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В последние годы увеличился интерес к разработке 

вакцинных платформ, способных быстро адаптиро-
ваться для борьбы с различными вирусами. В связи с 
этим возникает перспектива разработки рекомбинант-
ной оральной вакцины на основе энтероинвазивных 
бактерий рода Bacillus для контроля инфекционных 
болезней в сельском хозяйстве. Микроорганизм Bacillus 
halotolerans, способный противостоять экстремальным 
условиям окружающей среды и обладающий антагони-
стической активностью, может также стать перспектив-
ным биологическим агентом в сельском хозяйстве. 
Изучение влияния энтероинвазивных штаммов на ин-
дукцию провоспалительных сдвигов картины крови и в 
стенке среднего отдела тонкой кишки (Intestinum 
jejunum) у лабораторных животных проводили на мы-
шах линии ICR (CD-1). Для оценки иммунологических 
реакций изучали экспрессию генов, участвующих в 
формировании воспалительного иммунного ответа, 

таких как Vegf-А, Foxp3, Tgf-β1 в образцах тощей киш-
ки, селезенки и легких методом ПЦР. В наших работах 
ранее B. halotolerans характеризовался инвазивностью 
и выделялся из печени при пероральном введении, а 
также стимулировал образование антител на свои 
аутоантигены. Показано, что B. halotolerans при перо-
ральном введении мышам вида Mus musculus приво-
дил к значительному укорочению ворсинок тощей киш-
ки, что указывает на наличие провоспалительных ре-
акций в кишечнике. При этом он не оказывал влияния 
на глубину кишечных крипт и не вызывал изменений в 
составе крови. Отсутствие провоспалительной реакции 
статистически значимо не коррелировало с повышен-
ной экспрессией генов Vegf-А, Foxp3 и Tgf-β1 в стенке 
кишечника. 

 
Keywords: B. halotolerans, B. subtilis, gene expres-

sion, Vegf-A, Foxp3, Tgf-β1, intestinal villi, Mus musculus. 
 
In recent years, there has been increased interest in 

developing vaccine platforms that may be quickly adapted 
to combat various viruses. In this regard, there is a pro-
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spect of developing a recombinant oral vaccine based on 
enteroinvasive bacteria of the genus Bacillus for the control 
of infectious diseases in farming. The microorganism Bacil-
lus halotolerans which is able to withstand extreme envi-
ronmental conditions and has antagonistic activity may also 
become a promising biological agent. The effect of entero-
invasive strains on the induction of proinflammatory shifts 
in the blood picture and in the wall of the middle section of 
the small intestine (Intestinum jejunum) in laboratory ani-
mals was studied on ICR (CD-1) mice. To evaluate immu-
nological responses, the expression of genes involved in 
the formation of an inflammatory immune response such as 
Vegf-A, Foxp3, Tgf-β1 in samples of the jejunum, spleen 

and lungs was studied by PCR. In our previous studies, B. 
halotolerans was characterized by invasiveness and was 
isolated from the liver upon oral administration, and also 
stimulated the formation of antibodies to its autoantigens. 
In this study, we showed that B. halotolerans, when admin-
istered orally to mice of the Mus musculus species, led to a 
significant shortening of the jejunal villi, indicating the pres-
ence of proinflammatory reactions in the intestine. Howev-
er, it did not affect the depth of intestinal crypts and did not 
cause changes in blood composition. The absence of a 
proinflammatory response did not statistically significantly 
correlate with increased expression of the Vegf-A, Foxp3, 
and Tgf-β1 genes in the intestinal wall. 
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Введение 
В последние годы пандемия COVID-19 обра-

тила внимание на вирусные заболевания и про-
изводство вакцин. В связи с возрастающим 
спросом возникает необходимость в создании и 
оптимизации вакцинных платформ – технологий, 
которые могли бы быть быстро адаптированы 
для борьбы с возникающим заболеванием с ми-
нимальными изменениями в производственном 
процессе [1]. Сейчас все большее внимание 
уделяется разработке субъединичных вакцин на 
основе определенных, отдельно взятых антиге-
нов, поэтому нам кажется перспективной разра-
ботка рекомбинантной оральной вакцины на ос-
нове энтероинвазивных бактерий рода Bacillus и 
ее дальнейшее применение для контроля раз-
личных инфекционных болезней в сельском хо-
зяйстве [2, 3]. В настоящее время препараты на 
основе бактерий применяются для сокращения 
падежа молодняка, а также для усвоения кормов 
и повышения привесов [4]. Кроме того, вакцины, 
вводимые через слизистую оболочку, имеют ряд 
потенциальных преимуществ перед инъекцион-

ными вакцинами: отсутствует риск заболеваний, 
передаваемых через кровь, и необходимость в 
обученном персонале для введения препарата 
[5]. 

