролю 
за содержанием и использованием лаборатор-
ных животных. Работа выполнялась в соответ-
ствии с Национальныым стандартом РФ ГОСТ 
Р 53434-2009 «Принципы надлежащей лабора-
торной практики» (утв. и введен в действие При-
казом Федерального агентства по техническому 
регулированию и метрологии от 2 декабря 2009 г.  
No 544-ст). 

Коинкубация клеточной линии THP-1 с иссле-
дуемыми образцами

Коинкубацию клеток линии THP-1 с бактери-
альными культурами и их супернатантами про-
водили в 6-луночных планшетах на среде RPMI 
c L-глутамином (292 мг/л) и 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки без антибиотика. 



446

Averina O.V. et al.
Аверина О.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

В лунку вносили 106 клеток линии THP-1 
в 4 мл среды культивирования. Иммуномоду-
лирующий эффект оценивали после индукции 
клеток липополисахаридом (ЛПС) в концентра-
ции 50 нг/ мл. ЛПС вносили в культуральную сре-
ду за 1 час до добавления бактериальной взвеси 
(из расчета конечной концентрации в лунке – 
107 КОЕ/ мл) или супернатанта (в количестве 1% 
от общего объема среды в лунке, 40 мкл). 

Образцы инкубировали при 37 °С и 5% СО2 
в течение 2, 4 и 6 часов. 

Экспрессия цитокинов для исследований в си-
стеме in vitro

Выделение РНК проводили согласно прото-
колу, прилагаемому к набору TRIZOL (Изоген, 
Россия). После коинкубации эукариотических 
клеток с исследуемыми образцами бактерий сре-
ду культивирования удаляли при помощи цен-
трифугирования и добавляли к клеткам тризол 
(Изоген, Россия) в объеме 400 мкл.

Концентрацию выделенной РНК измеряли 
с помощью флуориметра Qubit 2.0 (Invitrogen, 
США) с использованием набора реагентов Qubit 
RNA Assay Kit (Invitrogen, США). Количество 
РНК выравнивали и подвергали воздействию 
ДНКаз (Вiolabs, США) в соответствии с указани-
ями производителя.

Обратную транскрипцию проводили с помо-
щью набора реагентов GenPak RT Core (Изоген, 
Россия) согласно указаниям производителя. 

Для оценки экспрессии генов цитокинов был 
использован метод полимеразной цепной ре-
акции в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 
ПЦР-РВ в присутствии SYBR Gren I (Синтол, 
Россия) проводили на приборе CFX96 Real-Time 
System (BIO-RAD, USA). Образцы кДНК норми-
ровали по контрольному гену GAPDH. В качестве 
контроля использовали экспрессию цитокинов 
в клетках, индуцированных ЛПС, без добавления 
бактериальных образцов.

Последовательности используемых прайме-
ров (Литех, Россия) для ПЦР представлены в та-
блице 1.

Экспериментальная модель дисбиоза и дизайн 
исследования

В работе использована разработанная нами 
ранее модель экспериментального дисбиоза 
(Ермоленко и др., 2009), вызванного внутриже-
лудочным введением крысам (самцы, Вистар) 
75 мг/ кг ампициллина (ОАО «Органика», Рос-
сия) и 50 мг/ кг метронидазола (ОАО «Ирбитский 
химико-фармацевтический завод», Россия). Жи-
вотные были разделены на 5 групп, по 10 крыс 
в каждой (табл. 2). 

