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ВВЕДЕНИЕ

Согласно современным представлениям, ге-
патопротекторные препараты для лечения ток-
сических поражений печени должны обладать 
следующими свойствами:

хорошей всасываемостью в желудочно-ки-• 
шеч ном тракте;
эффектом “первого прохождения” через пе-• 
чень;
способностью к естественному метаболизму • 
при имеющейся патологии печени;
энтерогепатической циркуляцией и способ-• 
ностью предупреждать образование высоко-
активных повреждающих соединений или 
способностью связывать такие соединения;

противовоспалительными и иммуномодули-• 
рующими свойствами;
способностью подавлять фиброгенез; а так-• 
же стимулировать регенеративные и репара-
тивные процессы в печени;
отсутствием токсичности.• 
К сожалению, на сегодняшний день ни один 

из использующихся в медицинской практике ге-
патопротекторов не удовлетворяет в полной мере 
этим требованиям, хотя в последние годы арсе-
нал современных гепатозащитных средств рас-
ширился за счёт появления как синтетических 
препаратов, так и новых природных (в основном 
растительного происхождения) средств.

В настоящее время при лечении токсических 
поражений печени важная роль отводится пато-
генетической терапии, которая направлена на 
коррекцию факторов, играющих существенную 
роль в механизмах повреждения паренхимы пе-
чени.

В комплексном лечении токсических пора-
жений печени применяют и такую фармаколо-
гическую группу препаратов, которые обладают 
избирательным защитным действием в отно-
шении печени –  это так называемые гепатопро-
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текторы. Их системное действие направлено на 
восстановление гомеостаза в органе, повышение 
устойчивости гепатоцитов к воздействию пато-
генных факторов, нормализацию функциональ-
ной активности и стимуляцию репаративно-
регенерационных процессов в печени.

Следует отметить, что проблема создания 
эффективного гепатопротекторного препарата, 
отвечающего вышеприведенным требованиям, 
остается до настоящего времени недостаточно 
разработанной и, в связи с этим, актуальной для 
решения задач здравоохранения по сохранению 
полноценного здоровья народонаселения Рос-
сии [1, 2].

Выполненные нами исследования, а также 
многолетний опыт проведения эксперименталь-
ных исследований по изучению микроорганиз-
мов, обладающих пробиотическими свойствами, 
и практического использования лекарственных 
средств и препаратов, созданных на их основе, 
позволили нам полагать с высокой степенью ве-
роятности о наличии возможности разработки 
нового пробиотического гепатопротекторного 
средства [2, 3].

Цель исследования – выбор микроорганиз-
мов для конструирования комплексного про-
биотического препарата с выраженным гепато-
протекторным действием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена в ФГБУН Институте им-
мунологии и физиологии УрО РАН.

Для решения поставленной задачи необхо-
димо было, в первую очередь, провести иссле-
дования по выбору конкретного вида и штамма 
пробиотического микроорганизма, в экспери-
ментальных исследованиях изучить его биологи-
ческие свойства и по совокупности полученных 
результатов принять решение о целесообразно-
сти создания на его основе экспериментального 
образца нового гепатопротекторного средства.

В настоящее время накоплен значительный 
научный материал, свидетельствующий о том, 
что наибольшим биологическим потенциалом 
и набором конкретных позитивных свойств, ко-
торые эффективно можно использовать для раз-
работки пробиотических препаратов являются 
непатогенные спорообразующие микроорганиз-
мы рода Bacillus и, в частности, различные штам-
мы сенной палочки. Установлено, что они харак-
теризуются выраженными антагонистическими 
свойствами в отношении многих видов условно-
патогенных и патогенных микроорганизмов, 

способностью оказывать иммуномодулирующее 
действие (в основном за счет стимулирования 
различных звеньев клеточного и гуморального 
иммунитета), а также обладают антитоксически-
ми, антиаллергическими, противорадиационны-
ми и другими эффектами [4, 5].

Выбор бактериальных микроорганизмов, 
перспективных для использования их в качестве 
основы для создания новых пробиотических 
препаратов, осуществляли по следующим кри-
териям: результатам всестороннего изучения их 
родовых и видовых характеристик, а также био-
логических особенностей выбранных штаммов; 
отсутствию патогенных свойств, безопасности 
для человека (в комплексных доклинических ис-
следованиях); степени антагонистической актив-
ности в отношении различных видов патогенных 
и ус лов но-па то ген ных микроорганизмов; уров-
ню биохимических свойств; отсутствию гемоли-
тической активности, выраженности лечебных 
и протективных свойств пробиотиков, сконстру-
ированных с их использованием [6, 7].

Согласно требованиям, приведенным в Сани-
тарных правилах СП 1.2.731–99, штаммы Bacillus 
subtilis относятся к сапрофитам, то есть микроор-
ганизмам, непатогенным для человека и живот-
ных, работа с ними не требует специальных мер 
биологической защиты.

