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Из 156 образцов фекалий, полученных от здоровых коренных жителей Центрального региона России, сформирована 
коллекция из 87 штаммов бифидобактерий, из которых отобрано 5 штаммов с широкой антагонистической активно-
стью по отношению к патогенным и условно-патогенным микроорганизмам. Отобранные штаммы характеризуются 
высоким пробиотическим потенциалом; обладают адгезивными свойствами и чувствительностью к антибиотикам и 
химиопрепаратам, соответствующими основным требованиям общих фармакопейных статей к штаммам микроор-
ганизмов, используемых в производстве пробиотиков для медицинского применения. Данные штаммы бифидобактерий 
могут быть рекомендованы для создания эффективных пробиотических лекарственных препаратов, ориентированных 
на жителей Центрального региона России.
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Введение. В последние годы наблюдается повышенный 
интерес к изучению бифидобактерий в связи с их пробиоти-
ческими свойствами и способностью положительно влиять 
на здоровье человека [1]. Бифидобактерии являются важ-
нейшим компонентом микробиоты человека [2]. Они играют 
важную роль в процессах переваривания и усвоения пищи, 
синтезируют биологически активные вещества, подавляют 
патогенную микрофлору, оказывают выраженное иммуно-
стимулирующее действие [3–9]. Сегодня большое внимание 
уделяется созданию новых фармпрепаратов на основе проби-
отических штаммов лактобацилл и бифидобактерий [10–13]. 
Минздравом РФ в 2013 г. разработан новый комплекс общих 
фармакопейных статей (ОФС) (http://www.rosminzdrav.ru/
docs/mzsr/regulation/81), определяющих основные требова-
ния к штаммам микроорганизмов, используемых в произ-
водстве пробиотиков для медицинского применения. Это 
должны быть производственные штаммы, выделенные из 
организма человека, с подтвержденным клиническим эффек-
том, депонированные в национальной или международной 
коллекции, идентифицированные до вида по фено- 
и генотипическим признакам, охарактеризованные 
по физиолого-биохимическим свойствам, спектру 
антагонистической активности к тест-штаммам па-
тогенных и условно-патогенных культур; должны 
быть апатогенны и безопасны, не продуцировать 
ферменты патогенности [14–16]. Отбор новых пер-
спективных пробиотических штаммов следует ве-
сти в соответствии с данными требованиями.

Важно, чтобы штаммы были генетически ста-
бильны и сохраняли важные пробиотические свой-
ства в процессе культивирования и производства 
пробиотиков для медицинского применения. Про-
изводственные штаммы, созданные несколько де-
сятилетий назад, могут терять ряд генов в процессе 
многолетнего нахождения в лаборатории без соответ-
ствующего генетического и биологического контро-
ля их свойств. При отборе новых штаммов рекомен-
дуется проводить полногеномное секвенирование и 
контролировать генетическую стабильность [17, 18].

Ведутся интенсивные исследования микробио-
ма человека, установлено существование трех энте-
ротипов микробиома в желудочно-кишечном тракте 
человека [19]. В результате исследований, прове-
денных в России, выявлены и другие энтеротипы, 
специфичные для российского населения [20]. При-
менение пробиотических препаратов может быть 
более эффективным при большей персонификации. 
Микробиота человека неодинакова у людей разных 
континентов, стран, регионов, так как существу-
ет тесная взаимосвязь между индигенной микро-
флорой человека, его организмом и экзогенными 
факторами окружающей среды. Она зависит от ге-
нотипа, образа жизни, питания [19–21]. Показана 
связь между изменениями в микробиоте человека 
и развитием различных заболеваний [22, 23]. Соз-
дание эффективных пробиотиков, направленных на 
коррекцию микрофлоры как здоровых, так и боль-
ных людей, проживающих в определенном регионе, 
является актуальной задачей.

