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Аннотация. Изучен состав микробиоценоза толстой кишки и антиоксидантных свойств колоноцитов в 
условиях экспериментального дисбиоза и профилактического применения мексидола. Количественное и каче
ственное исследование мукозной микробиоты толстой кишки мышей проводили бактериологическим методом. О 
состоянии системы перекисного окисления липидов судили по содержанию ацилгидроперекисей и малонового 
диальдегида, системы антиоксидантной защиты -  по активности ферментов -  каталазы и супероксиддисмутазы. 
Экспериментальный дисбиоз толстой кишки проявился изменениями в составе мукозной микробиоты животных 
и антиоксидантных свойств колоноцитов. Профилактика дисбиоза мексидолом привела к нормализации активно
сти ферментов антиоксидантной защиты и продуктов перекисного окисления липидов в ткани толстой кишки. 
Результаты исследования позволяют полагать, что использование мексидола приводит к повышению адаптивно
компенсаторных возможностей макроорганизма при экспериментальном дисбиозе.

Resume. Was studied the composition of large intestine microbiocenosis and antioxidant properties of colonocytes 
in experimental dysbiosis with mexidol prophylactic. Quantitative and qualitative study of mucous microbiota of mice large 
intestine was performed by bacteriological method. The state of lipid peroxidation was judged about by content of acylhy- 
droperoxide and malonic dialdehyde, antioxidant protection system -  by catalase and superoxide dismutase. Experimental 
dysbiosis manifested as significant changes in mucosal microbiota, changes antioxidant properties of colonocytes. Dysbiosis 
prevention by mexidol normalized enzyme activity of antioxidant protection, lipid peroxidation products in the colon. Re
sults of the study suggest that mexidol increases adaptive-compensatory abilities of macroorganism in experimental dysbiosis.
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Введение

Кишечный микробиоценоз представляет собой высокоорганизованную систему, реагиру
ющую качественными и количественными сдвигами (дисбиозом) на различные условия жизнеде
ятельности, здоровья и болезни [Гриневич и др., 2008; Агейченко и др., 2015].

Совокупность микробиоты толстой кишки находится в непосредственном контакте с апикаль
ной мембраной колоноцитов и формирует в слизистом слое агломераты. Количественный и каче
ственный состав микробиоты полости кишки связан с поступлением в составе химуса непереваривае- 
мых пищевых волокон и поэтому наиболее изменчив по количеству представленных микроорганиз
мов и их качественному соотношению, чем микробиота слизистого слоя. Структура, распределение и 
тесное морфо-функциональное взаимодействие микробиоты с пристеночными слоями апикальной 
мембраны ТК создают целостный микробно-тканевой комплекс: микробиота+неперемешивающийся 
водный слой+слой слизи+углеводная оболочка [Симонова, 2008; Ерофеев, 2012].

Среди основных причин развития дисбиоза выделяют стрессы, неблагоприятное воздействие 
окружающей среды, прием лекарственных препаратов (антибактериальных, гормональных, цитоста- 
тиков), заболевания гастроинтестинального тракта, острые кишечные инфекции, нерациональное пи
тание, нарушения иммунитета, оперативные вмешательства [Костюкевич,2011; Яковенко и др., 2008].

При дисбиозе кишечника регистрируют уменьшение общего количества облигатных пред
ставителей нормальной микробиоты (бифидобактерий, кишечных палочек, лактобактерий), изме
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нение качественного и/или количественного состава факультативных микроорганизмов (вплоть 
до исчезновения некоторых видов), размножение условно-патогенных и появление патогенных 
микроорганизмов [Конев, 2007].

Существует ряд терминов для определения ненормального состояния микробиоценоза ки 
шечника. Э.П. Яковенко считает, что термин «дисбиоз кишечника» включает следующие понятия: 
1) изменение количественного и качественного состава микробиоты в различных биотопах (тонкая 
и толстая кишка); 2) появление факультативных (условно патогенных) штаммов, не входящих в 
состав резидентной микробиоты: Proteus, Morganella, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Hafnia, 
E.coli (с ферментативной недостаточностью или гемолизирующими свойствами), Pseudomonas и 
др. [Яковенко, 2004].

