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Резюме Актуальность. Перспективные средства для коррекции дисбиоза — метабиотики, препа-
раты на основе метаболитов пробиотических микроорганизмов. В опытах in vitro бактерии 
Bacillus subtilis (штаммы 3H и 1719) в процессе культивирования синтезируют метаболиты, 
обладающие пробиотическими свойствами. Представляет интерес исследование влияния 
данных метаболитов in vivo на мукозную микробиоту толстого кишечника в условиях экс-
периментального дисбиоза  (у мышей) и оценка возможности их применения в качестве 
метабиотиков в медицине.
Цель. Изучить пробиотическую активность метаболитов бактерий B. subtilis 3H и B. subtilis 
1719 в сравнении с показателями коммерческого метабиотика при антибиотик-ассоцииро-
ванном дисбиозе у мышей.
Материалы и методы. Работа проводилась на мышах линии BALB/c, массой 18–20 г. Экс-
периментальный дисбиоз моделировали при помощи внутрибрюшинного введения ген-
тамицина. Для коррекции развившихся нарушений животным опытных групп в течение 
21  сут интрагастрально вводили метаболиты штаммов B.  subtilis, иммобилизованные 
на сорбенте, а в группе сравнения — коммерческий метабиотик, содержащий метаболиты 
штамма B. subtilis ВКПМ № В-2335(3)3. Мукозную микробиоту толстого кишечника мышей 
качественно и количественно оценивали посредством бактериологического метода. Вы-
росшие колонии микроорганизмов идентифицировали при помощи масс-спектрометрии 
MALDI-TOF.
Результаты. Экспериментальный антибиотик-ассоциированный дисбиоз толстого кишеч-
ника мышей проявился в снижении количества доминантной микробиоты и росте услов-
но-патогенных микроорганизмов. Введение исследуемых метаболитов в течение 7  сут 
привело во всех опытных группах к нормализации содержания бактерий Lactobacillus; 
наилучшие показатели выявлены у животных, которым вводили штамм B. subtilis 3H, видо-
вой состав лактобацилл соответствовал интактным мышам. Восстановление содержания 
лактозопозитивной кишечной палочки (E. coli lac+) достигло  100%. После 21  сут приме-
нения метаболитов B. subtilis 3H зафиксирована элиминация бактерий Rodentibacter spp., 
Aerococcus spp., грибов Trichosporon spp., Kazachstania spp. Метаболиты штамма B. subtilis 1719 
способствовали элиминации грибов Trichosporon  spp., однако не влияли на количе-
ство Kazachstania  spp. При введении коммерческого метабиотика выявлена элиминация 
Enterococcus spp., Kazachstania spp. и Trichosporon spp., при этом не отмечено воздействия 
на Rodentibacter spp. и Aerococcus spp.
Выводы. Метаболиты штаммов B.  subtilis 3H и 1719 способствовали восстановлению ка-
чественного и количественного состава микробиоценоза толстого кишечника в услови-
ях антибиотик-ассоциированного дисбиоза у мышей. Выявленные различия в процессах 
нормализации микробиоценоза в разных группах животных указывают на вариативность 
специфической активности бактерий B. subtilis.

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/2221-996X-2023-23-445&domain=pdf&date_stamp=2023-10-13
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-445
mailto:lazarevsr1@gmail.com


БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2023, Т. 23, № 3–1
432

Лазарев С.А., Вартанова Н.О., Поддубиков А.В., Михайлова Н.А.
 Исследование пробиотической активности метаболитов бактерий Bacillus subtilis при экспериментальном дисбиозе...

Ключевые слова: Bacillus subtilis 3H, Bacillus subtilis 1719; метаболиты В. subtilis; антибиотик-ассоциированный 
дисбиоз; коррекция дисбиоза; дисбиоз кишечника; метабиотики; мукозная микробиота

Для цитирования: Лазарев С.А., Вартанова Н.О., Поддубиков А.В., Михайлова Н.А. Исследование пробиоти-
ческой активности метаболитов бактерий Bacillus subtilis при экспериментальном дисби-
озе у мышей. БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2023;23(3–1):431–442. 
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-445

Финансирование. Исследование выполнено при финансовой поддержке Минобрнауки России (Соглашение № 075-15-2021-676 
от 28.07.2021) с использованием научного оборудования Центра коллективного пользования ФГБНУ «НИИВС им. И.И. Мечникова».
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов, требующего раскрытия в данной статье.