Приведенные данные позволяют сформулиро-
вать новый подход к получению пробиотических 
штаммов, в том числе бифидобактерий. Необхо-
димо формировать новые коллекции штаммов 
бифидобактерий, выделенных от людей, прожи-
вающих в разных регионах России, проводить де-
тальную характеристику штаммов современными 
биохимическими, генетическими, молекулярно-
биологическими и иммунобиологическими ме-
тодами, включая полногеномное секвенирование 
и аннотацию генома по комплексу ключевых ге-
нов. Отбирать перспективные для производства 

пробиотических фармпрепаратов штаммы, предназначен-
ные для жителей разных регионов нашей страны. На базе 
Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН в со-
трудничестве с ГБОУ ВПО "Тверская ГМА" Минздрава 
России ведется работа по созданию криобанка образцов 
микробиоты кишечника человека, формируется коллек-
ция штаммов бифидобактерий, выделенных от жителей 
различных регионов России, с целью получения новых 
пробиотических штаммов для производства современных 
лекарственных препаратов, адаптированных для населе-
ния конкретных регионов (региональные пробиотические 
фармпрепараты). Данная работа является первым этапом в 
осуществлении этой программы.

Цель исследования – выделить штаммы бифидобактерий 
от здоровых людей, проживающих в Центральном федераль-
ном округе (ЦФО), сформировать коллекцию штаммов би-
фидобактерий, провести отбор антагонистически активных 
безопасных штаммов и их анализ в соответствии с требова-
ниями ОФС по пробиотическим свойствам.

Т а б л и ц а  1
Праймеры для генотипирования и определения пробиотических генов

Олигонук-
леотид

Структура олигонуклеотида 5'–3' Ожидаемый размер ПЦР 
фрагмента, нуклеотиды

Праймеры для видотипирования

16sln gTg gag ggT Tcg aTT cTg gcT 1550
16slc aga aag gag gTg aTc cag ccg

Гидролиз олиго- и полисахаридов
aeg n agT Tcg gcg TTa Tcc TTg c
aeg c Tcg Tgg gca Tac acc TTg g 248
eara n caa gca cag cac cga cTa cc
eara c gaa cgT caT cTc gac cTT gc 214
xynd n gTgaagTagcTcggTgTcTgc
xynd c agg gTg cTT acT cgT aTg aag g 176
bglc n gTg cTc aTc agc Tcc aag c
bglc c gaa ggT gaT cgg cag Tcg 201
glu n aca agc caT Tcc TgT Tca cc
glu c aag Tcg cag agg TTc caT acc 172

Адгезия
lex n Tac cac aca gca gcT caT cg
lex c gaa acg gTc acg aac aga cc 195
cpaf n gTa ccg Tcc agg cTg aTT Tc
cpaf c cca gTT cac caT gTg cTa c 167

Иммуномодуляция
sor n cac TTg gaa cag acc Tca cTa cc
sor c cag TTg TTT ggc aTc agT cg 207
epr n cag TTg TTT ggc aTc agT cg
epr c Tcc Tcg Tcc aca aag aaT gc 183
ser n Tac TcT ccT gcT Tcg aTg Tgg
ser c TcT TcT Tga cgg Tgg aTT gg 244

Синтез экзополисахаридов
mrcb2 n Tga aTg TgT ggg cTa TcT gg
mrcb2 c TgT Tgg TgT TgT Tgg aca gg 249

Антиканцерогенная активность
but n cTg gag aag gcg aTg aag g
but c ggT gTT cgT gga cag aaT cg 246
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Материалы и методы. Материал для исследования – об-
разцы фекалий 156 здоровых людей в возрасте от 18 лет до 
21 года (120 девушек и 36 юношей), коренных жителей ЦФО 
(Тверская, Московская, Ярославская, Брянская и другие обла-
сти). У всех испытуемых проводилось анкетирование с целью 
сбора информации о родословной, личных параметрах, месте 
проживания, типе питания. Все люди на момент обследова-
ния были клинически здоровы, не имели в анамнезе инфек-
ционных и соматических заболеваний желудочно-кишечного 
тракта. Для выделения бифидобактерий использован schae-
dler agar (bbl®) с кровью с последующим культивировани-
ем в анаэробных условиях, посевом на селективную среду, 
содержащую антибиотик мупироцин (100 мкг/мл), и микро-
скопией для определения морфологических и тинкториаль-
ных свойств. Чистые культуры бифидобактерий выращивали 

в bifidobacterium broth («himedia», Индия), на 
mrs-агаре («himedia», Индия) с добавлением 
0,5 г/л цистеина («himedia», Индия). Культи-
вирование проводили в анаэробных условиях 
(hianaerobic system – mark iii, anaerohigas 
pack 3,5 l; «himedia», Индия) при температуре 
37oc в течение 24–48 ч.

