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Резюме. Кишечный микробиом участвует во многих физиологических процессах хозяина, способствует 

формированию и поддержанию иммунного гомеостаза за счет регулировки иммунных реакций, направ-

ленных на защиту от колонизации патогенами. Особую роль в дифференцировке различных субпопуляций 

Т-лимфоцитов играют сегментарные нитевидные бактерии (Segmented filamentous bacteria, SFB), способные ин-

дуцировать в кишечно-ассоциированной лимфоидной ткани (КАЛТ) дифференцировку провоспалительных 

Th17-клеток, а представители рода Clostridium (cluster IV и XIVa) и Bacteroides fragilis (полисахарид A [PSA]) сти-

мулируют образование Т-регуляторных клеток (Treg) и продукцию супрессорного цитокина IL-10. Важными 

метаболитами B. fragilis являются короткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК), которые способны активи-

ровать клетки КАЛТ через рецептор FFAR2. Уменьшение концентрации КЦЖК снижает численность Treg 

в кишечнике и нарушает баланс Th17/Treg. Эти изменения напрямую ведут к снижению уровня мРНК FFAR2, 

Foxp3 и повышению экспрессии RORγ t в КАЛТ. Поэтому целью работы было определить уровень ключевых 

иммунорегуляторных бактерий в пристеночной микрофлоре кишечника крыс и его влияние на транскрип-

ционную активность генов Foxp3 и RORγ t в КАЛТ при сальмонелла-индуцированном воспалении и на фоне 

введения ванкомицина и B. fragilis. Для определения родовой и видовой принадлежности бактерий, а также их 

количества в микрофлоре крыс применяли метод полимеразной цепной реакции (ПЦР-РВ) с идентификаци-

ей их по генам 16S rDNA. Для изучения транскрипционной активности генов использовали метод полимераз-

ной цепной реакции с обратной транскрипцией в режиме реального времени (ОТ-ПЛР). В ходе эксперимен-
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та при введении животным ванкомицина и сальмонелл наблюдалось увеличение уровня SFB и уменьшение 

A. muciniphila, F. prausnitzii. Также при инфицировании крыс S. Enteritidis и S. Typhimurium на фоне предобработ-

ки ванкомицином отмечалось возрастание численности SFB на фоне выраженного уменьшения Bacteroides–

Prevotela group, A. muciniphila, Clostridium spp. кластеров XIV, IV и F. prausnitzii, что приводило к уменьшению 

уровня экспрессии мРНК генов Foxp3+ и увеличению RORγ t+ соответственно. Однако введение B. fragilis жи-

вотным, получавшим S. Enteritidis или S. Typhimurium на фоне предобработки ванкомицином, обуславливало 

уменьшение уровня SFB и мРНК RORγ t+ и, наоборот, увеличивало численность Bacteroides–Prevotela group, 

A. muciniphila, Clostridium spp. кластеров XIV, IV, F. prausnitzii и экспрессию генов Foxp3+, что свидетельствует 

о восстановлении гомеостаза кишечного микробиома. Полученные результаты показали, что B. fragilis может 

с успехом применяться при лечении воспалительных заболеваний кишечника или заболеваний с нарушени-

ем барьерной функции кишечника.

Ключевые слова: микробиом, кишечно-ассоциированная лимфоидная ткань, сальмонелла, ванкомицин, бактероиды, 

экспрессия, ПЦР-РВ.

SALMONELLA-INDUCED CHANGES IN THE LEVEL OF KEY IMMUNOREGULATORY BACTERIA 
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ASSOCIATED LYMPHOID TISSUE OF RATS
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Abstract. Intestinal microbes involved in many physiological processes owner, contributes to the formation and mainte-

nance of immune homeostasis by regulating immune responses to protect against colonization by pathogens. A special 

role in the differentiation of various subpopulations of T-lymphocytes play the segmental filamentous bacteria (Segmented 

filamentous bacteria, SFB), capable of inducing a gut-associated lymphoid tissue (GALT) differentiation proinflammatory 

Th17-cells and members of the genus Clostridium (cluster IV and XIVa) and Bacteroides fragilis (polysaccharide A [PSA]), 

stimulating the formation of regulatory T-cells (Treg) and production of suppressor of cytokine IL-10. Important metabo-

lites of B. fragilis are short-chain fatty acids (SCFA), which are able to activate GALT cells through the FFAR2 receptor. 

Lowering of the SCFA concentration leads to the reduction of the number of Treg in the intestine and breaks Th17/Treg 

balance. These changes lead to direct reducing of mRNA FFAR2, Foxp3 expression and increasing in RORγ t GALT. 