Антимикробные препараты вводили еже-
дневно в течение трех дней животным из 4 групп 
(L, B, E и К1). Крысы из второй контрольной 
группы (К2) получали первые три дня дистил-
лированную воду. После этого в течение 5 дней 
крысам из групп L, B и E вводили, соответствен-
но, L. rhamnоsus K32, B. longum GT15 и E. faecium 
L-3, по 5,5 × 108 КФЕ/мл бактерий каждого вида. 
Животные из контрольных групп получали фос-
фатный буфер. Все вводимые препараты и дис-
тиллированную воду вводили внутрижелудочно 
в объеме 0,5 мл. В последний день эксперимента 
собирали пробы фекалий для бактериологиче-
ского и генетического исследований микробио-
ты кишечника, при этом использовали описан-
ный ранее культуральный метод [16] и ПЦР-РВ 
с использованием реагентов для выделения ДНК 
(QIAamp DNA Stool Mini Kit, США, Интерлаб-
сервис) и комплекта реагентов «Колонофлор» 
ООО «Альфалаб».

На заключительном этапе исследования жи-
вотных декапетировали, отбирали кровь для полу-
чения сыворотки, выделяли лимфатические узлы 
брыжейки для дальнейшей оценки иммуномоду-
лирующих свойств пробиотических штаммов. 

ТАБЛИЦА 1. ПРАЙМЕРЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ ЦИТОКИНЫ, IN VITRO

Название
праймеров

Олигонуклеотидные последовательности Размер ПЦР 
продукта 

(нп)Прямой праймер Обратный праймер
IL-8 5’GGCACAAACTTTCAGAGACAG5’ 5’ ACACAGAGCTGCAGAAATCAGG3’ 153
IL-10 5’ TCAGGGTGGCGACTCTAT 3’ 5’ TGGGCTTCTTCTAAATCGTTC3’ 198
TNFα 5’ TCTCGAACCCCGAGTGACAA 3’ 5’ TATCTCTCAGCTCCACGCCA 3’ 124
GAPDH* 5’GGAGTCAACGGATTTGGTCG3’ 5’TGAGGTCAATGAAGGGGTCA3’ 103

Примечание. * GAPDH – glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

ТАБЛИЦА 2. ДИЗАЙН ИССЛЕДОВАНИЯ
Группы 1-3-й дни 3-8-й дни 9-й день

L Метронидаол + ампициллин Lactobacillus rhamnоsus K32
Взятие материала:
мезентериальные 

узлы, кровь и фекалии

B Метронидазол + ампициллин Bifidobacterium longum GT15
E Метронидазол + ампициллин Enterococcus faecium L-3
К1 Метронидазол + ампициллин + вода + фосфатный буфер
К2 + вода + вода + фосфатный буфер
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Экспрессия генов, кодирующих цитокины, в ме-
зентеральных узлах крыс

Для выделения тотальной РНК из мезенте-
ральных узлов использовали RNeasy Mini Kit 
(«Qiagen», Германия). Уровень экспрессии мРНК 
цитокинов определяли методом обратной транс-
крипции с последующей полимеразной цепной 
реакцией (ОТ-ПЦР) с праймерами, которые были 
специально сконструированы (табл. 3). В качестве 
внутреннего стандарта для оценки прохождения 
реакции обратной транскрипции использовали 
мРНК β-актина. Продукты ПЦР анализа визуа-
лизировали методом электрофореза в 2% агароз-
ном геле. Полуколичественную оценку уровня 
экспрессии генов, обеспечивающих продукцию 
цитокинов, проводили с помощью компьютер-
ной программы «Scion Image» и выражали в ус-
ловных единицах.

Исследование содержания цитокинов в сыво-
ротки крови крыс

Концентрации цитокинов: MCP-1 (Monocyte 
Chemoattractant Protein 1), TNFα (Tumor necrosis 
factor), TGF-β (Transforming growth factor beta), 
IL-8 и IL-10 в сыворотке крови крыс определя-
ли при помощи иммуноферментного анализа 
(ИФА), тест-системы с моноклональными анти-
телами, eBioscience, Bender MedSystems, USA.

Статистический анализ
Данные представлены в виде средних значе-

ний ± стандартные отклонения. Для подтверж-
дения различий между образцами использовали 
критерий Манна-Уитни. Каждая выборка вклю-
чает не менее трех независимых повторностей. 
При статистическом анализе результатов ис-
следования применяли программы «Microsoft® 
Office Excel 97» с использованием t-критерия 
Стьюдента (уровень значимости р < 0,05).