При нарушении равновесия в микробиоценозе толстой кишки могут реализовываться от
рицательные свойства нормальной микробиоты:

- при определенных условиях она может выступать в качестве источника инфекции;
- оказывает сенсибилизирующее действие на организм;
- обладает мутагенной активностью, является банком плазмид;
- имеет антикомплементарную и антиинтерфероновую активность [Ильенко, 2008].
В макроорганизме постоянно образуются свободные радикалы (СР) -  это результат есте

ственного метаболизма кислорода, окислительно-восстановительных превращений различных 
эндогенных субстратов, в том числе и ксенобиотиков. Действие СР в организме человека контро
лируется ферментами антиоксидантной системы, которая противостоит повреждающему дей
ствию СР. Нарушение систем регуляции свободно-радикальных процессов может приводить к раз
витию различных патологических состояний [Воронина, 2015].

Активные формы кислорода обычно появляются первыми в цепи реакций свободноради
кального окисления и дают начало серии радикалов, инициируя перекисное окисление липидов 
(ПОЛ) -  это ведет к образованию пероксидных радикалов, моно- и димерных, циклических и по
лимерных перекисей и гидроперекисей. Чрезмерное накопление продуктов ПОЛ и низкая актив
ность антиокислительных ферментов приводят к затяжному течению заболевания, а в ряде случа
ев создают условия для хронизации процесса [Некрасов, 2012; Магомедов и др., 2007].

ПОЛ необходимо для физиологических процессов, для синтеза ряда биологически актив
ных веществ, в том числе при фагоцитозе, пиноцитозе, обновлении фосфолипидов мембранных 
структур, при иных процессах. В организме человека процессы ПОЛ имеют большое значение для 
обновления липидов мембран клеток и посредством этого поддержания структурного гомеостаза. 
Однако при патологии ПОЛ нарушает структуру и функцию фосфолипидов и мембранный транс
порт, деполимеризуются и агрегируются молекулы, окисляются аминокислотные остатки, изменя
ется конформация белков, инактивируются ферменты. Поэтому разные по своим свойствам анти- 
оксидантные системы необходимы для поддержания активности ПОЛ на стационарном уровне в 
условиях значительных изменений активности образования радикалов [Журавлёв, 1983; Воскре
сенский, 1992; Терехина, 1992; Петрович, 2004].

Важным направлением медицинских исследований является разработка профилактиче
ских мероприятий для поддержания прооксидантно-антиоксидантного баланса организма [Коро
лев и др., 2014].

Цель

В связи с вышеизложенным, целью исследования было изучение эффективности профи
лактического использования антиоксиданта мексидола на качественный и количественный состав 
микробиоценоза толстой кишки мышей и антиоксидантные свойства колоноцитов в условиях экс
периментального гентамицинового дисбиоза.

Объекты и методы исследования

Исследование проведено на 60 мышах линии BALB/c массой 18-20 г., которых содержали 
на стандартном пищевом рационе в условиях вивария. Все животные были разделены на три 
группы по 20 особей в каждой.

Первая группа -  контрольная -  мыши, которым не осуществляли введение препаратов, со
держащиеся в идентичных условиях вивария с экспериментальными группами животных. Вторую 
группу составили животные, у  которых моделировали лекарственный дисбиоз путём внутрибрю- 
шинного введения в течение 5 дней 1 раз в сутки раствора гентамицина в пересчёте на массу тела 
животного в концентрации 80 мкг/мл (группа «дисбиоз») [Кашкин и др., 1984]. Третью группу 
составили мыши, которым с профилактической целью внутримышечно вводили антиоксидант- 
ный препарат мексидол в дозе 2.06 мг в пересчёте на массу тела животного в течение 10 дней 1 раз 
в сутки до начала введения гентамицина (группа «профилактика мексидол»). Ж ивотных выводи
ли из эксперимента декапитацией под легким эфирным наркозом. Исследования проводили с со
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блюдением принципов, изложенных в Конвенции по защите позвоночных животных, используе
мых для экспериментальных и других целей (г. Страсбург, Франция, 1986).

У  мышей контрольной группы, а также экспериментальных групп после окончания введе
ния гентамицина производили изучение состава мукозной микробиоты толстой кишки, исследо
вание состояния перекисного окисления липидов и антиоксидантной защиты колоноцитов.