Для выделения антагонистически активных 
штаммов бифидобактерий проведено первичное 
изучение их антагонизма по отношению к инди-
каторному штамму Escherichia coli bvK o83 ме-
тодом перпендикулярных штрихов на плотной 
питательной среде с отбором штаммов.

Биохимическая идентификация проводилась 
с помощью тест-системы api® 20А (bio mérieux) 
и программного обеспечения api Web.

Видотипирование и определение пробио-
тических генов проводились на базе Инсти-
тута общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН. 
Родовое и видовое генетическое типирование 
бифидобактерий проводилось методом ампли-
фикации (ПЦР) и последующего секвенирова-
ния последовательности гена 16s рРНК. На-
личие пробиотических генов изучали методом 
ПЦР. Праймеры для ПЦР синтезированы в ЗАО 
"Синтол" (Москва, Россия) (табл. 1). Амплифи-
кация ДНК проводилась с использованием на-
бора реактивов "Амплификация" (dialat ltd., 
Москва, Россия) на приборе Терцик ТП 4-ПЦР 
01 («ДНК-Технология», Россия). Реакционная 
смесь ПЦР для каждого гена (объем 25 мкл) со-
держала 50–75 нг геномной ДНК и по 5 пкМ 
каждого из соответствующей пары праймеров, 
а также 1,25 мкл dmso и 2 мкл 50 мm mgcl2. 
Режим амплификации: нагрев в течение 5 мин 
при 95oc, затем 30 циклов – денатурация 1 мин 
при 94oc, отжиг 1 мин при 54–66oc (темпера-
тура отжига подбиралась для каждой пары 
праймеров), достройка цепи 1 мин при 72oc, 
финальная достройка 5 мин при 72oc. Электро-
форез продуктов амплификации ДНК прово-
дили в горизонтальном агарозном геле в трис-
боратном буфере. Использованы маркеры мо-
лекулярной массы gene ruler 100 bp plus dna 
ladder («fermentas», Литва). Нуклеотидную 
последовательность ДНК определяли методом 
Сэнгера на приборе applied biosystem genetic 
analysator 3100.

Антагонистическая активность бифидобак-
терий изучена методом отсроченного антаго-
низма по отношению к тест-штаммам: Staphy-
lococcus aureus 25923, Candida albicans 885-653, 
Pseudomonas aeruginosa aTcc 9027, Salmonella 
typhimurium 415, Shigella sonnei i фазы 941, Ba-
cillus subtilis 534 [24].

Для выявления факторов патогенности би-
фидобактерий определялось наличие лецитиназной, казеи-
нолитической, уреазной, желатиназной, нуклеазной, каталаз-
ной, гемолитической активности [15].

Для определения факторов персистентности устанавли-
вали степень адгезии микроорганизмов, пользуясь средним 
показателем адгезии (СПА) [15] на эритроцитах человека 0 
(i) группы rh+.

Чувствительность бифидобактерий к антимикробным 
препаратам (цефуроксиму, цефаклору, ципрофлоксацину, ван-
комицину, фузидину, цефалотину, цефазолину, цефалексину, 
рокситромицину, клиндамицину, линезолиду, меропенему, 
оксациллину, эритромицину, линкомицину, рифампицину, 
бензилпенициллину, амикацину и гентамицину) определяли 
методом диффузии в агар на среде muller-hinton в соответ-
ствии с методиками, рекомендованными nccls, с помощью 