Определение антагонистической активности 
проводили в отношении тест-культур, получен-
ных из музея ФГБУ ГИСК им. Л. А. Тарасеви-
ча. Для проведения исследований использовали 
штаммы тест-культур: Staphylococcus aureus 209P, 
Staphylococcus epidermidis АТСС 14990, Candida 
albicans ИМВ 690, Pseudomonas aeruginosa АТСС 
9024, Salmonella typhimurium 55, Escherichia coli 
0157, Streptococcus pyogenes АТСС 19615, Proteus 
vulgaris 177.

Родовую индикацию и видовую идентифика-
цию проводили используя традиционные микро-
биологические методы исследований, а также 
идентификационные наборы МИКРО-ЛА-ТЕСТ 
и книги кодов СМММ-2 и Микроб-Ав то мат.

Конструирование, приготовление, изучение 
свойств, условий хранения и создаваемых на их 
основе экспериментальных образцов пробиоти-
ческих препаратов осуществляли в соответствии 
с действующими требованиями и рекомендаци-
ями, изложенными в источниках литературы, 
посвященных вопросам биотехнологии [8, 9].

Отбор проб для бактериологических иссле-
дований проводили установленным порядком. 
Идентификацию выделенных микроорганизмов 
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осуществляли после получения чистых культур 
по морфологическим, культуральным, биохими-
ческим и антигенным признакам с использова-
нием идентификационных наборов.

Статистическую обработку осуществляли 
с помощью пакетов компьютерных программ 
Microsoft Offi  ce Excel 2007 и “Statistica 6.0”. Ре-
зультаты представлены в виде средней ариф-
метической (M) и средней ошибки среднего 
арифметического (m). Использовали метод дис-
персионного анализа (ANOVA). Оценку нор-
мальности распределения полученных данных 
проводили по методу Кол мо го ро ва-Смир но ва. 
Для оценки достоверности межгрупповых раз-
личий использовали непараметрический U-кри-
те рий Ман на-Уитни и параметрический F-кри-
те рий Фишера в зависимости от нормальности 
распределения данных. Проверку статистиче-
ских гипотез осуществляли при критическом 
уровне значимости р<0,05. В ряде случаев для 
сравнения зависимых выборок использовали 
непараметрический W-кри те рий Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На данном этапе нами были проведены экс-
периментальные исследования по углубленно-
му изучению биологических свойств вышепе-
речисленных штаммов с целью обоснования 
объективных критериев для выбора конкрет-
ного штамма, обладающего наиболее приемле-
мыми свойствами для конструирования на его 
основе экспериментального образца гепатопро-
текторного средства.

Одним из важных критериев безопасного 
применения пробиотических штаммов для соз-
дания фармакологических препаратов является 
отсутствие у них гемолитической активности.

Анализ полученных сравнительных экспе-
риментальных данных свидетельствует о том, 
что все выбранные для исследований бактери-
альные штаммы обладают достаточно высоким 
уровнем специфической антагонистической 
активности и способны подавлять рост и раз-
множение тест-штаммов различных групп па-
тогенности, Таблица 1.

Таблица 1. Оценка антагонистической активности споровых культур штаммов Bacillus subtilis (M±m, n=3)

№ п/п Образцы 
препаратов
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1. Bacillus subtilis 
В-2335

23,6±2,0* 24,5±2,3* 26,9±3,1* 20,8±1,8* 22,3±1,9* 14,4±1,1* 21,2±1,9*

2. Bacillus subtilis 
В-4759

20,2±1,8* 21,6±1,9* 23,2±2,1* 19,8±1,7* 17,1±1,5* 16,6±1,5* 17,9±1,6*

3. Bacillus subtilis 
В-2895

20,3±1,9* 21,8±1,9* 22,5±2,0* 19,3±1,6* 18,4±1,8* 14,6±1,2* 17,3±1,7*

4. Bacillus subtilis 
В-3679

24,7±2,8* 20,5±1,8* 23,6±2,2* 24,0±2,6* 17,7±1,6* 12,9±1,1* 21,5±2,0*

5. Bacillus subtilis 
В-9906

28,1±3,7* 26,0±3,2* более 35 23,3±2,2* 21,6±1,8* 19,4±1,6* 23,1±2,2*

6. Bacillus subtilis 
В-9909

20,6±2,0* 19,2±1,6* 22,8±2,1* 22,2±2,1* 15,6±1,3* 13,4±1,1* 20,6±1,9*

7.
Контроль 
(стерильное 
вазелиновое масло)

0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

Примечание: * –  достоверные (р<0,05) различия по U-критерию Манна-Уитни по отношению к группе «Контроль (сте-
рильное вазелиновое масло)».
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В наших исследованиях (Таблица 2), установ-
лено полное отсутствие гемолитических свойств 
у штаммов Bacillus subtilis В-2335, Bacillus subtilis 
В-9906, незначительный уровень гемолитиче-
ской активности обнаружен у штаммов Bacillus 
subtilis В-4759, Bacillus subtilis В-9909, Bacillus 
subtilis В-3679 и Bacillus subtilis В-2895.