Probiotic activity of Bacillus subtilis metabolites 
in experimentally induced dysbiosis in mice
Sergei A. Lazarev , Nune O. Vartanova, Alexander V. Poddubikov, 
Natalia A. Mikhailova

I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, 5А Maly Kazenny Ln., Moscow 105064, 
Russian Federation

 Sergei A. Lazarev; lazarevsr1@gmail.com

Abstract Scientific relevance. A promising option for dysbiosis correction is the use of metabiotics, pro-
ducts based on metabolites of probiotic microorganisms. During fermentation, Bacillus subtilis 
bacteria (strains 3H and 1719) produce metabolites that exhibit probiotic properties in vitro. 
These observations in vitro motivate an  in vivo investigation of B. subtilis metabolite effects 
on colonic mucosal microbiota in mice in experimentally induced dysbiosis and an assessment 
of the potential of B. subtilis metabolites as metabiotics.
Aim. The authors aimed to compare the probiotic activity of B. subtilis 3H and B. subtilis 1719 
metabolites and a commercial metabiotic in antibiotic-induced dysbiosis in mice.
Materials and methods. The authors induced experimental dysbiosis in BALB/c mice weighing 
18–20 g by intraperitoneal injection of gentamicin. For subsequent correction, the test groups 
received sorbent-bound B. subtilis metabolites, and the comparison group received a commer-
cial metabiotic containing B. subtilis metabolites (VKPM B-2335(3)3) via intragastric injection 
for 21 days. The quantitative and qualitative analysis of colonic mucosal microbiota included 
microbial culturing and colony identification by MALDI-TOF mass spectrometry.
Results. Antibiotic-induced colonic dysbiosis in mice manifested itself as a decrease in the domi-
nant microbiota and an increase in opportunistic pathogens. After 7 days of metabolite admini-
stration, the Lactobacillus population returned to normal in all treatment groups. The mice that 
received B. subtilis 3H metabolites showed the best results: their Lactobacillus spp. composition 
corresponded to that of intact animals. The content of Lac+ Escherichia coli returned to 100% 
in all treatment groups. After 21  days of metabolite administration, the  authors observed 
the elimination of bacteria (Rodentibacter spp., Aerococcus spp.) and fungi (Trichosporon spp., 
Kazachstania spp.) in the B. subtilis 3H group; Trichosporon spp. (no effect on Kazachstania spp.) 
in  the  B.  subtilis  1719 group; and Enterococcus  spp., Kazachstania  spp., and Trichosporon  spp. 
(no effect on Rodentibacter spp. and Aerococcus spp.) in the commercial metabiotic group.
Conclusions. Metabolites of B.  subtilis strains 3H and 1719 help to restore the diversity and 
abundance of colonic microbiota in antibiotic-induced dysbiosis. The  differences observed 
in microbiota re-establishment in the treatment groups indicate that there is interstrain vari-
ability in the probiotic activity of B. subtilis metabolites.

Key words: Bacillus subtilis 3H; Bacillus subtilis 1719; B. subtilis metabolites; antibiotic-induced dysbiosis; 
dysbiosis correction; intestinal dysbiosis; metabiotics; mucosal microbiota
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Введение

Организм человека и его микробиота — еди-
ная экологическая система, которая находится 
в состоянии динамического равновесия. Нор-
мальная (индигенная) микробиота выполня-
ет разнообразные жизненно важные функции, 
в том числе обеспечивает колонизационную 
резистентность, принимает участие в метабо-
лических процессах, синтезе иммуноглобули-
нов и в морфогенезе иммунной системы  [1–3]. 
Качественные и количественные нарушения 
нормального микробного состава биотопов ор-
ганизма (дисбиоз) — предрасполагающие факто-
ры развития широкого спектра заболеваний [4]. 
Особенный интерес представляет дисбиоз тол-
стого кишечника с его сложным, разнообразным 
и метаболически активным микробиомом, ока-
зывающим глобальное воздействие на здоровье. 
Причиной дисбиоза может быть воздействие 
на организм различных факторов эндогенно-
го и экзогенного характера: возраста, образа 
жизни, характера питания, инфекционных за-
болеваний, приема лекарственных препаратов, 
окружающей среды и др. [5–8].

В настоящее время становятся все более 
востребованными метабиотики (постбиоти-
ки)  — препараты для коррекции дисбиотиче-
ских нарушений, содержащие не живые клетки, 
а продукты жизнедеятельности пробиотических 
микроорганизмов. В отличие от классических 
пробиотиков метабиотики имеют более дли-
тельный период сохранности, четкие мишени 
приложения, их легче дозировать и контроли-
ровать, они лучше абсорбируются, распределя-
ются по организму, тканям и органам, быстрее 
и в большей степени элиминируются из организ-
ма [2, 9–11].

Пробиотические штаммы бактерий рода 
Bacillus продуцируют большое количество био-
логически активных низкомолекулярных со-
единений, полезных для человека; считаются 
вторыми  (после Lactobacillus) по масштабам 
продуцентами антибиотических веществ, отли-
чающихся широким антимикробным спектром 
и подавляющих рост патогенных и условно-па-
тогенных микроорганизмов. Род Bacillus также 

характеризуется высокой биохимической ак-
тивностью, положительным влиянием на иммун-
ную систему и индигенную микробиоту [12–14]. 
В настоящее время препараты на основе жи-
вых бацилл находят широкое и разнообразное 
применение, в  том числе в  качестве пробиоти-
ков в  медицине. Метаболиты пробиотических 
штаммов бацилл — перспективные компоненты 
для создания метабиотиков.

