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Исследовано воздействие комплекса бифидо- и лактобактерий на некоторые показатели неспецифиче-
ского гуморального иммунитета осетрового гибрида Acipenser gueldenstaedti Brandt × A. baeri Brandt. Изу
чен уровень антимикробных свойств, С-реактивного белка, лизоцима и содержание неспецифических 
иммунных комплексов в сыворотке крови. Исследование показало высокий уровень бактериостатиче-
ской активности и лизоцима, низкое содержание неспецифических иммунных комплексов в опытных 
группах по сравнению с контролем, что свидетельствует о иммуностимулирующем воздействии комплек-
са бифидобактерий и лактобактерий на неспецифические механизмы антибактериальной защиты рыб.
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Обитающие в воде бактерии играют огромную 
роль в жизнедеятельности рыб. Они заселяются 
во многие внутренние органы, но наиболее много-
численны в желудочно-кишечном тракте, где форми-
руют микробный биоценоз. В последние десятилетия 
проведено много исследований состава и функций 
кишечного микробиома рыб (Кузьмина, 2005; Askari-
an et al., 2012; Ray et al., 2012; Ghanbari et al., 2015; 
Egerton et al., 2018; Jang et al., 2019). Однако изучение 
данного вопроса значительно отстает от аналогичных 
исследований наземных позвоночных (Ou et  al., 
2021). Бактерии синтезируют ферменты, витами-
ны, незаменимые аминокислоты, подавляют па-
тогенную микрофлору. Известно, что микрофлора 
кишечника выполняет иммунорегуляторную функ-
цию и поддерживает иммунный гомеостаз организ-
ма за  счет продуцирования короткоцепочечных 
жирных кислот (КЖК), способствующих делению 
и поддержанию Т-клеток, стимуляции выработ-
ки слизи бокаловидными клетками, а также уси-
лению целостности эпителиального барьера (Frei 

et al., 2015). Кроме того, представители кишечной 
микробиоты – сегментированные филаментные 
бактерии (СФБ) – способны вызывать иммунный 
ответ за счет интенсивной стимуляции созревания 
Т- и В-клеток (Pamp et al., 2012). Доказана связь 
микробных консорциумов с состоянием здоровья 
и развитием заболеваний у рыб (Gilbert et al., 2016).

Загрязнение, резкое нарушение температурного 
и кислородного режимов, изменение состава ми-
крофлоры воды и т.д. вызывают нарушения в ми-
кробиоценозе кишечника. Это оказывает негатив-
ное влияние на рыб, особенно выращиваемых в ус-
ловиях аквакультуры. У них снижаются темпы роста 
и развития, а также устойчивость к возбудителям 
различных заболеваний. Для нормализации микро-
биоценоза кишечника и профилактики инфекцион-
ных болезней широко используют различные био-
логическиактивные препараты, содержащие живые 
микроорганизмы (Щербина, Гамыгин, 2006; Шульга, 
2009; Pavlov et al., 2014; Akhter et al., 2015). Добав-
ление их в корм в соответствующих количествах 
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способствует восстановлению микрофлоры желу-
дочно-кишечного тракта и оказывает положитель-
ное влияние на функционирование организма рыб 
(Hamilton-Miller et al., 2003). Механизм действия 
заключается в повышении активности пищевари-
тельных ферментов и антагонистическом действии 
на патогенные бактериальные антигены.

Установлено положительное влияние живых 
бактерий Bacillus subtilis на численность и струк-
туру микробного сообщества химуса кишечни-
ка, активность ряда пищеварительных фермен-
тов, общую переваримость корма и прирост рыб 
(Зуенко и др., 2017), усиление иммунной защиты 
(Юхименко и др., 2002; Шульга, 2009; Суворова, 
Силкина, 2019). Применение иммобилизованных 
форм штаммов лакто- и бифидобактерий показа-
ло улучшение рыбохозяйственных и физиологиче-
ских показателей рыб (Жандалгарова и др., 2023; 
Сергина и др., 2023). Под влиянием симбионтной 
микрофлоры наблюдалось повышение интенсив-
ности и скорости роста, концентрации гемоглоби-
на, общего сывороточного белка и липидов, сни-
жение уровня холестерина и глюкозы. В доступной 
литературе мало данных о влиянии консорциума 
из нескольких штаммов микроорганизмов на им-
мунную систему рыб. Они в основном посвящены 
исследованиям уровня лизоцима. Показано значи-
тельное повышение активности сывороточного ли-
зоцима у осетровых после длительного добавления 
(2–3 месяца) в корм добавок, содержащих бактери-
альные культуры (Akrami et al., 2015; Hassani et al., 
2020; Bazari, Pourjaafari, 2021; Ghodrati et al., 2021). 
Также отмечено повышение уровня неспецифиче-
ского иммунного ответа (Ai et al., 2011; Beck et al., 
2015; Wang et al., 2019). Однако необходимо прове-
дение исследований по оценке комплексного вли-
яния микроорганизмов на механизмы врожденно-
го иммунитета, которые играют значительную роль 
в обеспечении устойчивости к широкому спектру 
возбудителей бактериальных заболеваний. Стиму-
лирование этих механизмов за счет улучшения со-
става микрофлоры желудочно-кишечного тракта 
может обеспечить высокий уровень антибактери-
альной защиты организма рыб.