Therefore, the goal was to determine the level of the key in the edge immunoregulatory bacteria intestinal microflora rats 

and their effects on the transcriptional activity of the genes Foxp3 and RORγ t in GALT with Salmonella-induced inflam-

mation and during administration of vancomycin and B. fragilis. To determine the genus and species of bacteria, as well as 

their number in the microflora of rats, was used the method of polymerase chain reaction (PCR-RV) with their identifica-

tion by 16S rDNA genes. To study the transcriptional activity of genes using polymerase chain reaction reverse transcrip-

tion real-time (RT-PCR). During the experiment with the introduction of animals vancomycin and Salmonella there was 

an increase in the level of SFB and a decrease in A. muciniphila, F. prausnitzii. Also, during infecting rats with S. Enteritidis 

and S. Typhimurium on the background of pre-treatment with vancomycin, there was an increase in the number of SFBs 

against the background of a pronounced decrease in Bacteroides–Prevotela group, A. muciniphila, Clostridium spp. clusters 

XIV, IV, and F. prausnitzii, which led to a decrease in the expression level of Foxp3+ mRNA and an increase in RORγ t+, 

respectively. However, administration of B. fragilis to animals receiving S. Enteritidis or S. Typhimurium against pretreat-

ment with vancomycin caused a decrease in the level of SFB and mRNA RORγ t+, and, conversely, increased the number 

of Bacteroides–Prevotela group, A. muciniphila, Clostridium spp. clusters XIV, IV, F. prausnitzii and expression of Foxp3+ 

genes, which indicates the restoration of the homeostasis of the intestinal microbiome. The obtained results showed that 

B. fragilis can be successfully used in the treatment of inflammatory bowel diseases or diseases with impaired intestinal 

barrier function.

Key words: microbiome, gut-associated lymphoid tissue, Salmonella, Vancomycin, Bacteroides, expression, RT-PCR.

Многовековая коэволюция хозяина и ми-

кробов привели к их симбиозу, в котором ми-

кробиота участвует во многих физиологичес ких 

процессах хозяина, а он, в свою очередь, предо-

ставляет субстрат для питания бактерий [29]. 

В дополнение к метаболическим функци-

ям, микробиота способствует формированию 

и поддержанию иммунного гомеостаза за счет 

регулировки иммунных реакций, направленых 

на защиту от колонизации патогенами [30].
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Среди огромного количества комменсаль-

ных бактерий, населяющих ЖКТ, особую роль 

играют отдельные виды ключевых иммуно-

регуляторных бактерий, которые направля-

ют дифференцировку различных субпопуля-

ций Т-лимфоцитов, а Т-клеточные рецепторы 

(TCR) этих иммунных клеток являются ком-

менсал-специфическими [19, 37]. В этом кон-

тексте сегментарные нитевидные бактерии 

(SFB) являются индукторами дифференци-

ровки Т-хелперов 17 типа (Th17), а большин-

ство SFB-индуцированных Th17-клеток, в свою 

очередь, являются специфичными для антиге-

нов SFB. Используя гибридомные TCR у SFB-

колонизированных мышей, Yang и соавт. пока-

зали, что большинство TCR Th17-клеток специ-

фически распознают антигены SFB [ 40].

Среди обитающих в кишечнике 19 клас-

теров (от I до XIX) класса Clostridia наиболь-

шим Treg-индуцирующим потенциалом об-

ладают представители кластеров IV и XIVa 

(также известные как группы Clostridium leptum 

и Clostridium coccoides соответственно). Clost-

ridium кластера XIVa включает в себя виды, 

относящиеся к родам Clostridium, Eubacterium, 

Ruminococcus, Coprococcus, Dorea, Lachnospira, 

Roseburia и Butyrivibrio. Clostridium класте-

ра IV состоит из родов Clostridium, Eubacterium, 

Ruminococcus и Anaerofilum [26]. В частности, 

Treg-индуцирующая активность у мышей 

была обнаружена в коктейле из 46 штаммов 

рода Clostridium, принадлежащих к класте-

рам IV и XIVa [6]. Был также идентифици-

рован коктейль из 17 человеческих штаммов 

Clostridia, обладающий активностью Treg-

индуцирования [5]. Одним из представителей 

Clostridium кластера IV является вид Faecali-

bacterium prausnitzii, влияющий на баланс Th17/

Treg в кишечно-ассоциированной лимфоидной 

ткани (КАЛТ) [42]. F. prausnitzii — один из ос-

новных производителей бутирата в кишечни-

ке и способен уменьшать воспаление за счет 

стимуляции продукции большого количества 

IL-10 и блокады активации ядерного фактора 

NF-κB, что приводит к подавлению выработки 

провоспалительных цитокинов (IFNγ, TNFα, 

IL-1β, IL-8, IL-12) и повышению активности 

Foxp3+ Tregs в КАЛТ [12]. В 2016 г. в суперна-

тантах культур F. prausnitzii идентифициро-

вали белок, названный микробной противо-

воспалительной молекулой (MAM) [32]. Было 

показано, что по крайней мере семь пептидов 

белка MAM F. prausnitzii индуцируют продук-

цию IL-10 in vitro и блокируют развитие DSS-

индуцированного колита у мышей [8].

Индукторами дифференцировки Т-регуля-

торных клеток в кишечнике являются также 

представители филума Bacteroidetes Bacteroides 

fragilis и Bacteroides thetaiotaomicron [39]. Важными 

метаболитами B. fragilis являются короткоце-

почечные жирные кислоты (КЦЖК), выпол-

няющие роль связующего звена между микро-

биотой и иммунной системой, которые акти-

вируют клетки КАЛТ через рецептор FFAR2. 