В настоящее время в клинической практике 
применяется коммерческий метабиотик (КМ) Бак-
тистатин®, созданный на основе продуктов жиз-
недеятельности бактерии Bacillus  subtilis  ВКПМ 
№  В-2335(3)3  [15]. Однако его биологическая 
активность ограничивается свойствами одного 
штамма-продуцента. С учетом того что спектр 
веществ, продуцируемых бактериями B.  subtilis, 
штаммоспецифичен, изучение функциональных 
свойств метаболитов других штаммов позволит 
расширить номенклатуру препаратов для эффек-
тивной терапии дисбиотических нарушений.

Штамм В. subtilis 3H (ГИСК № 248), полученный 
в результате селекции B. subtilis 534 на устойчи-
вость к антибиотику рифампицину, обладает ан-
тагонистическими свойствами в отношении воз-
будителей заболеваний желудочно-кишечного 
тракта человека и применяется в клинической 
практике в качестве пробиотика [16].

Штамм бактерий B.  subtilis 1719  (ГИСК № 277), 
выделенный в естественных условиях, обладает 
широким спектром антагонистической активности, 
иммуномодулирующей активностью, продуцирует 
комплекс гидролитических ферментов [17].

Ранее установлено, что при глубинном пе-
риодическом культивировании in  vitro штаммы 
Bacillus subtilis 3H и 1719 продуцируют внеклеточ-
ные метаболиты, обладающие противомикроб-
ными свойствами в отношении условно-пато-
генных микроорганизмов  [18].  Представляется 
важным изучение пробиотической активности 
метаболитов данных штаммов in vivo.

Цель работы  — изучить пробиотическую ак-
тивность метаболитов бактерий B.  subtilis  3H 
и B.  subtilis  1719 в сравнении с показателя-
ми коммерческого метабиотика при антибио- 
тик-ассоциированном дисбиозе у мышей.
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Задачи исследования:
 – смоделировать экспериментальный антибио-
тик-ассоциированный дисбиоз у мышей;

 – провести сравнительную оценку пробиоти-
ческого эффекта метаболитов исследуемых 
штаммов B. subtilis и коммерческого варианта 
B. subtilis ВКПМ № В-2335(3)3.

Материалы и методы
Работу проводили на мышах линии BALB/c 

массой 18–20  г. Животных содержали в иден-
тичных условиях  (температура, относительная 
влажность, освещение и рацион питания) вива-
рия в соответствии с  ГОСТ  33216-20141. Иссле-
дование с использованием лабораторных жи-
вотных одобрено локальным советом по этике 
при ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова (протокол 
№ 6 от 13.07.2022).

Для приготовления экспериментальных препа-
ратов выполняли глубинное периодическое куль-
тивирование штаммов B. subtilis 3H и B. subtilis 1719 
на ранее подобранной питательной среде, опти-
мальной для цели исследования [18]. Полученную 
биомассу отделяли от  среды центрифугировани-
ем с  последующей микрофильтрацией. В  каче-
стве иммобилизующей матрицы использовали 
цеолит Холинского месторождения (НПО «Новь», 
Новосибирск, Россия) [15].

Экспериментальных животных разделили 
на пять групп. Группа 1  (контрольная) состояла 
из интактных мышей. В группу 2 входили живот-
ные, у которых моделировали антибиотик-ассо-
циированный дисбиоз путем внутрибрюшинного 
введения в течение 5 сут раствора гентамицина 
в концентрации 80 мкг/мл, в пересчете на массу 
тела животного [19]. Мышам групп 3 и 4 по окон-
чании введения антибиотика интрагастрально 
вводили препараты на основе метаболитов штам-
мов B. subtilis 3H и B. subtilis 1719 соответственно. 
В группе 5 после формирования дисбиоза мыши 
интрагастрально получали КМ, содержащий мета-
болиты штамма B. subtilis ВКПМ № В-2335(3)3.

Коррекцию микробиоты проводили в  тече-
ние 21  сут. Животных выводили из экспери-
мента на  1,  7,  14,  21-е сутки после окончания 
курса гентамицина декапитацией под легким 
эфирным наркозом с  соблюдением принципов 
Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых в экспериментальных 
или в иных научных целях2.

1 ГОСТ 33216—2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами. https://docs.cntd.ru/document/1200127506

2 ETS 123. European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes. 
Европейская конвенция о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях 
(с изменениями на 15.06.2006). https://docs.cntd.ru/document/901909691

Микробиологические исследования присте-
ночного муцина проводили согласно методике, 
предложенной Л.И.  Кафарской и  Н.А.  Коршуно-
вым [20]. Освобожденные от химуса биоптаты сли-
зистой оболочки толстого кишечника взвешивали 
в асептических условиях, помещали в стериль-
ный фосфатный буфер  (соотношение  1:10) и вы-
держивали в течение 2 ч для разжижения муцина. 
По 0,1 мл каждого приготовленного 10-кратного 
разведения (10–3–10–5) материала взвеси засева-
ли газоном на поверхность питательных сред, ин-
кубировали 1–2 сут при температуре +37°С в аэ-
робных и анаэробных условиях.