Результаты
Сравнительное исследование влияния проби-

отических штаммов Bifidobacterium longum GT15, 
Lactobacillus rhamnosus K32 и Enterococcus faecium 
L-3 на иммунную систему проводили, используя 
моноцитоподобную клеточную культуру и мо-
дель кишечного дисбактериоза, анализируя уров-
ни экспрессии ключевых про- и противоспали-
тельных цитокинов. При исследования в системе 
in vivo также оценивалось содержание цитокинов 
в сыворотке крови крыс при помощи ИФА. 

Оценка экспрессии цитокинов на культуре кле-
ток

Иммуномодулирующий эффект исследуемых 
штаммов оценивался на линии клеток ТНР-1 по-
сле индукции ЛПС. Изучалось влияние живых 
бактериальных клеток и супернатантов их куль-
тур на экспрессию генов цитокинов IL-8, IL-10, 
TNFα через 2, 4 и 6 часов коинкубации. Получен-
ные профили экспрессии цитокинов на уровне 
мРНК представлены на рисунке 1.

У штамма B. longum GT15 выявлена иммуно-
модулирующая активность, проявляемая в ин-
дукции экспрессии как противовоспалительного 
цитокина IL-10, так и провоспалительных цито-
кинов IL-8 и TNFα с постепенным увеличением 
в течение всего времени коинкубации клеток 
(рис. 1А). Наибольшая экспрессия цитокинов 
наблюдалась при коинкубации ТНР-1 клеток 
с живыми клетками бифидобактерий, причем 
максимально она проявилась в случае TNFα че-
рез 6 часов коинкубации.

Штамм L. rhamnosus K32 вызывал экспрес-
сию противовоспалительных цитокинов TNFα 
и IL-8 только к 6 часам коинкубации ТНР-1 кле-
ток со взвесью живых бактерий (рис. 1Б). Воз-
действие супернатанта лактобацилл приводило 
к увеличению экспрессии TNFα в течение всего 
периода коинкубации (2, 4 и 6 ч), однако было в 2 
раза меньше, чем при воздействии супернатанта 
бифидобактерий и в 5-10 раз уступало показате-
лям экспрессии генов, кодирующих TNFα после 
контакта с живыми B. longum GT15. 

Выраженный эффект на индукцию TNFα 
продемонстрировали живые клетки штамма 
E. faecium L-3 (рис. 1В). Существенное возрас-
тание индукции продукции данного цитокина 
было обнаружено уже после двух часов коинку-
бации ТНР-1 клеток с живыми энтерококками, 
и показатели экспрессии данного цитокина были 
сопоставимы по величине с данными, получен-
ными при исследовании живых бифидобактерий. 
В то же время, в отличие от последних, E. faecium 
незначительно увеличивали экспрессию IL-8 
и IL-10, а супернатант культуры энтерококка 
практически не оказывал влияния на экспрессию 
анализируемых цитокинов. 

Оценка иммуномодулирующего эффекта проби-
отиков при коррекции дисбиоза

Дисбиоз кишечника крыс был индуцирован 
введением анитимикробных препаратов. В даль-
нейшем проводилось сравнение микробиоты 

ТАБЛИЦА 3. ПРАЙМЕРЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ ЦИТОКИНЫ, IN VIVO

Название 
праймеров

Олигонуклеотидные последовательности Размер ПЦР 
продукта (нп)Прямой праймер Обратный праймер