Уменьшение концентрации таких КЦЖК, как 

бутират, пропионат и ацетат, снижает числен-

ность Treg в кишечнике и нарушает баланс Th17/

Treg, а уровень мРНК FFAR2 изменяется при 

развитии экспериментальных ВЗК [36]. Ранее 

мы показали, что введение B. fragilis животным, 

предобработанным ванкомицином, с последую-

щим инфицированием S. Тyphimurium повы-

шает уровень мРНК гена FFAR2 в КАЛТ, влияет 

на экспрессию эффекторных белков сальмонелл 

SipA, SopB, SopE2 [1], а также обуславливает уве-

личение уровня концентрации КЦЖК, что спо-

собствует снижению сальмонелла-индуциро-

ванного воспаления [9].

Значительный интерес представляет и им-

мунорегуляторный потенциал Akkermansia mu-

ciniphila — муцин-деградирующей бактерии 

из филума Verrucomicrobia. Plovier и соавт. (2017) 

показали, что введение A. muciniphila либо ее на-

ружного мембранного белка Amuc_1100 акти-

вирует Toll-подобные рецепторы 2 типа (TLR2), 

сигнализация через которые увеличивала экс-

прессию генов, кодирующих белки плотных 

контактов claudin 3 и occludin [31].

Помимо иммунорегуляторного потенциа-

ла вышеуказанных комменсальных бактерий, 

значительный интерес представляет их способ-

ность повышать устойчивость к колонизации 

и инвазии возбудителей за счет конкурирова-

ния за метаболиты, выработки ингибирую-

щих веществ и развития иммунных реакций 

в КАЛТ. Поэтому целью работы было опреде-

лить уровень ключевых иммунорегуляторных 

бактерий в пристеночной микробиоте кишеч-

ника крыс и его влияние на транскрипцион-

ную активность генов Foxp3 и RORγ t в КАЛТ 

при сальмонелла-индуцированном воспалении 

и на фоне введения ванкомицина и B. fragilis.

Материалы и методы

Исследования проводились на 120 самцах 

крыс линии Вистар массой 110–150 г в воз-

расте 2–3 месяца. Животные были разделены 

на восемь групп по 15 крыс в каждой группе. 

Группа 1 — контрольные животные; группа 2 — 

Vancomycin (животные, которым вводили ван-

комицин в дозе 50 мг/кг); группа 3 — S. Ente-

ritidis (животные, которым вводили S. Enteri-

tidis в количестве 3 × 108 КОЕ/мл); группа 4 — 

S. Тyphimurium (животные, которым вводили 

S. Тyphimurium в количестве 3 × 108 КОЕ/мл); 

группа 5 — Vancomycin+S. Enteritidis (жи-

вотные, получившие при пероральном вве-
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дении ванкомицин в дозе 50 мг/кг и через 

сутки получившие бактериальную нагруз-

ку S. Enteritidis в количестве 3 × 108 КОЕ/мл); 

группа 6 — Vancomycin+S. Тyphimurium (жи-

вотные, получившие при введении per os ванко-

мицин в дозе 50 мг/кг и через сутки получив-

шие бактериальную нагрузку S. Тyphimurium 

в количестве 3 × 108 КОЕ/мл); группа 7 — 

Vancomycin+S. Enteritidis+B. fragilis (животные, 

получившие при пероральном введении ван-

комицин в дозе 50 мг/кг, через сутки — бакте-

риальную нагрузку S. Enteritidis в количестве 

3 × 108 КОЕ/мл и на следующий день B. fragilis 

в количестве 3 × 108 КОЕ/мл); группа 8 — Vanco-

my cin+S. Тyphimurium+B. fragilis (животные, 

получившие при пероральном введении ванко-

мицин в дозе 50 мг/кг, через сутки — бактери-

альную нагрузку S. Тyphimurium в количестве 

3 × 108 КОЕ/мл и на следующий день — B. fragilis 

в количестве 3 × 108 КОЕ/мл). На пятые сутки 

крыс выводили из эксперимента с соблюдени-

ем принципов эвтаназии. Заражение животных 

проводили суточными культурами сальмонелл, 

выращенных на 1,5% МПА, полученных из му-

зея штаммов микроорганизмов Украинского 

центра по контролю и мониторингу заболева-

ний МОЗ Украины. Культуры бактероидов вы-

ращивали на питательных средах, приготов-

ленных согласно методическим рекомендациям 

«Лабораторная диагностика гнойно-воспали-

тельных заболеваний, обусловленных аспоро-

генными анаэробными микроорганизмами» 

(Харьков, 2000). Бактериальные суспензии 

стандартизировали при помощи денсито метра 

DEN-1B (Biosan, Латвия) по МакФарланду 

(McF). Для введения крысам S. Еnteritidis, 

S. Тyphimurium и B. fragilis нами были приго-

товлены суспензии в концентрации 1,0 стан-

дарта McF, что соответствует концентрации 3 × 

108 КОЕ/мл.

Молекулярно-генетические исследования 

по определению родовой и видовой принадлеж-

ности бактерий, а также их количественного со-

держания в микробиоте крыс проводились ме-

тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР-РВ) 

с идентификацией их по генам 16S rDNA. В ка-

честве материала для ПЦР-РВ исследований 

микробиома использовали пристеночное со-

держимое кишечника крыс. Соскобы со слизис-

той оболочки подвздошной кишки лизировали 

в буфере ASL (Qiagen, Германия). Выделение 

тотальной ДНК из соскобов выполнялось в со-

ответствии с инструкциями производителя. 