Т а б л и ц а  2
Биохимические характеристики штаммов бифидобактерий

Биохимиче-
ские свойства

B. longum 
201

B. longum 
264

B. bifidum 
172

B. adolescentis 
191

B. angulatum 
212

Утилизация 
триптофана

- - - - -

Синтез 
уреазы

- - - - -

Утилизация 
глюкозы

+ + + + +

Утилизация 
маннитола

- + - - +

Утилизация 
лактозы

+ + + + +

Утилизация 
сахарозы

+ + - + +

Утилизация 
мальтозы

+ + - + +

Утилизация 
салицина

- - - - +

Утилизация 
ксилозы

+ - + - +

Утилизация 
арабинозы

+ + - + +

Разжижение 
желатина

- - - - -

Утилизация 
эскулина

- - - - -

Утилизация 
глицерола

- - - - -

Утилизация 
целлюлозы

- - - - -

Утилизация 
маннозы

+ - - - -

Утилизация 
мелезитозы

+ + - + -

Утилизация 
раффинозы

+ + - + +

Утилизация 
сорбитола

- + - - -

Утилизация 
рамнозы

- - - - -

Утилизация 
трегалозы

- - - - -

Синтез ката-
лазы

- - - - -
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стандартных дисков фирмы bbl [25].
Для систематизации и обработки полученных данных 

создана база данных в формате excel. Вычисляли средние 
значения, стандартное отклонение, стандартную ошибку.

Результаты и обсуждение. Из 156 образцов фекалий на 
основании морфологических, тинкториальных, культураль-
ных свойств выделено 87 штаммов бифидобактерий. Сфор-
мирована коллекция штаммов бифидобактерий, полученных 
от здоровых жителей ЦФО России. Из 87 штаммов отобрано 
5 антагонистически активных штаммов бифидобактерий, 
проявляющих антагонизм к индикаторному штамму E. coli 
bvKo83. Генетическая идентификация определила видо-
вую принадлежность данных штаммов как Bifidobacterium 
longum 201, Bifidobacterium longum 264, Bifidobacterium bi-
fidum 172, Bifidobacterium adolescentis 191, Bifidobacterium 
angulatum 212. Биохимическая идентификация показала, что 
отобранные штаммы имеют разнообразные биохимические 
характеристики (табл. 2).

Для штаммов B. longum 201 и B. longum 264 поведен поиск 
важных генов, определяющих пробиотические свойства. Это 
гены, кодирующие эндо- и экзогликозидазы, участвующие в 
гидролизе олиго- и полисахаридов; гены, определяющие ад-
гезивные и иммуномодулирующие свойства бактерий; гены, 
участвующие в снижении риска развития онкологических за-
болеваний. На основе базы данных аннотированных секве-
нированных геномов (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) методами 
биоинформатического анализа в составе геномов штаммов 
бифидобактерий, относящихся к виду B. longum, выявлен и 
отобран для анализа ряд пробиотических генов, к которым 
подобраны праймеры, комплементарные к консервативным 
участкам генов (см. табл. 1).

Бифидобактерии имеют мощную ферментную систему, 
участвующую в процессах разрушения и утилизации олиго- 
и полисахаридов, входящих в состав пищевых растительных 
субстратов, не переваренных в верхних отделах желудочно-
кишечного тракта человека [2]. Наиболее важными являются 
секретируемые гликозидазы, которые дают бактериям преиму-
щество в конкуренции за пищевые субстраты в пределах зани-
маемой экологической ниши [26]. Наличие генов, кодирующих 
секретируемые гликозидазы, участвующие в гидролизе олиго- и 
полисахаридов, является важным фактором при отборе актив-
ных штаммов бифидобактерий. В исследуемых геномах прове-
ден поиск генов: арабиногалактан эндо-β-галактозидазы (aeg), 
эндо-1,4-β-ксиланазы (xynd), эндо-1,5-α-l-арабинозидазы 
(eara); эндоглюканазы (bglc) и β-глюкуронидаза (glu). В обоих 
геномах найдены все исследуемые гены, кроме гена, кодирую-
щего эндо-β-галактозидазу (табл. 3).