На данный момент мезофильный штамм 
Bacillus subtilis является хорошо изученным 
представителем своего рода и общепризнан 
безопасным для здоровья организма-хозяина [6-
8], однако практические применение может 
найти и тесно связанный с ним штамм Bacillus 
halotolerans. Микроорганизм относится к экстре-
мофилам и поэтому отличается способностью 
противостоять суровым условиям окружающей 
среды, характеризуется отсутствием факторов 
патогенности [14], а также обладает высокой 
антагонистической активностью, что потенци-
ально позволяет использовать его в качестве 
перспективного биологического агента в сель-
ском хозяйстве [9]. Бактерия выживает в небла-
гополучных условиях за счет споруляции, кото-
рая активируется при нехватке питательных ве-
ществ [10], а образующиеся споры, вероятно, 
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способны стабилизировать вакцины при транс-
портировке или неблагополучном хранении [11]. 

Цель исследования – изучить иммунологиче-
ские реакции Mus musculus при пероральном 
введении энтероинвазивного штамма B. halotol-
erans, выделенного из почвы Алтайского края, в 
сравнении с B. subtilis.  

 
Материалы и методы 

Используемые штаммы микроорганизмов ро-
да Bacillus были представлены коллекцией 
культур лаборатории фармакогеномики ИХБФМ 
СО РАН и ООО «СибАФ». Идентификацию куль-
тур проводили методом секвенирования по Сен-
геру гена 16S рибосомальной РНК. 

Изучение влияния энтероинвазивных штам-
мов на индукцию провоспалительных сдвигов 
картины крови и в стенке среднего отдела тон-
кой кишки (Intestinum jejunum) у лабораторных 
животных проводили на мышах линии ICR  
(CD-1), которых делили на одну опытную группу 
и одну контрольную, по 8 особей в каждой. 
Опытной группе первые двое суток выпаивали 
100 мкл суспензии бактерий, относящихся к 
штамму B. halotolerans. На 6-й и 7-й дни экспе-
римента повторяли выпаивание, на 8-й день вы-
водили животных из эксперимента. Кровь ана-
лизировали с помощью гематологического ана-
лизатора Mindray (Китай).  

Работа с лабораторными животными была 
осуществлена согласно руководству по содер-
жанию и уходу за лабораторными животными 
Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов и в 
иных научных целях (ETS № 123, Страсбург,  
18 марта 1986 г.). Исследования проводились в 
виварии Сибирского Федерального научного 
центра агробиотехнологий Российской академии 

наук (СФНЦА РАН). Научный коллектив следо-
вал всем рекомендациям в рамках темы иссле-
дования. По окончании опытов животных под-
вергали эвтаназии в соответствии с протоколом 
№ 15-065-A, утвержденным Институциональным 
комитетом по уходу и использованию животных 
(OLAW № D16-00214). 

Для морфометрического анализа высоты ки-
шечных ворсинок и глубины крипт кусочки тощей 
кишки фиксировали в 10%-ном забуференном 
формалине. Проводили диффузионный люми-
несцентно микроскопический анализ DLMA. Ку-
сочки кишечника разрезали на ровные пластины 
и в течение 10 мин. окрашивали Hoechst 33258 и 
0,001%-ным раствором эозина К, промывали в 
20-кратном объеме дистиллированной воды и 
проводили люминесцентную микроскопию тон-
кого окрашенного слоя клеток на поверхности 
слизистой с использованием люминесцентного 
микроскопа Imager D1 («Zeiss», Германия) и ПО 
AxioVision («Zeiss», Германия).  

Для оценки иммунологических реакций изу-
чали экспрессию генов, участвующих в форми-
ровании воспалительного иммунного ответа, 
таких как Vegf-А, Foxp3, Tgf-β1 в образцах тощей 
кишки, селезенки и легких у животных опытной 
группы методом количественной ПЦР в режиме 
реального времени с использованием подо-
бранных олигонуклеотидных праймеров  
(табл. 2). РНК выделяли с использованием реа-
гента «Лира» («Биолабмикс», Россия) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. После чего 
проводили ОТ-ПЦР с использованием общепри-
нятых методик на амплификаторе «Bio-Rad 
Real-time CFX96 Touch» («BioRad», США). Для 
нормализации количественных данных исполь-
зовали ген домашнего хозяйства глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназу (GAPDH). 