Обилие кишечных бактерий измеряли коли-

чественной ПЦР на термоциклере CFX-96 

(Bio-Rad, США) с использованием SYBR Green 

Master Mix (Thermo Scientific, США) и специ-

фических видо- и родоспецифических прайме-

ров (Thermo Scientific, США) (см. табл. 1). Коли-

чественные результаты нормировали по универ-

сальной 16S rDNA и анализировали с исполь-

зованием метода ΔCt. Статистический анализ 

выполнялся с использованием GraphPad Prism 

(GraphPad Software).

Определение уровня транскрипционной ак-

тивности генов Foxp3, RORγ t в КАЛТ проводи-

лось с использованием полимеразной цепной 

реакции с обратной транскрипцией в режиме 

реального времени (ПЦР-ОТ). РНК выделя-

ли из сгруппированных лимфоидных узел-

ков (Пейеровых бляшек) подвздошной кишки 

крыс. Выделение тотальной РНК проводили 

с использованием набора «Trizol RNA Prep 100» 

(Лаборатория Изоген, Россия), который содер-

жит Trizol reagent и ExtraGene. Для проведения 

обратной транскрипции и получения кДНК 

использовали «Набор реагентов для проведе-

ния обратной транскрипции (ОТ-1)» (Синтол, 

Россия). Реакционная смесь общим объемом 

25 мкл содержала: 2 мкл тотальной РНК, 1 мкл 

Таблица 1. Праймеры для определения бактериальных групп по 16S rDNA

Table 1. Primers for the determination of bacterial groups of 16S rDNA

16S universal UniF340: 5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3′
16S universal UniR514: 5′-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3′
Segmented filamentous bacteria (SFB) SFB736F: 5′-GACGCTAGGCATGAGAGCAT-3′
Segmented filamentous bacteria (SFB) SFB844R: 5′-GACGGCACGGATTGTTATTCA-3′
Akkermansia muciniphila F: 5′-CAGCACGTGAAGGTGGGGAC-3’
Akkermansia muciniphila R: 5′-CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT-3’
Faecalibacterium prausnitzii F: 5′-CCCTTCAGTGCCGCAGT-3’
Faecalibacterium prausnitzii R: 5′-GTCGCAGGATGTCAAGAC-3′
Bacteroides–Prevotella group Bac303FGAAGGTCCCCCACATTG
Bacteroides–Prevotella group Bac708RCAATCGGAGTTCTTCGTG
Clostridial cluster IV F: TTAACACAATAAGTAATCCACCTGG
Clostridial cluster IV R: ACCTTCCTCCGTTTTGTCAAC
Clostridial cluster XIV F: CGGTACCTGACTAAGAAGC
Clostridial cluster XIV R: AGTTTCATTCTTGCGAACG
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Random-6 праймера, 8,5 мкл деионизирован-

ной Н2О, очищенной от нуклеаз, 12,5 мкл ре-

акционной смеси и 1 мкл ревертазы MMLV-

RT. Обратную транскрипцию проводили при 

45°С на протяжении 45 мин с последующим 

нагреванием для инактивирования MMLV-RT 

на протяжении 5 мин при 92°С.

Для определения уровня экспрессии иссле-

дуемых генов крыс Foxp3, RORγ t использова-

ли набор реактивов Maxima SYBR Green qPCR 

MasterMix (2x) (Thermo Scientific, США) и ам-

плификатор CFX96™ Real-Time PCR Detection 

Systems (Bio-Rad, США). Финальная реакцион-

ная смесь для амплификации содержала краси-

тель SYBR Green, ДНК-полимеразу Maxima Hot 

Start Taq DNA Polymerase, по 0,2 мкл прямого 

и обратного специфических праймеров, 1 мкл 

матрицы (кДНК). Реакционную смесь доводи-

ли до общего объема 25 мкл добавлением дио-

низированной Н2О. Специфические пары прай-

меров (5’–3’) для анализа исследуемых и рефе-

ренсного генов были подобраны при помощи 

программного обеспечения Primer-Blast (www.

ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) и изготов-

лены фирмами Metabion (Германия) и Thermo 

Scientific (США) (см. табл. 2).

После начальной денатурации на протяже-

нии 10 мин при 95°C амплификация состояла 

из 45 циклов и проводилась при следующих 

условиях: денатурация — 95°С, 15 с; отжиг — 

59–61°С, 30–60 с; элонгация — 72°С, 30 с. В ка-

честве референс-гена для определения относи-

тельного значения изменения уровня экспрес-

сии исследуемых генов крыс был использован 

ген глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназы 

(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 

GAPDH). Относительное нормализованное ко-

личество кДНК таргетных генов определяли 

сравнительным методом ΔΔCt. Статистический 

анализ данных ПЦР проводили при помощи 

программного обеспечения CFX Manager™ 

(Bio-Rad, США). В эксперимент включали от-

рицательные контроли без добавления кДНК 

матрицы в реакцию ПЦР, без добавления мРНК 

матрицы в синтезе кДНК, без добавления фраг-

мента в синтезе кДНК. Все реакции амплифи-

кации выполняли на индивидуальных образ-

цах в трех повторах.