В данной работе проведено исследование воз-
действия комплекса бифидо- и  лактобактерий 
на  показатели неспецифического гуморального 
иммунитета осетрового гибрида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные работы проводили на базе 
научно-производственной фирмы «Касатка». 
В качестве объектов исследований использовали 
неполовозрелых особей гибрида осетров Acipenser 
gueldenstaedti Brandt × A. baeri Brandt средней мас-
сой 1095.00  ±  45.23 г  и длиной 48.80  ±  1.93 см. 

Рыбы были доставлены из  рыбоводного хозяй-
ства АО «Волгореченскрыбхоз» и до начала экспе-
римента проходили двухнедельную акклимацию. 
Экспериментальное выращивание осуществляли 
в  стеклопластиковых бассейнах объемом 0.3 м3 
согласно опубликованным нормативам (Понома-
рев и др., 2013). За время эксперимента темпера-
тура воды колебалась в пределах 10.8–12.3°С, со-
держание кислорода от 10 до 11 мг О2/л, уровень 
рН  и  азотистых метаболитов (NH4/NH3; NO2; 
NO3) соответствовали норме для осетровых рыб.

Осетров кормили 6 раз в сутки кормом для рыб 
(SUPREME-15 3.0 мм) фирмы Alltech Coppens. 
Согласно данным производителя, в состав указан-
ного вида корма входят белки (46%), жиры (15%), 
клетчатка (1.4%), зола (5.1%), фосфор (0.85%) 
и витамин А (10000 МЕ/кг). Для проведения ис-
следований использовали коммерческий пре-
парат «Флорин форте», представляющий собой 
комплекс бифидобактерий штамма Bifidobacterium 
bifidum 1, сорбированных на активированном угле 
(5х107 КОЕ), и лактобактерий штамма Lactobacillus 
plantarum 8P-A3 (5х107 КОЕ). Рыб для эксперимента 
разделили на 4 группы: участвовало 45 рыб – у 5 ото-
брали перед началом эксперимента и в каждую груп-
пу по 10 особей контрольную и 3 опытных. Кон-
трольная группа (I) – получала корм без добавок, 
опытные группы – с добавлением согласно инструк-
ции различных дозировок препарата: II – 4 г/кг, 
III – 6 г/кг, IV – 8 г/кг корма.

Отбор проб проводили перед началом экспери-
мента, на 14-е и 30-е сутки. У 5 особей из каждой 
группы для исследования отбирали перифериче-
скую кровь из хвостовой вены в сухие стерильные 
пробирки. Для получения сыворотки пробирку 
с кровью оставляли в штативе на 1 ч при комнат-
ной температуре, а потом выдерживали 1 сут в хо-
лодильнике при 4°C для свертывания крови и ре-
тракции сгустка. После этого сыворотку отбирали 
шприцем с тонкой иглой и переносили в пробирку 
Эппендорфа.

В сыворотке крови изучали бактериостатиче-
скую активность (БАСК), уровень С-реактивного 
белка (СРБ) и лизоцима, содержание неспецифи-
ческих иммунных комплексов (ИК).

БАСК оценивали нефелометрическим методом 
в модификации В.Р. Микрякова (1991). Данный 
показатель определяли по влиянию разведенной 
в 5 раз рыбо-пептонным бульоном сыворотки кро-
ви на рост и развитие 50 млн тест-микробов вида 
Aeromonas hydrophila. Выбор A. hidrophila обуслов-
лен тем, что этот вид относится к условно-пато-
генным и широко распространенным в природе 
микроорганизмам, а также является одним из эти-
ологических факторов краснухи – аэромонадной 
инфекции пресноводных и  морских костистых 
рыб (Schäperclaus, 1979). Тест-культура была по-
лучена из лаборатории ихтиопатологии Филиала 
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по пресноводному рыбному хозяйству Всероссий-
ского научно-исследовательского института рыб-
ного хозяйства и  океанографии («ВНИИПРХ»). 
Скорость роста бактерий в рыбо-пептонном бу-
льоне в присутствии сыворотки (опыт) и без нее 
(контроль) определяли после 5–6-часовой инку-
бации при температуре 26ºС. Скорость роста тест-
микробов оценивали по изменению оптической 
плотности бульона до и после инкубации бактерий 
в опыте по сравнению с таковой в контроле. При 
нулевом уровне БАСК особей считали иммуноде-
фицитными (ИМД).