Количественное и качественное исследование мукозной микробиоты толстой кишки мышей 
проводилось по методике Л.И. Кафарской и В.М. Коршунова [Ефимов и др., 2002]. В первую очередь 
осуществляли освобождение слизистой оболочки толстой кишки от химуса и взвешивали полученный 
материал в асептических условиях, помещали его в стерильный раствор фосфатного буфера рН 7.0 в 
соотношении 1:10 и выдерживали в буфере в течение 2 часов для разжижения муцина. После чего де
лали разведение материала -  до концентраций 10-2-10-4 для приготовления препаратов для микроско- 
пирования после окраски по Граму и посева на питательные среды для термостатирования и изучения 
микробиоценоза толстой кишки каждой группы. По 0.1 мл раствора каждой концентрации засевали 
газоном на поверхности питательных сред (Эндо, кровяной агар, желточно-солевой агар, Сабуро, SSA- 
агар, лактоагар, ЦПХ-агар, висмут-сульфит агар, бифидоагар) и инкубировали в аэробных и анаэроб
ных условиях при температуре 370С. Число выросших КОЕ микроорганизмов при посеве из макси
мального разведения для оценки количества микроорганизмов в 1г материала, где отмечался рост не 
менее 10 колоний, учитывая при этом объём посевного материала рассчитывали по следующей фор
муле: К=Е/к -^п, где К -  колониеобразующая единица, Е -  общее количество бактерий, к -  количество 
внесённого материала, v  -  количество чашек Петри, n -  разведение. Удельное содержание микроорга
низмов выражали в ^КОЕ/г массы биологического материала. Идентификацию микроорганизмов 
проводили с помощью микробиологического анализатора «Multiskan-Ascent» с использованием про
мышленных тест-систем ЭНТЕРОтест-16, СТАФИтест-16, Стрептотест-16, Эн-КОККУСтест-16, API 50 
CHL [Воробьев, 2005; Несвижский, 2007].

На следующем этапе работы исследовали состояние системы антиоксидантной защиты коло- 
ноцитов по активности основных ферментов -  супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы и интенсив
ность протекания процессов ПОЛ по содержанию в колоноцитах основных продуктов -  ацилгидропе- 
рекисей (АГП) и малонового диальдегида (МДА) для каждой экспериментальной группы. Для оценки 
антиоксидантных свойств материалы для проведения измерений подготавливали следующим обра
зом: 120 мг ткани толстой кишки взвешивали на аналитических весах, помещали в гомогенизатор, из
мельчали до однородной массы с добавлением 1 мл 0.025 М трис-НС1 буфера (pH 7.4). Получившуюся 
смесь помещали в коническую стерильную микропробирку объемом 1.5 мл. Пробы помещали для хра
нения в холодильник при температуре (-25)оС. О состоянии ПОЛ судили по содержанию АГП и МДА, а 
также активности ферментов антиоксидантной системы: СОД и каталазы в ткани толстой кишки. Дан
ные показатели оценивали традиционными методами [Королюк и др., 1988; Макаренко, 1988].

Статистическая обработка данных проводилась с использованием аналитического пакета 
приложения Excel Office 2010. Проверку распределения данных на соответствие нормальному за
кону распределения осуществляли с помощью критерия согласия распределения Колмогорова- 
Смирнова. При соответствии эмпирического распределения нормальному теоретическому распре
делению критический уровень статистической значимости принимали равным 0.05. Для описания 
количественных признаков использовали параметры нормального распределения: среднее значе
ние (M), стандартная ошибка среднего значения (±m), стандартное отклонение (s). Данные пред
ставляли в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего (M±m). Для оценки значимости 
различий двух групп независимых наблюдений использовали параметрический критерий -  t- 
критерий Стьюдента после дополнительной проверки равенства дисперсий двух сравниваемых 
групп посредством F-критерия Фишера -  Снедекора [Реброва, 2006].