Результаты и обсуждение

В ходе проведения исследований получен-

ные нами результаты показали, что при вве-

дении экспериментальным животным ванко-

мицина наблюдалось снижение численности 

представителей F. prausnitzii (р ≤ 0,0017) (рис. 1В), 

A. muciniphila (р ≤ 0,0001) (рис. 1Б), представи-

тельство бактерий рода Clostridium cluster IV 

(р ≤ 0,0046) (рис. 1Д) и Bacteroides+Prevotella 

(р ≤ 0,0005) (рис. 1Г) снижалось менее интен-

сивно, а уровень Segmented filamentous bacteria 

в этой группе достоверно увеличивался (р ≤ 

0,0001) по сравнению с контролем (рис. 1А). 

Также при инфицировании крыс S. Enteritidis 

и S. Тyphimurium в группах III и IV отмечалось 

уменьшение A. muciniphila (р ≤ 0,0001; р ≤ 0,0001) 

(рис. 1Б) и Bacteroides+Prevotella (р ≤ 0,0002; р ≤ 

0,0002) (рис. 1Г), а количество представителей 

SFB (р ≤ 0,0001) (рис. 1А) возрастало по отноше-

нию к контрольной группе.

В другом случае, при комбинированном 

введении ванкомицина и сальмонелл, в при-

стеночной микробиоте крыс наблюдались бо-

лее выраженные изменения количественного 

состава представителей этих родов бактерий. 

Так, в V и VI экспериментальных группах ре-

гистрировалось резкое снижение численности 

F. prausnitzii (р ≤ 0,0011; р ≤ 0,0002) (рис. 2В, 3В), 

A. muciniphila (р ≤ 0,0286; р ≤ 0,0055) (рис. 2Б, 

3Б), Clostridium сluster IV (р ≤ 0,0024; р ≤ 0,0033) 

(рис. 2Д, 3Д), Clostridium сluster XIV (р ≤ 0,0127; 

р ≤ 0,0198) (рис. 2Е, 3Е) и Bacteroides+Prevotella 

(р ≤ 0,0189; р ≤ 0,0017) (рис. 2Г, 3Г), а уровень 

SFB достоверно увеличивался (р ≤ 0,0001; р ≤ 

0,0001) (рис. 2А, 3А) по сравнению с третьей 

и четвертой группами. Однако при совместном 

введении ванкомицина, сальмонелл и B. fragilis 

в VII и VIII группах отмечалось интенсивное 

увеличение количества Clostridium сluster IV 

(р ≤ 0,0019; р ≤ 0,0005) (рис. 2Д, 3Д), Clostridium 

сluster XIV (р ≤ 0,0151; р ≤ 0,0021) (рис. 2Е, 3Е) 

и Bacteroides+Prevotella (р ≤ 0,0001; р ≤ 0,0001) 

(рис. 2Г, 3Г). Численность представителей 

F. prausnitzii и A. muciniphila достоверно возрас-

тала только в VIII группе (р ≤ 0,0166; р ≤ 0,0001) 

(рис. 3Б, 3В), а уровень SFB в этих группах досто-

верно снижался (р ≤ 0,0001; р ≤ 0,0001) (рис. 2A, 

3A) по сравнению с контролем (см. табл. 3).

Учитывая, что B. fragilis являются одними 

из основных продуцентов КЦЖК, которые 

активируют клетки КАЛТ, мы определили 

уровень экспрессии мРНК транскрипционно-

го фактора Foxp3, направляющего дифферен-

цировку Т-клеток в сторону Treg. Так, транс-

крипционная активность гена Foxp3 в группах 

Таблица 2. Праймеры для определения уровня 

экспрессии генов Foxp3 и RORγ t крысы

Table 2. Primers for determining the level of gene 
expression of Foxp3 and RORγ t rats

Ген Праймер

Foxp3
F = CGAGACTTGGAAGTCAGCCAC
R = TCTGAGGCAGGCTGGATAACG

RORγ t
F = AACATCTCGGGAGTTGCTGG
R = TCGATTTGTGAGGTGTGGGT

GAPDH
F = GCCTGGAGAAACCTGCCAAG

R = GCCTGCTTCACCACCTTCT
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Рисунок 1 (1-й фрагмент). Относительное количество представителей Segmented filamentous 

bacteria (А), Akkermansia muciniphila (Б), Faecalibacterium prausnitzii (В), Bacteroides+Prevotella (Г), 

Clostridium cluster IV (Д) и Clostridium cluster XIV (Е) по 16S rDNA при введении ванкомицина, 

S. Enteritidis и S. Typhimurium

Figure 1 (fragment 1). The relative number of representatives of Segmented filamentous bacteria (A), Akkermansia 
muciniphila (B), Faecalibacterium prausnitzii (C), Bacteroides+Prevotella (D), Clostridium cluster IV (E) и Clostridium 
cluster XIV (F) by 16S rDNA with the introduction of vancomycin, S. Enteritidis and S. Typhimurium
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III, IV и VI оставалась без изменений [рис. 1Ж(a), 