Способность к адгезии может рассматриваться как селек-
тивный критерий для отбора пробиотиков, поскольку позво-
ляет им конкурировать с патогенными бактериями, вытесняя 
их с поверхности эпителия кишечника [27]. В проявлении 
способностей к адгезии у бифидобактерий участвует ряд ге-
нов. Для быстрого скрининга отобраны гены, кодирующие: 
белок, образующий flp-пили (cpaf) и большой экзопротеин, 
вовлеченный в адгезию (lex). ПЦР-анализ показал наличие 
обоих генов в составе исследуемых геномов (см. табл. 3).

Важным пробиотическим свойством является способ-
ность бактерий к иммуномодуляции. Иммуномодулирую-
щим свойством обладают секретируемые или находящиеся 
на поверхности бактерий молекулы [28]. К ним можно от-
нести ген, участвующий в образовании пилей, мембранные 
карбоксипептидазы, участвующие в синтезе экзополисаха-
ридов (mrcb2), гены, кодирующие секретируемые молекулы: 
внеклеточный белок, вовлеченный в деградацию ксиланов 
и арабинана (epr), сортазаподобный белок (sor), ингибитор 
сериновой протеазы (ser). Данные гены найдены в составе 
исследуемых геномов (см. табл. 3).

Важным пробиотическим свойством бактерий является 
их способность участвовать в снижении риска развития он-
кологических заболеваний человека. Масляная кислота, про-
дуцируемая пробиотическими бактериями, является важным 
антиканцерогенным агентом [29]. Ген, кодирующий бутирил-
coa-дегидрогеназу (but), найден в исследуемых штаммах 
(см. табл. 3).

Т а б л и ц а  3
Пробиотические гены в геноме штаммов B. longum 201 и  
B. longum 264

Пробиотические гены B. longum 201 B. longum 264

Гидролиз олиго- и полисахаридов
Арабиногалактанэндо-
β-галактозидаза

aeg - -

Эндо-1,4-β-ксиланаза d xynd + +
Эндо-1,5-α-l-
арабинозидаза

eara + +

Эндоглюканазы bglc + +
β-глюкуронидаза glu + +

Адгезия
Белок, образующий flp-
пили aTФазы

cpaf + +

Большой экзопротеин, 
вовлеченный в адгезию

lex + +

Иммуномодуляция
Внеклеточный белок, 
вовлеченный в де-
градацию ксиланов и 
арабинана

epr + +

Сортазаподобный белок sor + +
Ингибитор сериновой 
протеазы

ser + +

Синтез экзополисахаридов
Мембранные карбокси-
пептидазы

mrcb2 + +

Антиканцерогенная активность
Бутирил-coa-
дегидрогеназа

but + +

Рис. 1. Антагонистическая активность бифидобактерий  
(B. longum 201, B. longum 264, B. bifidum 172) по отношению 
к B. subtilis 534. Для других штаммов бифидобактерий ре-
зультаты аналогичные.
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Микробиота человека неодинакова у людей разных 
континентов, стран, регионов. Как показал сравнитель-
ный анализ нуклеотидной последовательности полностью 
секвенированных геномов штаммов бифидобактерий B. 
longum, выделенных в различных странах, в том числе в 
России, несмотря на высокую степень гомологии, каждый 
геном содержит уникальные гены, не имеющие гомологов. 
Только в геномах российских штаммов выявлено 9 уни-
кальных генов, из которых 5 генов обнаружены в штамме 
B. longum 264. Это гены, кодирующие: гликозилтрансфе-
разу 1-й группы семейства протеинов, гликозилтрансфе-
разу 2-й группы семейства протеинов, ацетилтрансферазу, 
аспартат-аммоний-лигазу, гидантоиназную субъединицу 
бета. Это свидетельствует о наличии региональной связи 
между отечественными штаммами и указывает на необхо-
димость их использования для населения того региона, где 
они выделены.

Проведенные исследования позволили выявить в иссле-
дуемых штаммах B. longum 201 и B. longum 264 важные про-
биотические гены, что позволяет рекомендовать их в каче-
стве региональных, эффективных пробиотиков.

Все штаммы проявили высокую антагонистическую 
активность по отношению к S. aureus 25923, P. aeruginosa 
aTcc 9027, S. typhimurium 415, S. sonnei i фазы 941, B. 
subtilis 534 (рис. 1), E. coli bvK o83. Ни один из штаммов 
бифидобактерий не оказал влияния на Candida albicans 
885–653 (табл. 4).