ОБСУЖДЕНИЕ

Отмечено, что наибольшая антагонистиче-
ская активность определяется у штаммов Bacil-
lus subtilis В-4759, Bacillus subtilis В-9906, Bacillus 
subtilis В-9909, в тоже время размеры зоны по-
давления у штамма Bacillus subtilis В-9906 были 
практически во всех случаях выше, чем у других 
сравниваемых штаммов. Таким образом, оцен-
ка биохимической активности изучаемых штам-
мов, показала, что протеолитические и амило-
литические ферменты при глубинном способе 
культивирования в наибольших концентрациях 
синтезируются в жидких питательных средах 
такими штаммами, как Bacillus subtilis В-9906, 
Bacillus subtilis В-4759, Bacillus subtilis В-2335. 

Причем штаммы Bacillus subtilis В-9906, Bacillus 
subtilis В-4759 обладали способностью продуци-
ровать указанные ферменты не только сравни-
тельно в более высоких концентрациях, но и на 
более ранние сроки культивирования.

ВЫВОДЫ

1. Наибольшую антагонистическую актив-
ность в отношении патогенных и условно-пато-
ген ных микроорганизмов проявили пробиоти-
ческие штаммы Bacillus subtilis В-2335, В-4759, 
В-9906.

2. Установлено, что штаммы Bacillus subtilis 
В-9906, Bacillus subtilis В-4759 обладали способ-
ностью продуцировать протеолитические и ами-
лолитические ферменты не только сравнительно 
в более высоких концентрациях, но и на более 
ранние сроки культивирования;

3. Установлено полное отсутствие гемолити-
ческих свойств у штаммов Bacillus subtilis В-2335, 
Bacillus subtilis В-9906;

4. Наиболее перспективными штаммами для 
конструирования комбинированного биогепа-

Таблица 2. Гемолитическая активность исследуемых штаммов Bacillus subtilis (M±m, n=3)

Исследуемая 
культура

Срок 
наблюдения, 

сут.

Зона гемолиза на питательных средах, мм

Плотная питательная среда Гаузе 2 с добавлением дефибринированной 
кроличьей крови,%

10% кровяной 
агар

10% кровяной 
агар

20% кровяной 
агар + 1% 
глюкоза

10% кровяной 
агар

20% кровяной 
агар + 1% 
глюкоза

№ серии 18 19 19 20 17

Bacillus subtilis 
В-2335

2 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

3 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

Bacillus subtilis 
В-4759

2 1,2±0,1 1,4±0,2 1,1±0,1 2,3±0,3 1,0±0,1

3 1,3±0,1 1,0±0,1 1,2±0,1 2,0±0,2 0,0±0,0

Bacillus subtilis 
В-2895

2 1,0±0,1 1,1±0,1 1,0±0,1 3,5±0,8 2,3±0,4

3 1,3±0,1 1,2±0,1 1,1±0,1 5,2±1,4 1,2±0,1

Bacillus subtilis 
В-3679

2 2,8±0,6 2,1±0,1 0,0±0,0 2,0±0,2 2,1±0,2

3 2,3±0,4 2,0±0,3 0,0±0,0 2,5±0,5 2,7±0,5

Bacillus subtilis 
В-9906

2 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

3 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

Bacillus subtilis 
В-9909

2 1,0±0,1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,1±0,1

3 1,3±0,1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,2±0,1

Примечание: достоверных (р<0,05) различий по U-критерию Манна-Уитни по отношению к соответствующим группам 
высеянных на «плотной питательной среде Гаузе 2 с добавлением дефибринированной кроличьей крови» не установлено.
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топротектора являются три штамма: Bacillus sub-
tilis В-2335, В-4759, В-9906.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1.
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The paper presents the results of preclinical studies on the choice of microorganisms for the design 
of a complex probiotic drug with a pronounced hepatoprotective eff ect. It has been experimentally es-
tablished that probiotic strains Bacillus subtilis B-2335, B-4759, B-9906 showed the greatest antagonistic 
activity against pathogenic and opportunistic microorganisms. Experimental data have been obtained 
that strains Bacillus subtilis B-9906, Bacillus subtilis B-4759 had the ability to produce proteolytic and 
amylolytic enzymes not only relatively in higher concentrations, but also for earlier periods of cultiva-
tion;. It was found that the most promising strains for the design of a combined biohepatoprotector are 
three strains: Bacillus subtilis B-2335, B-4759, B-9906.
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