2Ж (c1)] и достоверно снижалась в V группе 

(на 67%, р ≤ 0,05) [рис. 2Ж (c)]. Однако при вве-

дении B. fragilis относительное нормализован-

ное количество мРНК гена Foxp3 в группах 

Vancomycin+S. Ente ritidis+B. fragilis и Vancomy-

cin+S. Тyphimurium+B. fragilis увеличилось в 2,5 

и 85 раз соответственно (р ≤ 0,05) [рис. 3Ж (e, 

e1)]. Увеличение уровня экспрессии транскрип-

ционного фактора RORγ t, регулирующего диф-

ференцировку субпопуляции Th17-клеток, на-

блюдалось в III, IV, V и VI группах [рис. 1Ж (b), 

2Ж (d, d1)] в 2,9; 3,9; 13 и 2,5 раза и достовер-

но снижался в VIII группе (на 70%, р ≤ 0,05) 

(рис. 3Ж (f1), рис. 4, III обложка).

Обсуждение

Определенные представители кишечной 

микрофлоры, такие как Segmented filamentous 

bacteria, Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia 

muciniphila, Clostridium cluster IV, Clostridium 

cluster XIVa, Bacteroides fragilis, способны вли-

ять на активацию врожденных и адаптивных 

звень ев в КАЛТ, что определяет исход инфек-

ционного заболевания [10, 22].

Существует сложная и динамическая пере-

крестная связь между кишечной микробиотой 

и дифференцировкой CD4+ Т-клеток, играю-

щих важную роль в организации адаптивных 

иммунных реакций в условиях гомеостаза 

и воспаления. Увеличение продукции Th17-

клеток в тонком кишечнике может быть вы-

звано колонизацией SFB, измененной флорой 

Шаэдлера (ASF) и зачастую зависит от количе-

ственного содержания клостридий и опреде-

ленных комменсалов. Почему SFB преимуще-

ственно индуцирует дифференцировку Th17? 

Два недавних исследования показали, что 

ключевой особенностью SFB, необходимой для 

индукции Th17, является тесная связь с эпите-

лиальными клетками кишечника. Используя 

специфичные для мышей и крыс штаммы SFB, 

Atarashi и соавт. обнаружили, что только штам-

мы, полученные от первоначального хозяи-

на, способны индуцировать клетки Th17, что 

было связано с видоспецифической адгезией. 

Адгезия SFB индуцировала экспрессию эпите-

лиальных сывороточных амилоидных белков 

(SAA1/2) и реактивного белка, продуцирующе-

го кислород — Duox2 — в эпителиальных клет-

ках. SAA1 усиливает индукцию IL-17A и IL-17F 

клетками Th17, а также воздействует на ден-

дритные клетки, способствуя индукции Th17 

и повышению экспрессии RORγ t+ [4]. Также 

действие IL-22, канонического цитокина Th17, 

индуцирует выработку антимикробных пепти-

дов, эффективных против бактерий, способных 

вызвать присоединение или удаление штаммов, 

таких как C. rodentium и некоторых штаммов 

E. coli, S. Тyphimurium, Yersinia enterocolitica [20, 

34]. Обнаружено, что колонизация SFB приво-

дит к повышенной экспрессии молекул МНС II 

класса на эпителиальных клетках кишечни-

ка и влияет на гликозилирование энтероци-

тов, специфически вызывая экспрессию GM1-

гликолипидов, предназначенных для ингиби-

рования прикрепления другого агента [41].

Полученные нами результаты совпада-

ют с данными других экспериментов, демон-

стрирую щих, что колонизация кишечника Bac-

teroides fragilis с помощью его полисахарида A 

(PSA) индуцирует Tregs и продукцию IL-10 по-

средством передачи сигналов через TLR2 [17]. 

Кроме того, бактериальные метаболиты — ко-

роткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК) — 

Рисунок 1 (2-й фрагмент). Относительное нормализованное количество мРНК генов Foxp3 (a) 

и RORγ t (b) в сгруппированных лимфоидных узелках подвздошной кишки крыс при ведении 

S. Enteritidis и S. Typhimurium

Figure 1 (fragment 2). Relative normalized amount mRNA of Foxp3 (a) and RORγ t (b) genes in grouped lymphoid 
nodules of the ileum of rats when administered by S. Enteritidis and S. Typhimurium
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Рисунок 2 (1-й фрагмент). Относительное число представителей Segmented filamentous bacteria (А), 

Akkermansia muciniphila (Б), Faecalibacterium prausnitzii (В), Bacteroides+Prevotella (Г), Clostridium 

cluster IV (Д) и Clostridium cluster XIV (Е) по 16S rDNA при комбинированном ведении ванкомицина, 

S. Enteritidis и B. fragilis

Figure 2 (fragment 1). The relative number of representatives of Segmented filamentous bacteria (A), Akkermansia 
muciniphila (B), Faecalibacterium prausnitzii (C), Bacteroides+Prevotella (D), Clostridium cluster IV (E) и Clostridium 
cluster XIV (F) by 16S rDNA with the combined management of vancomycin, S. Enteritidis и B. fragilis
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также способны регулировать продукцию Tregs 

клеток и усиливать ацетилирование локуса 

Foxp3 в Tregs [33]. При исследовании мышей, 

колонизированных 17 человеческими штам-

мами Clostridium, уровни содержания КЦЖК 

(ацетата, пропионата, изобутирата и бутирата) 

были повышены, что стимулировало продук-

цию супрессорного цитокина TGFβ в эпите-

лиальных клетках толстой кишки и косвенно 

способствовало развитию Tregs. Рецепторы, ко-

торые активируются SCFA, а именно связанные 

с G-белком (GPСR), такие как GPR43 (FFAR2), 

экспрессируются как в эпителиальных клетках, 

так и в большинстве гематопоэтических клет-

ках. Соответственно, мыши, лишенные GPR43, 

имели меньшее количество Tregs [3].