Таблица 1 
Штаммы микроорганизмов, используемые в экспериментах 

 

Наименование вида № штамма 
Нуклеотидная последовательность 16 S 

рибосомальной РНК, GenBank ID 
Источник и дата изоляции 

B. subtilis 2.1 OR668699 19.05.2022, печень мыши 

B. halotolerans 5.6 OR668701 27.10.2021, сухая почва Алтая 

B. subtilis 3.1П OR668695 19.05.2022, печень мыши 

B. subtilis 19 OR668697 
20.10.2011, штамм продуцент 
протеаз (растительная био-

масса) 
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Таблица 2 
 Характеристика нуклеотидных структур олигонуклеотидных праймеров 

 

Наименование гена Нуклеотидные последовательности праймеров Tm, ºС 

Tgf-β1 
U 5’- CAAGGGCTACCATGCCAACT-3’ 

61,6 
R 5’- GTACTGTGTGTCCAGGCTCCAA-3’ 

Vegf-A 
U 5’-AAAGGCTTCAGTGTGGTCTGAGAG-3’ 

58,7 
R 5’-GGTTGGAACCGGCATCTTTATC-3’ 

Foxp3 
U 5’-ATGGAGAAGCTGGGAGCTATGC-3’ 

61,6 
R 5’-ATGGTACTGGTGGCTACGATGC-3’ 

GAPDH 
U 5’-TAGGCATGGACTGTGGGCATGA-3’ 

64 
R 5’-TATTCACCACCATGGAGAAGGC-3’ 

 
Данные обрабатывали методами вариацион-

ной и непараметрической статистики при ис-
пользовании ПО GraphPad Prism 10. Нормаль-
ность распределения оценивали по методу Ша-
пиро-Уилка, статистическую значимость разли-
чий – с использованием t-критерия Стьюдента 
или по методу Манна-Уитни при заданных уров-
нях значимости p<0,05 и p<0,01.  

 
Результаты и обсуждение 

Пробиотические штаммы микроорганизмов 
стимулируют защитные функции слизистой обо-
лочки кишечника, запуская процессы выработки 
цитокинов, усиления IgA-секреции, активации 
фагоцитарных механизмов и синтеза соедине-

ний, ингибирующих факторы бактериальной 
агрессии. Однако в настоящем эксперименте по 
результатам непараметрического анализа по 
Манну-Уитни было отмечено статистически зна-
чимое (p<0,05) сокращение длины ворсинок то-
щей кишки у мышей линии ICR в ответ на перо-
ральное введение опытного штамма  
B. halotolerans № 5.6. При этом не было показа-
но влияния (p>0,05) на глубину кишечных крипт 
у мышей той же группы (рис. 1). 

Кроме того, непараметрический анализ пока-
зал, что пероральное введение штамма  
B. halotolerans мышам линии ICR также не ока-
зывало существенного влияния (p>0,05) на их 
гематологические показатели (рис. 2). 

   
Рис. 1. Длина кишечных ворсинок и глубина крипт Mus musculus опытной группы,  

получавших культуру B. halotolerans, и контрольной группы (мкм, Mean±SD) 

 
Рис. 2. Показатели крови у мышей ICR опытной группы, получавших культуру B. halotolerans,  

и у мышей контрольной группы (Mean±SD): RBC – число эритроцитов в литре крови;  
WBC – белые кровяные тельца (лейкоциты); MCH – среднее содержание гемоглобина в эритроците 
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Согласно рисункам 3-5, наблюдались незна-
чимые сдвиги в экспрессии генов Vegf-А, Foxp3, 
Tgf-β1 в легких, кишечнике и селезенке мышей 
линии ICR, что говорит об отсутствии выражен-
ных эффектов на внутренние органы при перо-
ральном введении как B. halotolerans, так и  
B. subtilis (p>0,05). Уровни удельной экспрессии 
Tgf-β1 и Vegf-А были повышены статистически-
незначимо у животных, получавших культуру  
B. halotolerans в легких, селезенке и кишечнике 
(в сравнении с животными остальных групп). 

