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Стресс как актуальный медико-биологический фактор обусловливает необходимость изучения различ-
ных его последствий для макроорганизма. Исследовано влияние хронического иммобилизационного стресса на 
микробиоту толстой кишки экспериментальных животных. Для оценки качественного и количественного со-
става микробиоценоза данного биотопа использовали биоптаты слизистой оболочки толстой кишки крыс линии 
Вистар. Установлено, что воздействие стресса приводило к значительному снижению количества облигатных 
представителей микробиоты, при этом возрастало содержание факультативной микрофлоры. Оценка частоты 
встречаемости и относительного среднего идентифицированных родов микроорганизмов показала, что хрони-
ческая иммобилизация значительно изменяла значения исследованных показателей в отношении условно-
патогенных представителей микробиоценоза, а также влияла на их соотношение с облигатными бактериями. 
Полученные данные наглядно демонстрируют роль стресса в формировании дисбиоза. 

Ключевые слова: хроническая иммобилизация, стресс, микробиота, микрофлора, дисбиоз, ось «микро-
биота – кишечник – мозг». 
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Stress as an actual medical and biological factor necessitates the study of its various consequences for the 

macroorganism. The article deals with chronic restraint stress effects on the experimental animals’ colon microbiota. To 
assess the qualitative and quantitative composition of the microbiocenosis of this biotope, biopsy specimens of the mu-
cous membrane of the large intestine of Wistar rats were used. It was established that stress led to a significant decrease 
in the number of obligate representatives of the microbiota, while the content of the facultative microflora increased. 
Evaluation of the frequency of occurrence and the relative average of the identified genera of microorganisms showed 
that chronic immobilization significantly changed the values of the studied parameters in relation to opportunistic 
pathogenic representatives of the microbiocenosis, and also affected their correlation with obligate bacteria. The ob-
tained data clearly demonstrate the role of stress in the dysbiosis creation. 

Key words: restraint stress, immobilization, microbiota, microflora, dysbiosis, microbiota-gut-brain axis. 
 
 

Введение. Необходимость изучения разносторонних аспектов стресс-реакции макроорганизма 
обусловлена непрерывными социальными, технологическими, экологическими, экономическими из-
менениями как в профессиональной, так и в бытовой деятельности человека [13, 19]. 

В ответ на чрезмерные раздражители любой природы, являющиеся стрессорами, информация с 
рецепторного аппарата поступает в центральную нервную систему (ЦНС), где происходит формиро-
вание сложного координированного ответа, который характеризуется повышением общей резистент-
ности организма, активацией защитных механизмов с последующим их ослаблением и возможным 
развитием патологических процессов, в том числе в желудочно-кишечном тракте (ЖКТ) [4, 15]. 

Установлены двусторонние нейроиммунные и нейрохимические коммуникации между микро-
биотой кишечника и ЦНС, в связи с чем в настоящее время функционирование нервной системы, 
эмоциональный статус и стресс-реакция рассматриваются во взаимосвязи с микробиоценозом [5, 8, 
12, 18]. Предположительно в основе связи между мозгом и микробиотой при стрессе лежит наруше-
ние барьерной функции эпителия кишечника [7, 9, 11, 17]. Согласно некоторым данным, гормоны 
стресса изменяют непосредственно секреторную функцию и моторику ЖКТ [3, 10]. Сумма этих фак-
торов может приводить к аберрациям качественного и количественного состава кишечной микробиоты. 

В связи с вышеизложенным целью данного исследования явилась оценка состояния микробио-
ценоза толстой кишки крыс в условиях хронического иммобилизационного стресса. 

Материалы и методы исследования. Эксперимент выполнен на крысах самцах линии Вистар 
массой 250–280 г, полученных из Питомника лабораторных животных Филиала Института биоорга-
нической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН (г. Пущино). Живот-
ные содержались в помещении при температуре воздуха 22–24° С, световом режиме 12 часов – свет, 
12 часов – темнота и получали стандартный гранулированный корм и воду в свободном доступе в 
соответствии с рекомендациями ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments, 2010) и 
требованиями Министерства здравоохранения РФ № 199н «Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики» от 2016 г. На момент выполнения эксперимента все животные были здоровы. 
Их разделили на 2 группы по 13 особей в каждой: 1 группа – интактные крысы (контроль), 2 группа – 
особи, которым моделировали хронический иммобилизационный стресс (ХИС). 