Использование очищенного PSA может защи-

тить животных от развития колита и рассеянно-

го склероза. Известно, что B. fragilis тесно связы-

вается с криптами кишечника. Когда у B. fragilis 

разрушается PSA, они теряют способность ин-

дуцировать Tregs и ассоциировать с кишечным 

эпителием, что позволяет предположить важ-

ность Tregs для колонизации B. fragilis в этой 

нише. Эффект PSA является примером мощного 

терапевтического потенциала, который может 

быть раскрыт посредством детального изучения 

комменсальных микроорганизмов [14].

В целом комменсалы могут регулировать 

иммунную специфичность посредством не-

скольких механизмов: a) микрорганизмы в ки-

шечнике могут индуцировать популяции 

Т-клеток, которые экспрессируют два TCR: 

один TCR распознает сам комменсал, а другой 

реагирует на собственный пептид. Миграция 

этих Т-клеток в ткани хозяина может вызвать 

патологию и аутоиммунитет; б) CD4+ и CD8+ 

Т-клетки могут быть активированы независимо 

от их TCR через Toll-подобные рецепторы (TLR). 

В частности, стимуляция бактероидами TLR 

на T-клетках способствует их дифференциров-

ке в Treg; в) комменсальные микроорганизмы 

могут экспрессировать эпитопы, имитирующие 

собственные пептиды, которые, как известно, 

управляют аутоиммунитетом. Собственные ре-

активные Т-клетки будут активироваться эти-

ми антигенами в кишечнике, а затем поступать 

в ткани и вызывать аутоиммунитет [28].

Рисунок 2 (2-й фрагмент). Относительное нормализованное количество мРНК генов Foxp3 (c, c1) 

и RORγ t (d, d1) в сгруппированных лимфоидных узелках подвздошной кишки крыс при ведении 

S. Enteritidis и S. Typhimurium на фоне предобработки ванкомицином. Нормализация по методу ΔΔΔΔCt 

с референс-геном GAPDH

Figure 2 (fragment 2). Relative normalized amount of mRNA Foxp3 (c, c1) and RORγ t (d, d1) genes in grouped 
lymphoid nodules of the ileum of rats when administered by S. Enteritidis and S. Typhimurium on the background 
of pre-treatment with vancomycin. Normalization by the ΔΔCt method with the GAPDH reference gene
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Рисунок 3 (1-й фрагмент). Относительное число представителей Segmented filamentous bacteria (А), 

Akkermansia muciniphila (Б), Faecalibacterium prausnitzii (В), Bacteroides+Prevotella (Г), Clostridium 

cluster IV (Д) и Clostridium cluster XIV (Е)  по 16S rDNA при сочетанном ведении ванкомицина, 

S. Typhimurium и B. fragilis

Figure 3  (fragment 1). The relative number of representatives of Segmented filamentous bacteria (A), Akkermansia 
muciniphila (B), Faecalibacterium prausnitzii (C), Bacteroides+Prevotella (D), Clostridium cluster IV (E) и Clostridium 
cluster XIV (F) by 16S rDNA with combined management of vancomycin, S. Typhimurium and B. fragilis
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Комменсальная микробиота кишечника 

обеспечивает устойчивость к колонизации па-

тогенными микроорганизмами. Эксперименты 

показали, что у мышей при заражении S. Тyphi-

murium определяется более высокая устойчи-

вость к патогенам, нежели в условиях их предо-

бработки антибиотиком, при которой наблю-

дается более резкое нарушение резидентного 

сообщества, что приводит к повышенной ин-

вазии сальмонелл и формированию у людей 

хронического бессимптомного носительства. 

Комменсальные виды Bacteroides spp. способны 

ограничивать сальмонелла-индуцированную 

инфекцию в кишечнике за счет производства 

КЦЖК, таких как пропионат, ацетат и бутират. 

Однако сальмонеллы могут избегать реакций 

врожденного и адаптивного иммунитета по-

средством продукции эффекторных белков, вы-

зывающих внедрение, выживание и ауторепро-

дукцию бактерий в пределах тканей организма, 

что приводит к воспалению кишечника [2, 7, 29].

Было обнаружено, что введение живых 

A. muciniphila повышало эндогенную выработ-

ку специфических биологически активных 

липидов, оказывало противовоспалитель-

ное действие и регулировало эндогенную вы-

работку кишечных пептидов, участвующих 

в регуляции глюкозы и барьерной функции 

кишечника, а именно глюкагоно-подобных 

пептидов 1 и 2 (GLP-1 и GLP-2) [11, 21, 24, 35]. 