Уровень СРБ определяли визуально, по реак-
ции агглютинации латекс-реагента с сывороткой 
крови, используя набор реагентов СРБ-Ольвекс.

Содержание ИК определяли спектрофотоме-
трически при длине волны 450 нм методом се-
лективной преципитации с 4% полиэтиленгли-
колем молекулярной массой 6000 (Гриневич, 
Алферов, 1981).

Концентрацию лизоцима в сыворотке опреде-
ляли методом диффузии в агаровый гель. Мето-
дика основана на просветлении слоя агара с дис-
пергированными в  нем клетками Micrococcus 
lysodeikticus под действием фермента. Диаметр 
зоны просветления вокруг лунки с образцом про-
порционален логарифму количества лизоцима 
в образце. Для определения концентрации стро-
или калибровочную кривую на основе стандарт-
ного куриного лизоцима. Результаты выражали 
в мкг/мл. Более подробно процедура подготовки 
образцов и  проведения анализа описаны ранее 
(Субботкина, Субботкин, 2003).

Статистическая обработка результатов иссле-
дования выполнена с помощью пакета программ 
Statistica v. 6.0 с использованием t-теста Стьюдента. 
Различия считали значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Во всех экспериментальных группах уровень 
БАСК на 14-е и 30-е сут постепенно снизился 
по сравнению с первоначальными данными. Одна-
ко показатели опытных рыб были выше контроль-
ной группы (табл. 1). БАСК – интегральный по-
казатель функционального состояния врожденных 
факторов гуморального иммунитета: систем ком-
племента, лизоцима, иммуноглобулинов, противо-
микробных пептидов, лектинов, преципитинов, 
ß-лизина, пропердина, дефензина и др. (Микряков, 
1991; Ройт и др. 2000; Van Muiswinkel, Vervoorn-Van 
der Wal, 2006; Койко и др., 2008; Van der Marel, 2012; 
Campoverde et al., 2017 и др.). Вероятно, организм 
рыб в ответ на транспортировку и новые условия 
выращивания усилил неспецифическую защиту, 
что выращивания на уровне БАСК перед началом 
эксперимента. На  дальнейшее снижение данного 
показателя оказало влияние отсутствие в воде пато-
генной микрофлоры. Это подтверждает отсутствие 
ИМД особей и отрицательные значения содержания 
СРБ во все сроки наблюдения у контрольных и опыт-
ных рыб. СРБ – чувствительный лабораторный мар-
кер воспалительных процессов и наличия патогенов 
в организме (Назаров, 2010). Отсутствие положитель-
ной реакции на наличие СРБ также указывает на то, 
что используемые в препарате бактерии не вызвали 
воспалительную реакцию в организме рыб.

Отсутствие патогенной микрофлоры подтверж-
дают невысокие значения содержания ИК. Эти 
комплексы состоят из антигена, антител и связан-
ных с  ними компонентов системы комплемента 
и играют важную роль в процессах регуляции им-
мунных реакций и  поддержания иммунофизио-
логического гомеостаза. Элиминация антигенов 
из организма происходит с помощью клеток крови 

Таблица 1. Влияние препарата «Флорин форте» на гуморальные факторы иммунитета

Время отбора проб БАСК, % ИМД особи, % СРБ, мг/л ИК, ус. ед Концентрация  
лизоцима, мкг/мл

Контроль перед 
опытом* 48.00 ± 0.83 0 ˂6 5.56 ± 0.94 0.30 ± 0.12

14сут
Контрольа 43.40 ± 3.05 0 ˂6 7.40 ± 1.13 5.36 ± 2.39
Опыт с добавкой 4 гб 51.00 ± 0.70*а 0 ˂6 4.30 ± 0.75а 2.10 ± 2.10
Опыт с добавкой 6 гв 46.40 ± 1.93 0 ˂6 2.20 ± 0.31*а, б 10.76 ± 4.63
Опыт с добавкой 8 гг 43.40 ± 1.88б 0 ˂6 3.70 ± 0.69а 9.70 ± 4.88
30 Сут
Контрольа 30.20 ± 0.80* 0 ˂6 5.70 ± 1.35 14.48 ± 3.87*
Опыт с добавкой 4 гб 37.40 ± 1.20*а 0 ˂6 7.30 ± 0.71 15.70 ± 1.57*
Опыт с добавкой 6 гв 42.00 ± 1.41*а, б 0 ˂6 6.00 ± 1.41 19.06 ± 9.05
Опыт с добавкой 8 гг 32.00 ± 3.68*в 0 ˂6 4.42 ± 0.83б 15.08 ± 2.03*