ХИС моделировали помещением крыс в индивидуальные тесные пластиковые боксы с отвер-
стиями для вентиляции ежедневно на 2 часа в течение 14 дней. По истечении указанного срока жи-
вотных выводили из эксперимента под эфирным наркозом обескровливанием путем забора крови из 
правого желудочка сердца. 

Количественное и качественное исследование мукозной микрофлоры толстого кишечника крыс 
проводили по известной методике Л.И. Кафарской и В.М. Коршунова [1]. Биоптаты слизистой обо-
лочки толстого кишечника освобождали от химуса и взвешивали в асептических условиях. Материал 
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помещали в стерильный буферный раствор в соотношении 1 : 10 и термостатировали в течение 2 ча-
сов для разжижения муцина. После чего из подготовленных образцов кишки готовили разведения до 
концентраций 10-2 – 10-4 и засевали газоном по 0,1 мл каждого разведения на поверхность питатель-
ных сред (бифидоагар, лактоагар MRS, Эндо, SSA-агар, висмут-сульфит-агар, ЦПХ-агар, желточно-
солевой агар, Сабуро) и инкубировали при температуре 37° С в аэробных и анаэробных условиях. 

Идентификацию микроорганизмов проводили с помощью масс-спектрометра Maldi Biotyper 
Microflex («Bruker», США). Количество микроорганизмов в 1 г материала рассчитывали исходя из 
числа колониеобразующих единиц (КОЕ) при посеве из максимального разведения, где отмечался 
рост не менее 10 колоний, учитывая объем посевного материала. Для расчета использовали формулу:  

 

nvk
E K 



, 

 
где К – колониеобразующая единица, Е – общее количество бактерий, к – количество внесенно-

го материала, v – количество чашек Петри, n – разведение. Удельное содержание микроорганизмов 
выражали в lg КОЕ/г массы исследуемого материала. 

Расширенная оценка состояния микробиоценоза толстой кишки включала в себя расчет часто-
ты встречаемости рода (доля животных, у которых обнаружен данный род микроорганизмов) и отно-
сительного среднего для каждого идентифицированного рода микроорганизмов (доля микроорганиз-
ма в исследуемой популяции) [2]. 

Статистическую значимость различий средних величин оценивали по t-критерию Стьюдента 
после проверки нормальности распределения изучаемых показателей с применением программы Mi-
crosoft Excel («Microsoft», США). 

Результаты исследования и их обсуждение. При исследовании содержания облигатных пред-
ставителей мукозной микробиоты толстой кишки крыс было установлено, что под воздействием ХИС 
количество как лактобацилл, так и бифидобактерий уменьшилось в 1,4 раза, а число кишечных пало-
чек с нормальной ферментативной активностью сократилось в 1,3 раза (табл. 1). При этом содержа-
ние эшерихий со сниженной ферментативной активностью увеличилось в 3,4 раза по сравнению с 
контролем. 

Таблица 1 
Количественный состав мукозной микрофлоры кишечника крыс в условиях ХИС 

(lg KOE/г, M ± m) 
Группы животных Выделенные  

микроорганизмы Контроль (интактные крысы) Опыт (крысы, подвергшиеся ХИС) 
Lаctobаcillus spp. 14,48 ± 0,31 10,17 ± 0,34** 
Bifidоbаctеrium spp. 14,31 ± 0,395 9,97 ± 0,60** 
Е. соli с нoрмальнoй 
ферментативнoй активнoстью 5,93 ± 0,31 4,49 ± 0,12** 

Е. соli сo cниженнoй 
ферментативнoй активнoстью 1,04 ± 0,55 3,55 ± 0,70** 

Еntеrоbаctеr spp. 0 2,13 ± 0,68** 
Сitrоbасtеr spp. 0 1,16 ± 0,51* 
Prоtеus spp. 0 3,05 ± 0,61** 
Кlеbsiеllа spp. 0,66 ± 0,45 4,13 ± 0,53** 
Morganella spp. 0,94 ± 0,5 2,08 ± 0,56 
Acinetobacter spp. 0 1,56 ± 0,54** 
Enterococcus spp. 0,86 ± 0,45 0,64 ± 0,43 
Staphylococcus  
(коагулазоотрицательные) 2,01 ± 0,63 5,38 ± 0,36** 