Установлено, что высокий уровень метабо-

литов таких представителей, как Clostridia, 

может способствовать развитию Пейеровых 

бляшек, αβ-ТCR интра эпителиальных лим-

фоцитов (IEL) и продукции IL-7, IL-6, TGFβ, 

IgA, а также влиять на соотношение CD4–

CD8+ и CD4+CD8– лимфоцитов [32]. Вдобавок 

Clostridium spp. XIV и IV кластеров, посред-

ством активации экспрессии транскрипцион-

ного фактора Foxp3 и IL-10, индуцируют нако-

пление Tregs-клеток в собственной пластинке 

слизистой оболочки кишечника, а за счет мат-

ричных металлопротеиназ (ММР) активи-

руют TGF-β и индоламин 2,3-диоксигеназу 

(IDO) в эпителиальных клетках толстой киш-

ки и снижают численность Th17, что игра-

Рисунок 3 (2-й фрагмент). Относительное нормализованное количество мРНК генов Foxp3 (e, e1) 

и RORγ t (f, f1) в сгруппированных лимфоидных узелках подвздошной кишки крыс при ведении 

B. fragilis экспериментальным животным получавшим S. Enteritidis и S. Typhimurium на фоне 

предобработки ванкомицином. Нормализация по методу ΔΔΔΔCt с референс-геном GAPDH

Figure 3 (fragment 2). Relative normalized amount of mRNA Foxp3 (e, e1) and RORγ t (f, f1) genes in grouped 
lymphoid nodules of the ileum of rats when B. fragilis was administered to experimental animals treated with 
S. Enteritidis and S. Typhimurium on the background of pre-treatment with vancomycin. Normalization by the ΔΔCt 
method with the GAPDH reference gene
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ет важную роль в поддержании врожденного 

и адаптивного иммунного гомеостаза в ки-

шечнике [13, 15, 18, 23, 25, 27].

В целом до настоящего времени было извест-

но, что только некоторые из комменсальных ми-

кробов способны модулировать специфические 

иммунные параметры, но последние работы по-

казывают иммуномодулирующее действие фило-

генетически все более разнообразных кишечных 

микробов человека. Большинство бактерий ока-

зывали несколько специализированных, допол-

нительных или избыточных транскрипционных 

и иммуномодулирующих эффектов. Удивительно, 

но зачастую они не зависели от мик робной фило-

гении. Эти исследования могут определить важ-

ные терапевтические эффекты.

Действительно, скрининг кишечного мик-

робиома дал ряд открытий, как ожидаемых, 

так и непредвиденных. Например, было обна-

ружено, что отдельные микроорганизмы спо-

собны индуцировать клетки Th17 в эпителии 

кишечника до уровня, аналогичного уровню, 

вызываемому SFB, как это было подробно по-

казано в других экспериментах [16]. Однако 

стало неожиданным наблюдение, что около 

четверти исследованных бактерий, охватываю-

щих различные виды, могут вызывать индук-

цию RORγ t+Helios-Tregs в толстом кишечни-

ке [38]. Другая, ранее не известная, но потен-

циально интересная иммуномодулирующая 

активность представителей Veillonella состоит 

в том, что они стимулируют увеличение IL-10-

продуцирующих CD4+ T-клеток и параллель-

ное снижение IL-22-продуцирующих эпители-

альных клеток в толстой кишке. L. rhamnosus, 

значительно снижает число дендритных кле-

ток, а F. varium оказывает необычайно сильную 

иммуностимулирующую активность [5].

Выводы

Введение животным ванкомицина и сальмо-

нелл обуславливало количественное изменение 

уровня ключевых иммунорегуляторных бак-

терий: увеличение уровня SFB и существенное 

уменьшение A. muciniphila, F. prausnitzii. При ин-

фицировании крыс S. Enteritidis и S. Тyphi murium 

на фоне предобработки ванкомицином наблю-

далось более резкое изменение в количественном 

составе микробиоты, приводящее к уменьшению 

уровня экспрессии мРНК генов Foxp3+ и увели-

чению RORγt+ соответственно. Однако введение 

экспериментальным животным B. fragilis, полу-

чавшим S. Еnteritidis или S. Тyphimurium на фоне 

предобработки ванкомицином, уменьшало уров-

ни SFB и мРНК RORγt+, а также значительно уве-

личивало представительство Bacteroides–Prevotela 

group, A. muciniphila, Clostridium spp. кластеров 

XIV, IV, F. prausnitzii и экспрессии генов Foxp3+, 

что свидетельствует о восстановлении гомеоста-

за кишечного микробиома.

Изучение молекулярных механизмов взаи-

модействия SFB с КАЛТ позволяет выяснить их 

влияние на физиологические, метаболические 

и иммунные процессы в кишечнике и, возмож-

но, использовать A. muciniphila, Clostridium spp. 

кластеров XIV и IV, F. prausnitzii и Bacteroides–

Prevotela group в качестве инструмента для раз-

работки новых методов профилактики и тера-

пии воспалительных заболеваний кишечни-

ка или заболеваний с нарушением барьерной 

функции кишечника.

B. fragilis снижает дисбиотические проявле-

ния, способствует восстановлению кишечного 

микробиома и может применяться как общая 

адъювантная терапия в сочетании с антибакте-

риальными препаратами.
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