IL-8 5’CCACGCCACAAGTACACTGAT3’ 5’TGGTTCTCATGAGGGTGTCTG 3’ 393
IL-10 5’TGGGTTGCCAAGCCTTGT 3’ 5’ATCGATGACAGCGTCGCA 3’ 152
TNFα 5’TTCCCAAATGGGCTCCCTC3’ 5’GGCTTGTCACTCGAGTTTT3’ 83
β-актин 5’GAAGATCCTGACCGAGCGTG3’ 5’AGCACTGTGTTGGCATAGAG 3’ 326
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ПЦР-РВ и культуральных методов не удалось вы-
явить различий в содержании лактобацилл и би-
фидобактерий в кишечнике животных, их ко-
личество незначительно варьировало в пределах 
9,0-10,0 lg КОЕ/г. Однако были обнаружены раз-
личия между группами по другим видам бактерий 
(рис. 3). Так, содержание Enterococcus sp. в фека-
лиях группы E было на 1,0-1,2 lg КОЕ/г больше, 
чем у остальных животных. Важно также, что 
у крыс из группы К1 отмечался высокий уро-
вень содержания грамотрицательных бактерий, 
принадлежащих к семейству Enterobacteriaceae 
(Enterobacter sp., Acinetobacter sp., Klebsiella spp. 
и атипичных эшерихий). После воздействия про-
биотических штаммов содержание этих бакте-
рий было низким, и только в группе L были об-
наружены клебсиеллы в количестве более 5,3 lg 
КОЕ (как и в группе К1). В то же время обращало 
на себя внимание снижение количества предста-
вителя семейства Clostridiaceae Faecalоbacterium 
prousnitzii в фекалиях у всех крыс по сравнению 
с группой К2. Было выявлено высокое (8,1-9,0 
lg КОЕ/г) содержание этих бактерий в группе 
К2 и лишь частичное восстановление (2,2-6,0 lg 
КОЕ/г) после отмены антимикробных препа-
ратов у остальных крыс. У животных, получав-
ших лактобациллы и энтерококки, содержание 
F. prousnitzii было выше, чем в группах В и К1 

Рисунок 1. Изменение экспрессии генов цитокинов 
в клетках линии THP-1 при коинкубации с супернатнтом 
и взвесью бифидобактерий (А), лактобацилл (Б) 
и энтерококков (В) через 2, 4 и 6 часов
Примечание. Данные представлены в виде средних 
значений для трех экспериментов ± стандартные отклонения. 
Для подтверждения различий между образцами использовали 
критерий Манна–Уитни (Р < 0,05). 

Рисунок 2. Количественное содержание отдельных 
представителей микробиоты после введения 
пробиотиков крысам с кишечным дисбиозом
Примечание. Представлены результаты исследования фекалий  
методом ПЦР в режиме реального времени.
По оси абсцисс: содержание бактерий в lg КОЕ/г. Группа К1 – 
после введения антимикробных препаратов и фосфатного 
буфера. Группа К2 – интактные животные (введены вода, 
затем фосфатный буфер). Группы Группы L, B и Е – после 
введения антимикробных препаратов, животные получали 
пробиотики: L. rhamnоsus K32, B. longum GT15 или E. faecium L-3, 
соответственно.
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и цитокинового статуса на 9-й день исследования 
животных различных групп, которым вводили 
лактобациллы, бифидобактерии или энтерокок-
ки с целью коррекции нарушений микробио-
ты. Контрольные здоровые (К1) или животные 
с дисбиозом кишечника (К2) не получали про-
биотиков.