Staphylococcus aureus 0 1,43 ± 0,52* 
Candida spp. 1,11 ± 0,41 2,56 ± 0,55* 

Примечание: * – р ≤ 0,05 по сравнению с контрольной группой, ** – р≤0,01 по сравнению с контрольной 
группой 

 
Установлены достоверные изменения определяемого показателя для факультативных предста-

вителей микробиоценоза. Так, в опытной группе количество клебсиелл увеличилось в 6,3 раза, коагу-
лазоотрицательных стафилококков – в 2,7 раза, грибов рода Candida – в 2,3 раза по сравнению  
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с интактными животными. 
В контроле не было зарегистрировано присутствие условно-патогенных микроорганизмов ро-

дов Enterobacter, Citrobacter, Proteus, Acinetobacter, тогда как у животных, подвергшихся ХИС, были 
выявлены энтеробактеры (lg KOE 2,13 ± 0,68), протеи (lg KOE 3,05 ± 0,61), в несколько меньшем ко-
личестве встречались цитробактеры и ацинетобактеры (lg KOE 1,16 ± 0,51 и lg KOE 1,56 ± 0,54 соот-
ветственно). Под воздействием стресса в составе микробиоценоза появились отсутствовавшие в кон-
троле Staphylococcus aureus, lg КОЕ которых составил 1,43 ± 0,52. 

Изменения значений определяемого показателя в отношении энтерококков и морганелл были 
недостоверны по отношению к контролю. 

Оценка частоты встречаемости облигатных микроорганизмов у иммобилизированных и ин-
тактных животных показала отсутствие различий и полное соответствие показателям контрольной 
группы (интактные крысы) для лактобацилл, бифидобактерий и кишечной палочки с нормальной 
ферментативной активностью (табл. 2). При этом E. coli со сниженной ферментативной активностью 
в условиях ХИС встречалась на 46 % чаще. 

Таблица 2 
Частота встречаемости представителей мукозной микробиоты толстой кишки крыс  

в условиях ХИС (%, p ± mp) 
Группы животных Выделенные  

микроорганизмы Контроль (интактные крысы) Опыт (крысы, подвергшиеся ХИС) 
Lаctobаcillus spp. 100 ± 0 100 ± 0 
Bifidоbаctеrium spp. 100 ± 0 100 ± 0 
Е. соli с нoрмальнoй 
ферментативнoй активнoстью 100 ± 0 100 ± 0 

Е. соli сo cниженнoй 
ферментативнoй активнoстью 23,00 ± 11,67 69,00 ± 12,83* 

Еntеrоbаctеr spp. 0 46,00 ± 13,82** 
Сitrоbасtеr spp. 0 31,00 ± 12,83** 
Prоtеus spp. 0 69,00 ± 12,83** 
Кlеbsiеllа spp. 15,00 ± 9,90 85,00 ± 9,90** 
Morganella spp. 23,00 ± 11,67 54,00 ± 13,82 
Acinetobacter spp. 0 54,00 ± 13,82** 
Enterococcus spp. 23,00 ± 11,67 15,00 ± 9,90 
Staphylococcus  
(коагулазоотрицательные) 46,00 ± 13,82 100 ± 0** 

Staphylococcus aureus 0 38,00 ± 13,46* 
Candida spp. 38,00 ± 13,46 69,00 ± 12,83* 

Примечание: * – р ≤ 0,05 по сравнению с контрольной группой, ** – р ≤ 0,01 по сравнению с контрольной 
группой 

 
Анализ частоты встречаемости представителей факультативной микробиоты толстой кишки 

крыс выявил существенные различия по сравнению с контрольной группой. В частности, воздействие 
хронической иммобилизации привело к повышению значений определяемого показателя в отноше-
нии клебсиелл на 70 % и грибов рода Candida на 31 %. Кроме того, частота встречаемости коагулазо-
отрицательных стафилококков возросла до значений, соответствующих таковой для облигатных мик-
роорганизмов (100 ± 0 %). 