Использовались следующие питательные сре-
ды (№ 1–4 производства ФБУН «Государствен-
ный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Федеральной службы по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и бла-
гополучия человека, Россия (ФБУН ГНЦ ПМБ):

 – питательная среда № 10 ГРМ (для выделения 
Staphylococcus  aureus) с  добавлением яичного 
желтка;

 – агар Эндо-ГРМ, питательная среда для выде-
ления Enterobacterales;

 – Лактобакагар, питательная среда для выделе-
ния и культивирования Lactobacillus;

 – питательная среда № 2 ГРМ (Сабуро) для вы-
ращивания и подсчета грибов;

 – ГРМ-агар, питательный агар для культиви-
рования микроорганизмов, с добавлением 
5%  стерильной дефибринированной лошади-
ной крови (ЗАО «ЭКОлаб», Россия);

 – UriSelect 4, хромогенный агар для выделения 
уропатогенных бактерий (Bio-Rad, Франция);

 – Bifidobacterium Agar, для выделения бифидо-
бактерий (HiMedia, Индия);

 – Schaedler Agar, для выделения строгих или фа-
культативных анаэробных бактерий  (HiMedia, 
Индия).
Для выделения бифидобактерий дополни-

тельно проводили посев 30 мкл из разведений 
исходного материала в пробирки с  3  мл полу-
жидкой печеночно-цистеиновой среды Блаурок-
ка (ФБУН ГНЦ ПМБ).

Чистые культуры микроорганизмов иденти-
фицировали при  помощи матрично-активиро-
ванной лазерной деcорбционно/ионизационной 
времяпролетной масс-спектрометрии  (далее  — 
MALDI-TOF MS, от  matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization-time-of-flight mass spectrometry) 

https://docs.cntd.ru/document/1200127506
https://docs.cntd.ru/document/901909691
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на приборе MALDI Biotyper sirius RUO System 
(Bruker, США).

Удельное содержание выделенных из  био-
проб жизнеспособных микроорганизмов вы-
ражали в lg  КОЕ/г массы биологического 
материала  [21]. Статистическую обработку 
данных проводили после проверки нормаль-
ности распределения при помощи программы 
Microsoft Excel с использованием параметриче-
ских критериев. Результаты представили в виде 
среднего арифметического с ошибкой репре-
зентативности  (M±m). Достоверность разли-
чий средних величин вычисляли по t-критерию 
Стьюдента. Значения р≤0,05 считали статисти-
чески значимыми.

Результаты и обсуждение
На протяжении эксперимента ни в одной 

из групп животных не наблюдали гибели, не-
ожиданных изменений в потреблении пищи 
или в другом поведении, не зафиксировали 
статистически значимых различий по массе жи-
вотных. Основные микроорганизмы, которые 
выделяли из биопроб мышей, идентифициро-
вали по родам и сравнивали по их содержанию 
исследуемые группы. При изучении мукозной 
микрофлоры толстого кишечника контрольных 
(интактных) мышей на всех  этапах эксперимен-
та идентифицированы бактерии Lactobacillus 
(L.  gasseri, L.  murinus, L.  reuteri, L.  intestinalis) 
(рис. 1), Escherichia  coli  (lac+), Enterococcus 
(E. gallinarum gallinarum, E. faecalis), Rodentibacter 
(R.  pneumotropicus, R.  heylii), Streptococcus 
(S.  hyointestinalis, S.  suis), а также грибы 
Kazachstania (K. pintolopesii, K. telluris).

Введение гентамицина ожидаемо привело 
к уменьшению и  (или) исчезновению бактери-
альной микрофлоры (табл.  1). У  мышей груп-
пы  2  (дисбиоз) отмечали отсутствие роста бак-
терий Lactobacillus, Enterococcus, Rodentibacter, 

Streptococcus, увеличение содержания грибов 
Kazachstania (K.  pintolopesii, K.  telluris) примерно 
в 1,5  раза по отношению к показателям кон-
трольных животных, а также появление грибов 
Trichosporon (T. asahii). Не выявили достоверных 
различий между группами по общему содержа-
нию кишечной палочки, при этом в группе 2 отме-
чали снижение содержания лактозопозитивной 
кишечной палочки (E. coli lac+) от 100 до 75%, а так-
же появление и рост лактозонегативных вари-
антов (lac–) — от 0 до 25%. Гемолитические E. coli 
не обнаружили. В единичных случаях фиксиро-
вали рост бактерий Сytobacillus  oceanisediminis 
(4  lg  КОЕ/г), Staphylococcus  warneri (7  lg  КОЕ/г), 
Stenotrophomonas maltophilia (5 lg КОЕ/г).

После моделирования дисбиоза в   группах 
3–5 вводили с целью коррекции состава ми-
кробиоты исследуемые метаболиты бактерий 
B.  subtilis  3H и B.  subtilis  1719, а также коммер-
ческий препарат-метабиотик с  метаболитами 
B.  subtilis. Мышей группы 2  (дисбиоз) использо-
вали для отрицательного контроля.