Изменения микробиоты
При сравнении состава микробиоты после 

приема пробиотических бактерий при помощи 
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Рисунок 3. Уровень экспрессии IL-8 (А) и IL-10 (Б) в брыжеечных узлах крыс различных групп
Примечание. По оси ординат: IL-8/β актин, IL-10/β актин в условных единицах. Группа К1 – после введения антимикробных препаратов 
и фосфатного буфера. Группа К2 – интактные животные (введены вода, затем фосфатный буфер). Группы L, B и Е – после введения 
антимикробных препаратов, животные получали пробиотики: L. rhamnоsus K32, B. longum GT15 или E. faecium L-3, соответственно.
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Рисунок 4. Содержание в сыворотке крови крыс 
различных групп MCP-1 (A), IL-10 (Б), TGF-β (В)
Примечание. Группа К1 – после введения антимикробных 
препаратов и фосфатного буфера. Группа К2 – интактные животные 
(введены вода, затем фосфатный буфер). Группы L, B и Е – после 
введения антимикробных препаратов, животные получали пробиотики: 
L. rhamnоsus K32, B. longum GT15 или E. faecium L-3, соответственно.
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(рис. 2). Также было отмечено снижение количе-
ства Bacteroides fragilis после введения энтерокок-
ков.

Экспрессия цитокинов в мезентериальных узлах
В данном исследовании для оценки имму-

номодулирующих свойств пробиотических бак-
терий по аналогии с анализом в системе in vitro 
проводилась оценка экспрессии генов, обеспечи-
вающих продукцию трех цитокинов: TNFα, IL-8 
и IL-10. 

При помощи ОТ-ПЦР показано (рис. 3А), что 
экспрессия IL-8 достоверно увеличивалась толь-
ко в группе К1. Стимуляция продукции TNFα 
происходила во всех группах в одинаковой степе-
ни (данные не показаны). 

В то же время выявлена более выраженная 
экспрессия генов, кодирующих IL-10 в клетках 
мезентеральных узлов крыс, получающих энте-
рококки и бифидобактерии (рис. 3Б).

Исследование содержания цитокинов 
в cыворотке крови

При исследовании содержания цитокинов 
в сыворотке после воздействия различных про-
биотических штаммов (рис. 4) были выявлены 
различия при сравнении как с контрольны-
ми группами, так и при анализе проб, взятых 
из групп L, B, E. Маркер воспаления цитокин 
МСP-1 был выявлен в высоких концентрациях 
только в группе К1, у животных, не получавших 
пробиотик. Максимальное содержание антивос-
палительных цитокинов было выявлено в группе 
Е (IL-10) и TGF-β группы Е и В.

Обсуждение
В данной работе проведено сравнительное 

исследование иммуномодулирующих свойств 
пробиотических штаммов Bifidobacterium longum 
GT15, Lactobacillus rhamnоsus K32 и Enterococcus 
faecium L-3. Геномы всех трех исследуемых 
штаммов полностью просеквенированы и депо-
нированы в GenBank, что важно для изучения 
природы тонкого взаимодействия этих бакте-
рий с организмом млекопитающих и его микро-
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биотой при лечении различных заболеваний. 
В штаммах B. longum GT15 в геноме выявлены 
гены, обеспечивающие продукцию бактерио-
цинов (epicidin 280), а также гены компонентов 
внешней мембраны, пилей и экзополисахаридов, 
участвующие в модуляции иммунной системы 
[12, 13, 17, 19].

В геноме штамма E. faecium L-3 также об-
наружены гены, обеспечивающие продукцию 
бактериоцинов (А, В, EnxA, EnxB и лактобина), 
четырех белков, участвующих в синтезе энтеро-
кокковых экзополисахаридов и четырех белков, 
необходимых для формирования фимбрий. В ге-
номе Lactobacillus rhamnоsus K32 не удалось об-
наружить генов, кодирующих ранее описанные 
бактериоцины и поверхностные белки с иммуно-
модулирующими свойствами. 

Наличие перечисленных генов антимикроб-
ных пептидов, у исследуемых в данной работе 
штаммов бифидобактерий и энтерококков, ве-
роятно, обеспечивало проявление их высокой 
антимикробной активности по отношению к ми-
кроорганизмам, заселяющим кишечник при дис-
биозе. Представители микробиоты, а также сами 
пробиотические бактерии, у которых выявлен 
ряд генов, кодирующих белки, способные взаи-
модействовать с рецепторами иммунной системы 
или регуляторными молекулами, по-видимому, 
оказывают существенное влияние на иммунную 
систему организма хозяина. Это было доказано 
в настоящей работе при оценке воздействия рас-
сматриваемых пробиотических штаммов бакте-
рий на продукцию цитокинов, на двух взаимо-
дополняющих моделях: культуры ткани человека 
и лабораторных животных (крыс) с индуциро-
ванным дисбиозом. 