Результаты и их обсуждение

При исследовании количественного и качественного состава мукозной нормобиоты тол
стой кишки контрольной группы животных было установлено, что в составе мукозной микробиоты 
преобладали бифидобактерии ^КОЕ=(8.10±1.05), в несколько меньшем количестве обнаружены 
лактозоположительные E. coli ^КОЕ=(6.58±0.75) и лактобактерии ^КОЕ=(6.48±0.66). Кроме того, 
в составе микробиоты обнаруживались представители рода Salmonella ^КОЕ=(5.07±0.6з), энтеро
кокки ^КОЕ=(з .85±0.90), бактерии рода Citrobacter ^КОЕ=(з.74±0.72), лактозоотрицательные 
кишечные палочки ^КОЕ=(з.48±0.57) и микроорганизмы рода Enterobacter ^КОЕ=(з.01±0.47). 
Несколько ниже было число коагулазоотрицательных стафилококков ^КОЕ=(2.54±0.67), грибов 
рода Candida ^КОЕ=(2.з8±0.49) и бактерий рода Streptococcus ^КОЕ=(2.14±0.55). При этом в со
ставе мукозной микробиоты контрольной группы мышей не выявлены золотистый стафилококк и 
микроорганизмы рода Proteus (табл. 1).

Экспериментальный гентамициновый дисбиоз толстой кишки характеризовался уменьше
нием численности доминантных представителей микробиоты здоровых животных -  содержание 
лактозоположительных кишечных палочек снизилось в 2.1 раза, лактобактерий -  в 1.8 раза, бифи
добактерий -  в 1.7 раза. При этом количество стрептококков увеличилось в 3.1 раза, коагулазоот-
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рицательных стафилококков -  в 2.3 раза, энтеробактерий -  в 1.7 раза по отношению к контроль
ной группе. В составе кишечного биоценоза данной экспериментальной группы не выявлены мик
роорганизмы рода Citrobacter и Enterococcus, тогда как отмечалось появление золотистых стафи
лококков и бактерий рода Proteus (^КОЕ=(5.87±1.48) и ^КОЕ=(3.12±0.45), соответственно). На 
фоне применения гентамицина в составе микробиоценоза толстой кишки мышей количество гри
бов рода Candida увеличилось в 2.3 раза. Изменение численности лактозоотрицательных эшери- 
хий и сальмонелл было статистически не значимым по отношению к контрольной группе (табл. 1).

Оценка влияния на дисбиотическое состояние микробиоценоза толстой кишки животных 
профилактического введения мексидола показала, что при данном типе использования антиокси
данта сопоставимыми с показателями группы мышей с антибиотик-ассоциированным дисбиозом 
были численность лактозоотрицательных кишечных палочек, коагулазоотрицательных стафило
кокков, бактерий рода Enterobacter, Salmonella и Proteus, грибов рода Candida. После введения мек- 
сидола увеличилось количество лактозоположительных кишечных палочек в 1.6 раза по сравнению 
с показателями группы мышей с дисбиозом. При этом статистически значимых отличий в количе
стве стрептококков, бифидо- и лактобактерий от их значений у мышей с дисбиозом отмечено не бы
ло, также в составе микробиоты толстой кишки не обнаруживались встречавшиеся в контроле пред
ставители родов Citrobacter и Enterobacter. Вместе с тем, содержание золотистого стафилококка было 
ниже показателей, чем у  животных с дисбиозом (lgKOE=2.93±0.55). Следует отметить, что в контро
ле не встречались золотистые стафилококки и бактерии рода Proteus (табл. 1).

Таблица 1 
Table. 1

Количественный состав мукозной микробиоты толстой кишки мышей в условиях эксперимен
тального дисбиоза и его профилактики мексидолом  

Quantitative composition o f mucosal m icrobiota o f the large intestine o f mice in experimental
dysbiosis and it prophylactics o f mexidol