 
Рис. 3. Уровни экспрессии генов Vegf-А, Foxp3,  

Tgf-β1 в кишечнике  
у мышей ICR (2-(ΔΔ Ct), Mean+SD) 

 
Рис. 4. Уровни экспрессии генов Vegf-А, Foxp3,  
Tgf-β1 в легких у мышей ICR (2-(ΔΔ Ct), Mean+SD) 

 
Рис. 5. Уровни экспрессии генов Vegf-А, Foxp3,  

Tgf-β1 в селезенке у мышей ICR (2-(ΔΔ Ct), Mean+SD) 

Ранее было показано, что при введении  
B. subtilis происходит стимуляция экспрессии 
провоспалительных цитокинов [12, 13], поэтому 
в данном исследовании дополнительно проана-
лизировали экспрессию генов более ассоцииро-
ванных с паттерном хронических воспалитель-
ных эффектов. С одной стороны, B. halotolerans 
характеризовался инвазивностью и выделялся 
из печени при пероральном введении, а также 
стимулировал образование антител на свои 
аутоантигены [14], но при этом не проявлял про-
воспалительных активностей при анализе крови 
и экспрессии генов цитокинов (рис. 3-5). Кишеч-
ник богат Treg-лимфоцитами и, по нашему мне-
нию, является важнейшим компартментом орга-
низма, в котором активны именно эти клетки. В 
качестве маркера активности Treg клеток мы 
проанализировали экспрессию Foxp3. Следует 
отметить, что такой анализ скорее отражает ко-
личество клеток, умноженное на удельную ак-
тивность экспрессии Foxp3 в клетках, и такое 
утверждение справедливо для большинства 
маркеров активности иммунной системы ввиду 
активной миграции, дифференцировки и проли-
ферации клеток иммунной системы в тканях. 
Tgf-β1 также следует рассматривать как маркер, 
свидетельствующий о противовоспалительной 
активности. Экспрессию Vegf-А изучали по при-
чине того, что объектом многих наших исследо-
ваний являются бактерии с энтероинвазивной 
активностью, что подразумевает диссеминацию 
по тканям и органам, в т.ч. через кровеносную 
систему. Контакт бактериальных или иммуно-
компетентных клеток с эндотелием в процессе 
миграции в зону инвазии мог бы стимулировать 
экспрессию этого гена. Отсутствие статистиче-
ски значимого повышения уровня экспрессии 
этого гена свидетельствует об отсутствии суще-
ственных повреждений эндотелия кровеносных 
сосудов при инвазии.  

 
Заключение 

При изучении иммунологических реакций в 
данной работе доказано, что B. halotolerans, об-
ладающий энтероинвазивными свойствами, при 
пероральном введении Mus musculus приводил 
к значимому укорочению ворсинок тощей кишки, 
что свидетельствует о наличии провосполи-
тельных реакций в кишечнике, однако не влиял 
на глубину кишечных крипт и не вызывал изме-
нений картины крови. Также отсутствие провос-
палительной реакции статистически значимо не 
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ассоциировалось с повышенной экспрессией 
генов Vegf-А, Foxp3, Tgf-β1 в стенке кишечника.  
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К ВОПРОСУ О МИКРО- И МАКРОСТРУКТУРЕ ШЕРСТИ СОБАК  

В РАЗНЫЕ ВОЗРАСТНЫЕ ПЕРИОДЫ 
 

ON THE ISSUE OF MICRO- AND MACROSTRUCTURE OF DOG HAIR AT DIFFERENT AGE PERIODS 

Ключевые слова: шерсть, возрастные измене-
ния, волосяной покров, макро- и микроструктура шер-
сти собак, возрастные особенности шерсти, линька, 
качество шерсти. 

 
Одна из главных функций волосяного покрова за-

ключается в механической защите кожи и в теплоизо-
ляции, сохраняя тепло и предотвращая переохлажде-
ние. На структуру волосяного покрова оказывают влия-
ние различные факторы внешней и внутренней среды: 
порода, пол, возраст животных, физиологическое со-

стояние, а также климатические условия, кормление, 
содержание и другие. Известно, что с возрастом проис-
ходят структурные преобразования волосяного покро-
ва, которые выражаются в изменении его строения и 
свойств, а также плотности, густоты, эластичности, 
цвета и блеска шерсти. Целью исследования явилось 
изучение влияния возраста на морфологические осо-
бенности микро- и макроструктуры шерсти собак поро-
ды немецкой овчарки. Образцы шерсти собирали на 
холке с помощью щётки с мягкими щетинками в специ-
альный контейнер в зимний период. Состояние шерсти 