Важнейшая роль цитокинов в регуляции им-
мунного ответа к настоящему времени хорошо из-
учена и доказана. Так, повышение концентрации 
провоспалительных IL-1, IL-6, IL-8, TNFα цито-
кинов играет ведущую роль в иммунной регуля-
ции и коррелирует с наличием кишечной патоло-
гии [9, 10, 39]. Увеличение продукции IL-10 имеет 
существенное значение в сохранении кишечно-
го гомеостаза, вызывает супрессию адаптивно-
го и врожденного иммунных ответов, участвует 
в тонкой регуляции взаимоотношений между от-
дельными звеньями иммунной системы [25]. 

В качестве сравнительно простой модельной 
тест-системы для изучения иммуномодулиру-
ющих свойств пробиотических штаммов была 
выбрана линия клеток ТНР-1. Она представля-
ет собой промоноциты, выделенные при острой 
промоноцитарной лейкемии человека, способ-
ные дифференцироваться в макрофаги или ден-
дритные клетки [2, 42]. THP-1 линия клеток дает 
выраженное изменение в экспрессии цитокинов 
в ответ на стимуляцию провоспалительным фак-
тором, ЛПС (компонент клеточной стенки гра-
мотрицательных бактерий). ТНР-1 клетки имеют 

большое сходство с популяцией макрофагов в же-
лудочно-кишечном тракте, реагирующих на при-
сутствие бактерий и регулирующих иммунные 
реакции организма. Схожий набор рецепторов 
и способность продуцировать те же цитоки-
ны, что и макрофаги позволяют использовать 
линию THP-1 для выявления in vitro иммуно-
модулирующей активности у пробиотических  
бактерий [6, 7]. 

В представленной работе проведено изучение 
способности пробиотических бактерий B. longum 
GT15, L. rhamnosus K32, E. faecium L-3 индуциро-
вать экспрессию цитокинов IL-8, TNFα и IL-10 
в клетках ТНР-1 на фоне воздействия ЛПС сти-
мулирующего в системе in vivo воспалительные 
реакции за счет взаимодействия с TLR4 рецепто-
рами эукариотических клеток. 

Наиболее выраженное иммуномодулиру-
ющее действие в рамках используемой тест-
системы оказывали суспензии живых бактерий 
B. longum GT15 и E. faecium L-3. Воздействие 
живых B. longum GT15 приводило к увеличению 
экспрессии одновременно IL-8, TNFα и IL-10 
цитокинов, а E. faecium L-3 – к увеличению ко-
личества мРНК, кодирующей TNFα. Культура 
лактобацил оказывала слабый эффект, в отли-
чие от ее супернатанта, проявившего слабое, но 
статистически достоверное стимулирующее дей-
ствие на продукцию TNFα. 

Условия проведения эксперимента с исследо-
ванием динамики экспрессии цитокинов в тече-
ние 2, 4 и 6 часов коинкубации пробиотиков с ин-
дуцированной ЛПС культурой клеток позволили 
выявить зависимость иммунных реакций от вре-
мени воздействия пробиотиков. В данных услови-
ях воздействие было кратковременным, и эффект 
пробиотиков к 6 часам наблюдений продолжал на-
растать. Ранее уже было отмечено, что на специ-
фический иммуномодулирующий эффект про-
биотиков в системе in vitro оказывают влияние 
культуры клеток, каждая из которых может в боль-
шей степени продуцировать специфические цито-
кины [4, 26, 37]. Также было указано, что важное 
значение для оценки влияния пробиотиков на им-
мунный ответ имеют продолжительность, условия 
коинкубации, внесенная доза и фаза роста проби-
отической культуры [8, 14, 27, 41]. 