Через 7 сут после окончания введения гента-
мицина (табл. 2) у животных группы 2 отметили 
отсутствие бактерий Lactobacillus, Rodentibacter, 
Streptococcus. Содержание Enterococcus и  грибов 
Kazachstania увеличилось в 1,3 и 1,5 раза соответ-
ственно. Выделены отсутствующие у интактных 
животных бактерии E. coli lac– (20%), Aerococcus 
(A. viridans) и грибы Trichosporon (T. asahii). В еди-
ничных случаях наблюдали рост R. pneumotropicis 
(4,5±0,5 lg КОЕ/г).

Применение метабиотиков в течение 7  сут 
способствовало нормализации содержания лак-
тобацилл, при этом по видовому разнообразию 
Lactobacillus группы различались между со-
бой (рис. 2).

У мышей группы  3 (B. subtilis  3H) выделено 
четыре вида лактобацилл:  L.  gasseri, L.  murinus, 
L. reuteri, L. intestinalis; у представителей группы 4

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Средняя частота выделения Lactobacillus spp. в контрольной группе (интактные мыши) на всех этапах эксперимента.

Fig. 1. Average frequency of Lactobacillus spp. isolation in the control group (intact mice) at all stages of the experiment.
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(B. subtilis 1719) и 5 (КМ) идентифицировали толь-
ко два вида: L. gasseri, L. murinus.

Применение метабиотиков в течение 7  сут 
приводило во  всех опытных группах к  восста-
новлению содержания кишечной палочки и ис-
чезновению вариантов  lac–. От животных, по-

лучавших метабиотики (группы  3–5), выделяли 
стрептококки (S.  hyointestinalis), отсутствующие 
у мышей группы 2, а также бактерии A. viridans — 
без достоверных различий по их содержанию. 
У  животных в  группах  3 и  4 фиксировали сни-
жение общего содержания Enterococcus и гри-

Таблица 1. Качественный и количественный состав мукозной микробиоты толстого кишечника мышей в условиях экспери-
ментального дисбиоза
Table 1. Qualitative and quantitative composition of colonic mucosal microbiota in mice under experimental dysbiosis conditions

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Содержание в разведениях 10–3–10–5, lg KOE/г (M±m), в группе
Content in 10–3–10–5 dilutions, log10 CFU/g (M±m), by group

1 (контроль, интактные мыши)
1 (control, intact mice)

2 (дисбиоз)
2 (dysbiosis)

Lactobacillus spp. 6,25±0,32 —

E. coli:
lac+/lac–, %

5,67±0,88 
100/0

4,75±0,48 
75/25*

Enterococcus spp. 4,33±0,33 —

Rodentibacter spp. 5,25±0,25 —

Streptococcus spp. 6,00±0,41 —

Aerococcus spp. — —

Kazachstania spp. 4,33±0,33 6,20±0,58*

Trichosporon spp. — 5,25±0,48*

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. «—» — отсутствие роста. * р≤0,05 (по сравнению с контрольной группой).
Note. —, no growth. * p≤0.05 (compared with the control group).

Таблица 2. Качественный и количественный состав мукозной микробиоты толстого кишечника мышей после 7-дневной 
коррекции дисбиоза
Table 2. Qualitative and quantitative composition of colonic mucosal microbiota in mice after 7 days of dysbiosis correction

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Содержание в разведениях 10–3–10–5, lg KOE/г (M±m), в группе
Content in 10–3–10–5 dilutions, log10 CFU/g (M±m), by group

1 (контрольная, 
интактные мыши)

1 (control, intact mice)

2 (дисбиоз)
2 (dysbiosis)

3 (B. subtilis 3H)
3 (B. subtilis 3H)

4 (B. subtilis 1719)
4 (B. subtilis 1719)

5 (КМ)
5 (CM)

Lactobacillus spp. 6,50±0,34 —   6,71±0,52**   5,80±0,47**   6,11±0,31**

E. coli:
lac+/lac–, %

5,67±0,33 
100/0

5,67±0,88
 80/20*

5,67±0,33
  100/0**

4,33±0,33
   100/0**

5,00±0,58
   100/0**

Enterococcus spp. 5,00±0,58  6,50±0,29*   5,00±0,40**   4,75±0,48** —

Rodentibacter spp. 4,25±0,25 — — —   4,67±0,33**

Streptococcus spp. 5,25±0,48 —   4,67±0,33**   5,40±0,24**   5,50±0,65**

Aerococcus spp. —  5,00±0,58* 4,33±0,33 5,00±0,40 5,00±0,58

Kazachstania spp. 4,25±0,25  6,67±0,33*   4,67±0,66**    5,67±0,33**   4,25±0,25**

Trichosporon spp. —  4,67±0,33* — — 4,33±0,33

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. «—» — отсутствие роста; КМ — коммерческий метабиотик (Бактистатин®). * р≤0,05 (по сравнению с контрольной 
группой); ** р≤0,05 (по сравнению с группой 2 (дисбиоз).
Note. —, no growth; CM, commercial metabiotic (Bactistatin®). * p≤0.05 (compared with the control group); ** p≤0.05 (compared 
with group 2 (dysbiosis).