Количество микроорганизмов, lg KOE/г (M±m)
Г руппы животных

Виды микроорганизмов
Контроль Дисбиоз

Профилактика 
дисбиоза мексидо

лом
E. coli лактозоположительная 6 .5 8 ±0.75 3.18±0.4б*** 4 .9 7±0 .57х
E. coli лактозоотрицательная 3 .4 8 ±0 .57 5 .2 2 ±0.73 5.62±0.21
Enterobacter spp. 3 .01±0 .47 5.08±0.48** 4.80±0.52
Salmonella spp. 5 .0 7 ±0 .б3 6.14±0.76 5 .8 9 ±0.75
Citrobacter spp. 3 .7 4 ±0.72 0±0*** 0±0ххх
Enterococcus spp. 3 .8 5 ±0 .9 0 0±0*** 0±0ххх
Streptococcus spp. 2 .14±0.55 6.64±0.78*** 5.20±0.83
Staphylococcus (коагулазоотрицательные) 2 .5 4 ±0 .67 5 .8 7 ±0 .94 ** 5 .8 7 ±0 .6 4
Staphylococcus aureus 0 5 .8 7 ±1.4 8 *** 2 .9 3 ±0.55
Proteus spp. 0 3 .12±0 .4 5 *** 3 .7 6±0 .6 4
Candida spp. 2 .3 8 ±0 .4 9 5 .4 3 ±0 .9 0 ** 5 .14±0 .4 4
Lactobacillus spp. 6.48±0.66 3.60±0.82* 4 .3 4 ±0.27
Bifidobacterium spp. 8.10±1.05 4 .7б±0 .94 * 5 .12±0 .47

Примечание: * -  р<0.05 по сравнению с контрольной группой, ** -  р<0.01 по сравнению с контроль
ной группой, *** -  р<0.001 по сравнению с контрольной группой; х -  р<0.05 по сравнению с группой дисбиоз, 
хх -  р<0.01 по сравнению с группой дисбиоз, ххх -  р<0.001 по сравнению с группой дисбиоз

В ходе определения активности ферментов системы антиоксидантной защиты каталазы и СОД 
в колоноцитах контрольной группы животных получены следующие результаты: активность каталазы 
составила 13.88±0.85, активность СОД -  15.85±1.03, соответственно. Развитие лекарственного дисбиоза 
сопровождалось снижением активности обоих изученных ферментов антиоксидантной защиты коло- 
ноцитов мышей: супероксиддисмутазы -  в 1.9 раза, каталазы -  в 1.3 раза. Использование с профилак
тической целью мексидола повысило активность СОД в 1.8 раза, каталазы -  в 1.4 раза по сравнению со 
значениями определяемого показателя группы животных с дисбиозом (табл. 2).

Установлено, что содержание МДА в колоноцитах контрольной группы животных составило 
2.32±0.19. Содержание АГП -  0.35±0.04. После введения гентамицина у  мышей происходило увеличе
ние концентрации промежуточных и конечных продуктов ПОЛ в ткани толстой кишки. При этом со
держание АГП увеличилось в 2.3 раза, МДА -  в 2.0 раза по сравнению с группой контроля. При изуче
нии процессов липопероксидации установлено, что профилактика мексидолом способствовала сниже
нию содержания МДА в 1.5 раза в колоноцитах; снижение содержания АГП обнаружено в колоноцитах 
в 2.0 раза -  соответствующих показателей у  мышей с экспериментальным дисбиозом (табл. 3).
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Таблица 2 
Table. 2

Активность ферментов антиоксидантной защиты колоноцитов мышей в условиях  
экспериментального дисбиоза и его профилактики мексидолом  

Activity o f antioxidant enzymes o f colonocytes mice in experim ental dysbiosis and it prophylactics
o f mexidol

Г руппы мышей Активность каталазы, мкат/г ткани 
(M±m)

Активность СОД, у.е 
(M±m)

Контроль 13.88i0.85 15.85i1.03
Дисбиоз 10.63±0.54** 8.14±0.87***
Профилактика дисбиоза мексидолом 14.6 5 ±1.53х 14.4 9 ±0 .97ххх

Примечание: * -  р<0.05 по сравнению с контрольной группой, ** -  р<0.01 по сравнению с контроль
ной группой, *** -  р<0.001 по сравнению с контрольной группой; х -  р<0.05 по сравнению с группой дисбиоз, 
хх -  р<0.01 по сравнению с группой дисбиоз, ххх -  р<0.001 по сравнению с группой дисбиоз

Таблица 3 
Table. 3

Содержание продуктов перекисного окисления липидов в колоноцитах мышей в условиях 
экспериментального дисбиоза и его профилактики мексидолом  