В ходе исследования был выявлен феномен 
одновременной стимуляции B. longum GT15 
про- и противовоспалительных цитокинов. Это 
согласуется с данными, полученными в работе 
Medina et al. [28], в которой было показано, что 
живые клетки всех изученных штаммов B. longum 
вызывали значительное повышение продукции 
IL-10 и TNFα в мононуклеарных клетках пери-
ферической крови. Аналогичный феномен был 
отмечен при исследовании иммуномодулирую-
щих эффектов некоторых штаммов энтерокок-
ков, лактобацилл и бифидобактерий на экспе-
риментальных моделях и при терапии различных 
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заболеваний, что отражено в ряде публикаций 
и обзоров [4, 14, 26, 35, 37]. Он может быть объяс-
нен многофункциональностью действия каждого 
из цитокинов и сложностью регуляторных реак-
ций при иммунном ответе, в том числе в ответ 
на введение пробиотиков. 

Энтерококки и продукты метаболизма лакто-
бацилл в системе in vitro стимулировали только 
экспрессию одного из самых многофункцио-
нальных провоспалительных цитокинов TNFα, 
синтезируемого в основном моноцитами и ма-
крофагами. Этот цитокин активирует универ-
сальный фактор транскрипции NF-κB, контро-
лирующий экспрессию генов иммунного ответа, 
апоптоза и клеточного цикла. Нельзя исключить, 
что выявленное в системе in vitro увеличение экс-
прессии TNFα, обусловленное бифидобактерия-
ми, энтерококками и метаболитами лактобацилл, 
а в случае с бифидобактериями дополнительная 
экспрессия IL-8 и IL-10, происходит и в условиях 
in vivo, как проявление феномена «физиологиче-
ского воспаления кишечника». В основе этого 
феномена лежит слабая, но устойчивая стиму-
ляция провоспалительных цитокинов для под-
готовки эпителия кишечника к возможному 
взаимодействию с потенциально патогенными 
микроорганизмами.

Несколько иную картину влияния пробиоти-
ков на иммунитет можно получить при проведе-
нии исследований на лабораторных животных, 
контролируя их воздействие на организм и его 
микробиоту. Известно, что и сама микробиота, 
которая трактуется в настоящее время как но-
вый сателлитный орган [10], и пробиотические 
бактерии своими рецепторами, компонентами 
поверхностных структур, метаболитами, секре-
тируемыми неповрежденными клетками и вы-
свобождающимися при их гибели, оказывают 
мощное воздействие на иммунную систему. 

В работе была использована модель экспе-
риментального антибиотико-ассоциированного 
дисбиоза кишечника у крыс [16]. Воздействие 
ампициллином и метронидазолом приводило 
к нарушениям в составе микробиоты кишечника 
крыс, компенсация которых после введения раз-
личных пробиотиков и частично происходящая 
спонтанно была неравноценной. Так, чрезмер-
ный рост грамотрицательных бактерий, и прежде 
всего клебсиелл, был отмечен только у животных, 
не получавших пробиотиков (группа К2) или по-
сле воздействия лактобацилл. Возможно, низкая 
антагонистическая активность L. rhamnosus K32 
по отношению к энтеробактериям связана с от-
сутствием у этих лактобацилл, в отличие от бак-
териоциногенных штаммов пробиотических 
энтерококков и бифидобактерий, способности 
продуцировать антимикробные пептиды, инги-
бирующие рост клебсиелл и других грамотрица-
тельных бактерий.