Стрессорное воздействие способствовало не только увеличению численности представителей 
факультативной микрофлоры, но и привело к появлению микроорганизмов, не зарегистрированных в 
контрольной группе. Так, обнаружены достоверные различия между значениями определяемого по-
казателя для Staphylococcus aureus, а также условно-патогенных грамотрицательных палочек родов 
Enterobacter, Citrobacter, Proteus, Acinetobacter. 

Для оценки влияния ХИС на состояние толстокишечного микробиоценоза, помимо частоты 
встречаемости, проводилась оценка относительного среднего для каждого рода микроорганизмов, 
что позволило представить характер распределения микроорганизмов в исследуемых популяциях 
(рис.). 
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Рис. Относительное среднее (доля) для каждого рода представителей мукозной микрофлоры  
толстой кишки крыс в условиях иммобилизационного стресса, % 

 
Оценка относительной доли микроорганизмов показала, что в группе интактных животных 

преобладали типичные облигатные представители микробиоты, среди которых Lactobacillus spp., 
Bifidobacterium spp., E. coli с нормальной ферментативной активностью. Они составили ведущую до-
лю исследуемой популяции. 

В опытной группе лактобациллы и бифидобактерии остались доминирующими микроорганиз-
мами, однако их доля значительно снизилась. При этом эшерихии с нормальной ферментативной ак-
тивностью уступили ведущее положение коагулазоотрицательным стафилококкам. Снижение коли-
чества облигатных представителей микробиоты под влиянием ХИС создавало оптимальные условия 
для колонизации слизистой условно-патогенными микроорганизмами. В связи с этим наблюдалось 
увеличение относительного среднего отдельных родов микроорганизмов (Klebsiella spp., Morganella 
spp., Staphylococcus (коагулазоотрицательные), Candida spp.), а также появление в исследуемой попу-
ляции условно-патогенных микроорганизмов, идентифицированных как Enterobacter, Citrobacter, 
Proteus, Acinetobacter и Staphylococcus aureus. 

Зарегистрированные в результате проведенного эксперимента изменения динамического рав-
новесия микробиоты толстой кишки соответствуют современной концепции коммуникации между 
ЦНС и микробиоценозом, которая нашла отражение в понятии ось «микробиота – кишечник – мозг» 
[12, 16, 17]. 

Выявленные изменения можно объяснить тем, что в условиях стресса активация оси «микро-
биота – кишечник – мозг» происходит посредством кортикотропин-рилизинг фактора, который через 
связанные с G-белком рецепторы изменяет проницаемость кишечника, а также способствует выра-
ботке кортизола [20]. Последний, в свою очередь, снижает экспрессию зонулина на фоне гиперпро-
дукции фактора некроза опухоли α, что ведет к транслокации бактерий и активации иммунного отве-
та [6, 14, 19]. 
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Заключение. Под влиянием хронического иммобилизационного стресса у испытуемых крыс 
произошло снижение количества облигатных представителей кишечной микробиоты. При этом отме-
чалось увеличенное по сравнению с группой контроля содержание кишечной палочки со сниженной 
ферментативной активностью, а также таких факультативных микроорганизмов, как клебсиеллы, 
морганеллы, коагулазоотрицательные стафилококки, грибы рода Candida. Кроме того, некоторые ус-
ловно-патогенные бактерии, представленные энтеробактерами, цитробактерами, ацинетобактерами, 
протеем, золотистым стафилококком, колонизировали биотоп слизистой толстой кишки только после 
воздействия стрессора. 

Вместе с тем хронический иммобилизационный стресс не привел к смене доминантных пред-
ставителей микробиоценоза и не изменил частоту их встречаемости, однако наблюдалось выражен-
ное изменение исследованных показателей в отношении факультативных микроорганизмов, а также 
их соотношения с облигатными представителями микробиоты. 

Таким образом, реакция нервной системы на стресс модулирует качественный и количествен-
ный состав мукозной микробиоты, способствуя формированию дисбиоза. 
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