Contents products o f lipid peroxidation in colonocyte o f mice in experim ental dysbiosis and it
prophylactics o f mexidol

Г руппы мышей
Содержание 

малонового диальдегида, 
мкмоль/г ткани (M±m)

Содержание ацилгидроперекисей, 
у.е (M±m)

Контроль 2.32±0.19 0 .3 5 ±0 .0 4
Дисбиоз 4 .6 7±0 .37*** 0.82±0.06***
Профилактика дисбиоза мексидолом 3 .11±0 .37х 0.41±0.03ххх

Примечание: * -  р<0.05 по сравнению с контрольной группой, ** -  р<0.01 по сравнению с контроль
ной группой, *** -  р<0.001 по сравнению с контрольной группой; х -  р<0.05 по сравнению с группой дисбиоз, 
хх -  р<0.01 по сравнению с группой дисбиоз, ххх -  р<0.001 по сравнению с группой дисбиоз

Воздействие антибиотика широкого спектра действия (гентамицина) привело к существен
ным изменениям в составе микробиоценоза толстой кишки. Статистически значимо снизилось 
количество бифидо- и лактобактерий, не идентифицировались представители родов Citrobacter и 
Enterococcus. Одновременно со снижением количества лактозоположительных кишечных палочек 
возросло количество лактозоотрицательных эшерихий, стрептококков, энтеробактерий, коагула- 
зоотрицательных стафилококков, грибов рода Candida. При этом в составе микробиоценоза тол
стой кишки обнаруживались золотистые стафилококки и протей. При использовании с профилак
тической целью мексидола содержание лактозоположительных кишечных палочек значимо отли
чалось от определяемого значения показателя мышей с дисбиозом. Вместе с тем, количество саль
монелл соответствовало показателям контрольной группы мышей.

В условиях экспериментального дисбиоза в колоноцитах отмечается снижение активности 
ферментов антиоксидантной защиты (СОД и каталазы). Низкая активность СОД и каталазы в тка
ни толстой кишки относительно значений в контрольной группе мышей могут быть результатом 
качественных и количественных изменений в составе кишечной микробиоты. Увеличение концен
трации продуктов ПОЛ (МДА и АГП) в колоноцитах свидетельствует о степени риска нарушения 
целостности клеточных мембран непосредственно в зоне обитания микроорганизмов и обусловле
но, как действием самого антибиотика, так и увеличением, в результате развития дисбиоза, чис
ленности стрептококков, золотистых стафилококков, протея, грибов рода Candida.

Профилактическое применение антиоксидантного препарата мексидола предотвращает 
развитие дисбаланса ферментов антиоксидантной защиты, продуктов ПОЛ и снижает степень вы
раженности последствий экспериментального дисбиоза. Это позволяет полагать, что использова
ние мексидола способствует снижению негативных последствий дисбиоза на прооксидантно- 
антиоксидантный баланс организма в целом [Смирнова и др., 2006; Воронина, 2009].

Заключение

Изучено влияние антиоксидантного препарата мексидол при применении для профилак
тики антибиотик-ассоциированного дисбиоза на состав микробиоценоза толстой кишки, актив
ность ферментов антиоксидантной защиты колоноцитов (СОД и каталазы) и содержание продук
тов ПОЛ (МДА и АГП) в колоноцитах животных.
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Введение мексидола с целью профилактики возникновения нарушений прооксидантно- 
атиоксидантного баланса организма при моделировании экспериментального лекарственного 
дисбиоза не привело к значительным изменениям качественного состава мукозной микробиоты. 
Показатели находились на уровне значений группы животных с дисбиозом, за исключением чис
ленности лактозоположительных кишечных палочек.

Установлено, что профилактическое применение мексидола способствует предотвращению 
развития дисбаланса между активностью ферментов антиоксидантной защиты колоноцитов и содер
жанием продуктов ПОЛ и снижает степень выраженности последствий антибиотик-ассоциированного 
дисбиоза. Это позволяет полагать, что использование мексидола способствует восстановлению проок- 
сидантно-антиоксидантного баланса колоноцитов, увеличению активности ферментов системы анти- 
оксидантной защиты (каталазы и СОД) и снижению содержания продуктов ПОЛ (МДА и АГП).
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