Примечание. * – значимые отличия относительно контроля перед опытом, а–г – между разными группами рыб, при p ≤ 0.05.
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и иммунокомпетентных органов. На макрофагах, 
нейтрофилах и эритроцитах экспрессирован рецеп-
тор CR1, который через компоненты комплемента 
C4b и C3b связывает растворимые ИК и доставляет 
их к макрофагам селезенки и печени. Нарушение 
данного механизма приводит к  избыточному об-
разованию и накоплению ИК. Достоверно низкий 
уровень ИК в опытных группах по сравнению с кон-
тролем на 14-е сут, вероятно, связан с подавлением 
и замещением бифидо- и лактобактериями условно-
патогенной микрофлоры в организме осетров.

Во время эксперимента в сыворотке крови при 
понижении показателя бактериостатической ак-
тивности зафиксировано повышение уровня содер-
жания лизоцима – антибактериального фермента, 
относящегося к группе гликозидаз. Биологическое 
действие на бактерии лизоцим осуществляет путем 
гидролиза гликозидных связей полисахаридных 
комплексов на стенках бактерий, вызывая разру-
шение их оболочек и лизис клетки. Он участвует 
в  регуляции процессов пролиферации, диффе-
ренцировки клеток, стимулирует функцию анти-
телообразования и т.д. (Бухарин, Васильев, 1974). 
Нейтрофилы – основной источник, поставляю-
щий лизоцим в ткани, органы и циркулирующую 
кровь. У акклимированных к условиям экспери-
мента рыб, концентрация сывороточного лизоци-
ма была минимальная и составила 0.30 ± 0.12 мкг/
мл. Через 14 сут концентрация фермента у  рыб 
во всех экспериментальных группах увеличилась 
при сравнении с начальным контролем. При этом 
зафиксированы отличия между II и другими опыт-
ными группами. В конце эксперимента концентра-
ция сывороточного лизоцима еще больше повыси-
лась как в контрольной, так и в опытных группах. 
Вероятно, накопление в организме гибрида осетра 
консорциума бифидо- и  лактобактерий положи-
тельно влияет на уровень этого показателя неспец-
ифического гуморального иммунитета. Полученные 
данные хорошо согласуются с подобными исследо-
ваниями. Было показано повышение активности 
сывороточного лизоцима сеголеток и молоди си-
бирского осетра Acipenser baerii после нескольких 
недель эксперимента с добавкой в корм препара-
тов, содержащих Bacillus subtilis, Lactobacillus aci-
dophilus, L. delbrueckii, L. rhamnosus, L. plantarum, 
L. lactis, Bifidobacterium bifidum, Pediococcus pentosa-
ceus, Weissel lacibaria и Enterococcus faecalis (Hassani 
et al., 2020; Bazari, Pourjaafari, 2021; Ghodrati et al., 
2021). Таким образом, установлен дозозависимый 
иммуностимулирующий эффект в продолжительных 
опытах с добавлением в корм различных бактериаль-
ных препаратов. Однако исследование применения 
Entercoccus faecium в сочетании с фруктоолигосаха-
ридом на молоди белуги Huso huso не показало су-
щественного влияния на активность сывороточно-
го лизоцима в конце 8-недельного эксперимента 
(Akrami et al., 2015).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Более высокий уровень бактериостатической 
активности и лизоцима, низкий ИК у большин-
ства рыб опытных групп по сравнению с контро-
лем, отсутствие СРБ в сыворотке крови и ИМД 
особей показывает иммуностимулирующее воздей-
ствие комплекса бифидобактерий и лактобактерий 
на неспецифические механизмы антибактериаль-
ной защиты рыб.
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Immunomodulatory effect of bifido- and lactobacilli complex  
on non-specific humoral immunity of sturgeon fish hybrids
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The effect of bifido- and lactobacilli complex on some indices of non-specific humoral immunity 
of sturgeon hybrid Acipenser gueldaenstaedti Brandt × A. baeri Brandt has been studied. The level 
of antimicrobial properties, C-reactive protein, lysozyme and the content of non-specific immune 
complexes in serum were studied. The study showed a high level of bacteriostatic activity and lysozyme, 
low content of nonspecific immune complexes in the experimental groups compared to the control, 
which indicates the immunostimulating effect of bifidobacteria and lactobacilli complex on nonspecific 
mechanisms of antibacterial defence of fish.

Keywords: sturgeon hybrid, complex of bifido- and lactobacilli, humoral immunity, antimicrobial properties 
of blood serum, nonspecific immune complexes, C-reactive protein, lysozyme
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