437

Lazarev S.A., Vartanova N.O., Poddubikov A.V., Mikhailova N.A. 
 Probiotic activity of Bacillus subtilis metabolites in experimentally induced dysbiosis in mice

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2023, V. 23, No. 3–1

бов Kazachstania примерно в 1,3  раза, а также 
отсутствие грибов T. asahii. В группе 5 отмечали 
элиминацию Enterococcus, снижение количества 
грибов Kazachstania в 1,6 раза, но появление бак-
терий Rodentibacter и наличие грибов T. asahii.

После 14-дневного приема метабиотиков тен-
денция к  нормализации микробиоты продолжа-
лась во всех опытных группах (табл. 3). В биопро-
бах мышей из групп 3–5 содержание и видовой 
состав лактобацилл соответствовали показа-
телям контрольных животных  (рис.  1). Частота 

обнаружения E.  coli  lac+ составила 100%. Отсут-
ствовал рост дрожжей T. asahii. В  группах 3 и 5 за-
фиксировали элиминацию грибов Kazachstania; 
в  группе  4 содержание этих грибов оказалось 
ниже в  1,3  раза по сравнению с показателями 
в группе 2. В биопробах мышей группы 3 отмече-
но отсутствие роста A. viridans.

У представителей группы  2, не получавших 
метабиотики, микробный пейзаж не изменился 
по сравнению с  предыдущими сроками наблю-
дения в этой же группе. Однако в  единичных 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Средняя частота выделения Lactobacillus spp. после 7-дневной коррекции дисбиоза у мышей.

Fig. 2. Average frequency of Lactobacillus spp. isolation after 7 days of dysbiosis correction in mice.
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Таблица 3. Качественный и количественный состав мукозной микробиоты толстого кишечника мышей после 14-дневной 
коррекции дисбиоза
Table 3. Qualitative and quantitative composition of colonic mucosal microbiota in mice after 14 days of dysbiosis correction

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Содержание в разведениях 10–3–10–5, lg KOE/г (M±m), в группе
Content in 10–3–10–5 dilutions, log10 CFU/g (M±m), by group

1 (контрольная, 
интактные мыши)

1 (control, intact mice)

2 (дисбиоз)
2 (dysbiosis)

3 (B. subtilis 3H)
3 (B. subtilis 3Н)

4 (B. subtilis 1719)
4 (B. subtilis 1719)

5 (КМ)
5 (CM)

Lactobacillus spp. 6,60±0,40 — 6,27±0,33** 6,17±0,48** 6,60±0,24**

E. coli
lac+/lac–, %

5,67±0,88 
100/0

6,33±0,33 
80/20*

4,33±0,33** 
100/0

4,33±0,33** 
100/0

4,67±0,33** 
100/0

Enterococcus spp. 4,25±0,25 6,40±0,24* 4,75±0,48** 4,67±0,67** —

Rodentibacter spp. 5,25±0,48 — — — 5,25±0,63**

Streptococcus spp. 4,75±0,48 — 5,00±0,40** 5,67±0,88** 4,75±0,48**

Aerococcus spp. — 5,00±0,57* — 4,33±0,33 4,67±0,67

Kazachstania spp. 4,25±0,25 6,20±0,58* — 4,75±0,25** —

Trichosporon spp. — 4,33±0,33* — — —

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. «—» — отсутствие роста; КМ — коммерческий метабиотик (Бактистатин®). * р≤0,05 (по сравнению с контрольной 
группой); ** р≤0,05 (по сравнению с группой 2 (дисбиоз).
Note. —, no growth; CM, commercial metabiotic (Bactistatin®). * p≤0.05 (compared with the control group); ** p≤0.05 (compared 
with group 2 (dysbiosis).
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случаях в составе мукозной микробиоты зафик-
сирован рост L. gasseri (4,5±0,5 lg КОЕ/г).

На 21-й день после окончания курса гентами-
цина  (табл.  4) выявили следующие изменения. 
В группе 2 наблюдалась тенденция к восста-
новлению доминантной флоры. У мышей обна-
ружены лактобациллы, представленные одним 
видом: L.  gasseri. Частота выделения E.  coli  lac– 
составила 10%. В  группах 3 и 5 изменений 
не отмечено. У  животных группы  4  рост бакте-
рий A. viridans не зафиксирован.