Особого внимания заслуживают F. prousnitzii, 
комменсал кишечника млекопитающих, нали-
чие которого многие авторы связывают с бла-
гоприятным прогнозом в развитии и течении  
неспецифического язвенного колита и болезни 
Крона [29, 32]. Выявлена корреляция между на-
личием в желудочно-кишечном тракте млеко-
питающих F. prausnitzii (так же как Butyricicoccus 
pullicaecorum и других продуцирующих бутират 
бактерий) и снижением уровня TNFα и IL-8, 
а также увеличением продукции IL-10 [15, 29]. 
Следовательно, можно предположить, что одной 
из причин проявления антивоспалительного эф-
фекта B. longum GT15 и E. faecium L-3 является их 
действие на микробиоту, при котором было от-
мечено увеличение содержания F. prausnitzii. Об-
ращало на себя внимание отсутствие стимуляции 
энтерококками продукции IL-10 при кратковре-
менном воздействии на культуру макрофагопо-
добных клеток.

Влияние E. faecium L-3 в системе in vivo оказа-
лось более эффективным. Это проявилось в бо-
лее выраженной, чем в остальных группах жи-
вотных (исключая группу B), экспрессии генов, 
кодирующих данный цитокин, в брыжеечных 
узлах крыс групп В и Е и высоком содержании 
IL- 10 в сыворотке животных группы Е. 

О проявлении антивоспалительного эффек-
та штаммов E. faecium L-3 и B. longum GT15 при 
введении животным после индукции дисбиоза 
свидетельствовали: низкий уровень экспрессии 
и содержания в сыворотке провоспалительных 
цитокинов IL-8, TNFα, MCP-1, а также увели-
чение в сыворотке крови крыс из группы E и В 
антивоспалительного цитокина TGF-β.

Исследование иммуномодулирующих эффек-
тов пробиотиков на модели экспериментально-
го дисбиоза позволило дать более объективную 
картину иммунного ответа при сравнительно 
длительном воздействии пробиотиков. Это было 
не 6-часовое наблюдение при коинкубации 
пробиотиков с макрофагоподбными клетками, 
а 5-дневное воздействие на желудочно-кишеч-
ный тракт, кишечную микробиоту и на весь орга-
низм в целом. Принципиально важным является 
возможность попадания биологически активных 
субстанций (короткоцепочeчных жирных кислот, 
участков ДНК, коротких пептидов экзополисаха-
ридов и других потенциальных иммуностимули-
рующих молекул) в кровоток [20]. 

С использованием культуры клеток и моде-
ли экспериментального кишечного дисбиоза 
показано, что пробиотические бактерии могут 
поддерживать баланс про- и противовоспали-
тельных цитокинов, предупреждая интенсивный 
воспалительный ответ на собственное присут-
ствие и проявляя антагонистическую активность 
по отношению к патогенным микроорганизмам. 
Особенности описанных эффектов и поляри-
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зация иммунного ответа в сторону стимуляции 
иммунных реакций или их ингибирования яв-
ляются штаммоспецифичными. Они могут быть 
оценены в полной мере только при комплексном 
подходе с использованием различных условий 
проведения взаимодополняющих друг друга экс-
периментов in vitro и in vivo.

В данной работе выявлены индивидуальные 
особенности иммуномодулирующих эффектов 
трех пробиотических штаммов, оказывающих 
неодинаковое влияние на микробиоту кишечни-
ка. Выявленные особенности их иммуномодули-
рующего действия позволяют предположить, что 
штаммы E. faecium L-3 и B. longum GT15 могут 

быть рассмотрены как эффективные терапев-
тические препараты для обеспечения коррек-
ции аутоиммунных, аллергических нарушений 
иммунной системы, а в случае возникновения 
дисбиотических состояний как средства, способ-
ствующие быстрому восстановлению микробио-
ты и стабилизации гомеостаза организма. 

Возможно, использование подобных проби-
отиков, индуцирующих продукцию IL-10 клет-
ками организма хозяина, станет альтернативой 
применению рекомбинантных пробиотических 
штаммов лактобацилл и лактококков, в геном 
которых введены гены, обеспечивающие его про-
дукцию [22, 40]. 
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