При исследовании пяти антагонистически активных 
штаммов бифидобактерий лецитиназной, казеинолитиче-
ской, уреазной, желатиназной, нуклеазной, каталазной, ге-
молитической активности у данных бактерий не обнаружено 

вышеупомянутой активности. Все штаммы не имеют указан-
ных фенотипических признаков, ассоциированных с синте-
зом ферментов патогенности.

Средний показатель адгезии (СПА) бифидобактерий 
кишечника колебался от 1,24 до 2,12, в среднем составил 
1,74±0,2. Пять штаммов бифидобактерий имели значение ад-
гезивности (табл. 5), удовлетворяющее требованиям ОФС к 
штаммам микроорганизмов, используемых для производства 
пробиотических фармпрепаратов [15].

Все штаммы бифидобактерий проявили чувствитель-
ность к цефуроксиму, цефаклору, ципрофлоксацину, ванко-
мицину, фузидину, цефалотину, цефазолину, цефалексину, 
рокситромицину, клиндамицину, линезолиду, меропенему, 4 
штамма – к оксациллину, эритромицину, линкомицину, ри-
фампицину, бензилпенициллину и амикацину, 3 штамма – к 
гентамицину (рис. 2).

Заключение. Сформирована коллекция из 87 штаммов 
бифидобактерий, характерных для жителей ЦФО России. 
Отобраны 5 штаммов бифидобактерий: B. longum 201, B. 
longum 264, B. bifidum 172, B. adolescentis 191, B. angulatum 
212. Проведены их видотипирование и первичный анализ 
в соответствии с требованиями ОФС по пробиотическим 
свойствам. Штаммы обладают высокой антагонистической 
активностью к патогенным и условно-патогенным микро-
организмам. По чувствительности к антибиотикам, адге-
зивным свойствам, безопасности, непатогенности они соот-
ветствуют основным требованиям ОФС к штаммам микро-
организмов, используемых для производства пробиотиков 
для медицинского применения. Отобранные штаммы несут 
широкий спектр полезных пробиотических признаков. Они 
могут быть рекомендованы в качестве основы для созда-
ния фармпрепаратов. Планируется провести исследование 
иммуномодулирующих свойств штаммов в соответствии с 
международными требованиями, изучить другие пробио-
тические характеристики и в зависимости от полученных 
результатов использовать данные штаммы для разработки 
на их основе фармабиотиков для лечения гастроэнтероло-
гических, иммунологических, онкологических, нейродеге-
неративных и других заболеваний [30–34].

Т а б л и ц а  4
антагонистическая активность бифидобактерий

Штаммы  
бифидобактерий

Штаммы патогенных и условно-патогенных микроорганизмов

C. albicans 
aTcc 885-653

S. typhimurium 
415

S. sonnei i 
фазы 941

B. subtilis 
534

E. coli bvKo83 P. aeruginosa aTcc9027 S. aureus 25923

B. bifidum 172 0 22±1* 35±2* 35±2* 35±2* 35±2* 35±2*
B. adolescentis 191 0 35±2* 35±2* 35±2* 35±2* 35±2* 30±1*
B. longum 201 0 35±2* 30±1* 35±2* 30±1* 35±2* 35±2*
B. angulatum 212 0 35±2* 34±2* 35±2* 30±1* 35±2* 25±1*
b. longum 264 0 21±1* 25±1* 21±1* 21±1* 21±1* 28±1*

П р и м е ч а н и е . * – зона отсутствия роста (в мм).

Рис. 2. Чувствительность бифидобактерий к антимикробным 
препаратам.

Т а б л и ц а  5
Средний показатель адгезии штаммов бифидобактерий (

____________
X±m)

Штаммы бифидобактерий СПА (M±m)

B. bufidum 172 2,12±0,21
B. adolescentis191 1,24±0,19
B. longum 201 2,08±0,16
B. angulatum 212 1,56±0,22
B. longum 264 1,68±0,24
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