При исследовании биопроб муцинового слоя 
толстого кишечника на разных этапах во  всех 
группах показано, что рост бактерий рода 
Bifidobacterium, представляющих доминант-
ную флору толстого кишечника, отсутствовал. 
Однако в  пробирках с  дифференциально-диа-
гностической средой Блаурокка после 24–48 ч 
инкубации биопроб визуально обнаружива-
ли «типичные» колонии бифидобактерий. Тем 
не менее морфологическое изучение выросших 
микроорганизмов и масс-спектрометрия MALDI-
TOF не  подтвердили наличие Bifidobacterium. 
В работе H. Qiao с соавт. [22] представлены схо-
жие результаты: бифидобактерии не высевались 
из биоматериала большинства эксперименталь-
ных групп и  лишь изредка выявлялись в био-

пробах мышей, получавших лечение препара-
тами бифидобактерий, наличие Bifidobacterium 
подтверждалось и  другими методами. Можно 
предположить, что бактериологический метод 
не  подходит для  выделения бифидобактерий 
из муцинового слоя толстого кишечника.

Результаты свидетельствуют, что метабио-
тики B.  subtilis нормализуют микробиоценоз 
толстого кишечника в случае антибиотик-ассо-
циированного дисбиоза. Так, нормализовалось 
содержание лактобацилл, а  также состав  (ва-
рианты lac– и lac+) E. coli, снизилось количество 
услов но-патогенной флоры.

Выявлены различия в  показателях между 
животными, получавшими метабиотики. Луч-
шие результаты по восстановлению содержания 
лактобактерий обеспечили метаболиты штамма 
B.  subtilis  3H, о  чем свидетельствуют содержа-
ние и  разнообразие видов лактобацилл после 
7-дневной коррекции дисбиоза  (рис. 2), а  также 
нормализация содержания кишечной палочки 
с исчезновением вариантов lac–. Толстый ки-
шечник интактных мышей колонизировали бак-
терии Rodentibacter (R.  pneumotropicis, R.  heylii), 
вызывающие оппортунистические инфекции 
у грызунов. Применение гентамицина привело 
к исчезновению вышеуказанных микроорганиз-

Таблица 4. Качественный и количественный состав мукозной микробиоты толстого кишечника мышей после коррекции 
дисбиоза в течение 21 сут
Table 4. Qualitative and quantitative composition of colonic mucosal microbiota in mice after 21 days of dysbiosis correction

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Содержание в разведениях 10–3–10–5, lg KOE/г (M±m), в группе
Content in 10–3–10–5 dilutions, log10 CFU/g (M±m), by group

1 (контрольная, 
интактные мыши)

1 (control, intact mice)

2 (дисбиоз)
2 (dysbiosis)

3 (B. subtilis 3H)
3 (B. subtilis 3Н)

4 (B. subtilis 1719)
4 (B. subtilis 1719)

5 (КМ)
5 (CM)

Lactobacillus spp. 6,17±0,48 4,50±0,50* 6,70±0,37** 6,00±0,40** 6,38±0,62**

E. coli:
lac+/lac–, %

4,75±0,48 
100/0

5,67±0,88 
90/10

4,67±0,33 
100/0

4,33±0,33 
100/0

4,75±0,25 
100/0

Enterococcus spp. 4,25±0,25 5,25±0,48* 4,40±0,24** 4,33±0,33** —

Rodentibacter spp. 4,25±0,25 — — — 4,33±0,33**

Streptococcus spp. 5,25±0,48 — 4,25±0,25** 5,00±0,58** 6,80±0,20**

Aerococcus spp. — 4,50±0,29* — — 4,67±0,33

Kazachstania spp. 4,33±0,33 5,17±0,30* — 4,75±0,25 —

Trichosporon spp. — 4,33±0,33* — — —

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. «—» — отсутствие роста; КМ — коммерческий метабиотик (Бактистатин®). * р≤0,05 (по сравнению с контрольной 
группой); ** р≤0,05 (по сравнению с группой 2 (дисбиоз).
Note. —, no growth; CM, commercial metabiotic (Bactistatin®). * p≤0.05 (compared with the control group); ** p≤0.05 (compared 
with group 2 (dysbiosis).
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мов во всех опытных группах. При коррекции 
дисбиоза метаболитами  штаммов B.  subtilis  3H 
и B.  subtilis  1719 отсутствовали в мукозной 
микро флоре Rodentibacter, однако у  животных 
из группы КМ их количество вновь возрастало 
до уровня показателей интактных мышей. В от-
ношении Enterococcus  (E.  gallinarium, E.  faecalis) 
большей эффективностью отличался КМ: дан-
ные бактерии полностью отсутствовали в ми-
кробиоте толстого кишечника. Коррекция дис-
биоза исследуемыми метаболитами приводила 
к снижению количества энтерококков до уров-
ня показателей контрольных животных. Услов-
но-патогенные бактерии A.  viridans, появлявши-
еся в микробиоте мышей после моделирования 
дисбиоза, элиминировали при введении мета-
болитов в следующие сроки: B. subtilis 3H — в те-
чение 14 сут коррекции; B. subtilis 1719 — после 
21 сут применения. У животных, получавших КМ, 
количество Aerococcus spp. не изменялось.

Грибы рода Kazachstania (K.  pintolopesii, 
K.  telluris), вызывающие инфекции у лаборатор-
ных мышей, обнаружены в микробиоте толсто-
го кишечника контрольной группы. Введение 
гентамицина способствовало росту содержания 
этих грибов в 1,5 раза. Применение метаболитов 
B. subtilis 3H и КМ привело к элиминации данного 
вида дрожжей в течение 14 сут коррекции. Ме-
таболиты B. subtilis 1719 обладали слабой актив-
ностью по отношению к Kazachstania, при этом 
содержание данных грибов снижалось до уров-
ня показателей интактных мышей. Грибы рода 
Trichosporon (T.  asahii) обнаруживались в био-
пробах мышей после моделирования дисбио-
за; лечение метаболитами как B.  subtilis 3H, так 
и B. subtilis 1719 в течение 7 сут приводило к эли-
минации указанных грибов. У животных из груп-
пы КМ грибы Trichosporon spp. исчезли из состава 
микробиоты после 14 сут коррекции дисбиоза.

Обобщенные результаты исследования 
B.  subtilis  3H. Отмечен ряд позитивных процес-
сов, которые были инициированы действием 
метаболитов B. subtilis 3H:

1) после 7-дневной коррекции дисбиоза:
 – восстановление видового разнообра-
зия и более быстрая нормализация со-
держания бактерий Lactobacillus  spp. 
(6,71±0,52 lg КОЕ/г) по сравнению с мета-
болитами других штаммов;

 – восстановление количественного и  ка-
чественного состава кишечной палочки 
(E. coli lac+ 100%);

 – элиминация бактерий Rodentibacter  spp. 
и грибов Trichosporon spp.;

 – нормализация содержания 
Enterococcus  spp. (5,0±0,4 lg КОЕ/г);

2) через 14 сут коррекции дисбиоза: элимина-
ция Aerococcus spp. и Kazachstania spp.

При этом метаболиты B.  subtilis  3H  не вли-
яли на содержание Streptococcus  spp. (4,75± 
±0,25 lg  КОЕ/г) в течение 21-дневного применения.

Обобщенные результаты исследования 
B.  subtilis 1719. Зафиксированы положительные 
изменения на фоне воздействия метаболитов 
штамма B. subtilis 1719:

1) после 7-дневной коррекции дисбиоза:
 – нормализация содержания бактерий 
Lactobacillus spp. (5,8±0,47 lg КОЕ/г);

 – нормализация количественного и каче-
ственного состава кишечной палочки 
(E. coli lac+ 100%);

 – элиминация грибов Trichosporon spp.;
 – нормализация содержания Enterococcus spp. 
(4,75±0,48 lg КОЕ/г);

2) через 21 день коррекции дисбиоза: исчез-
новение Aerococcus spp.

Метаболиты штамма B. subtilis 1719 не ока-
зывали влияния на содержание Streptococcus 
spp. (5,0±0,58 lg КОЕ/г) и Kazachstania spp. (4,75± 
±0,25 lg КОЕ/г).

Обобщенные результаты исследования 
коммерческого метабиотика. Отмечено по-
ложительное воздействие препарата, содер-
жащего метаболиты B.  subtilis (штамм ВКПМ 
№  В-2335(3)3), на микробиоценоз толстого ки-
шечника:

1) после 7-дневного применения:
 – нормализация содержания бактерий 
Lactobacillus spp. (5,8±0,47  lg КОЕ/г) и ки-
шечной палочки (E. coli lac+ 100%);

 – элиминация Enterococcus spp.;
2) через 14 сут коррекции дисбиоза: исчезно-

вение грибов Kazachstania spp. и Trichosporon spp.
Коммерческий метабиотик в течение 21-днев-

ного применения не  влиял на содержание в  му-
козной микробиоте бактерий Rodentibacter  spp. 
(4,33±0,33 lg КОЕ/г), Streptococcus spp. (6,80± 
±0,20 lg КОЕ/г) и Aerococcus spp. (4,67±0,33 lg КОЕ/г).

Заключение
Установлено, что метаболиты пробиотиче-

ских штаммов B.  subtilis  3H и  B.  subtilis 1719 
положительно влияют на микробиоценоз тол-
стого кишечника в ходе коррекции после смо-
делированного антибиотик-ассоциированного 
дисбиоза у мышей линии BALB/c. Однако био-
логическая активность коммерческого мета-
биотика ограничивается свойствами одного 
штамма- продуцента B.  subtilis, следователь-
но, изучение метаболитов других штаммов 
B.  subtilis, а тем более в комплексе, позво-
лит  расширить  номенклатуру применяемых 
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 препаратов и спектр комплексного воздей-
ствия при дисбиозе.

Можно предположить, что выявленные раз-
личия в процессах нормализации микробиоты 
толстого кишечника мышей связаны с индиви-
дуальными особенностями штаммов B.  subtilis, 
используемых в работе.

Метаболиты бактерий B. subtilis 3H и B. subtilis 
1719 можно рассматривать в качестве перспек-
тивных препаратов для избирательной коррек-
ции дисбиоза или как компоненты комплексных 
пробиотических препаратов, обладающих ши-
роким спектром действия.
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