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Аннотация 

Общая информация Дисбаланс кишечной микробиоты, по-видимому, способствует 
развитию хронических воспалительных расстройств желудочно-кишечного тракта, таких 
как язвенный колит (UC). Несмотря на имеющееся предположение о том, что биодобавка в 
виде пробиотика является эффективным подходом к лечению колита, её влияние на 
кишечную микрофлору и баланс цитокинов слизистой оболочки до сих пор не было 
исследовано. 

Цель Оценить влияние Lactobacillus casei (L. casei) DG, – пробиотического штамма, на 
микробиоту, связанную со  слизистой оболочкой толстого кишечника, баланс цитокинов и 
экспрессию толл-подобных рецепторов (TLR). 

Методы Двадцать шесть пациентов с левосторонним язвенным колитом легкой степени 
были распределены случайным образом в одну из трех групп для 8-недельного периода 
лечения: Первая группа, состоящая из 7 пациентов, получала перорально только одну 5-
аминосалициловую кислоту (5-ASA), вторая группа (8 пациентов) получала перорально 5-
ASA плюс перорально L. casei DG, и третья группа (11 пациентов) получала перорально 5-
5-ASA и ректально L. casei DG. Образцы биопсии были взяты из области сигмовидной 
кишки для культивирования микроорганизмов, связанных со слизистой оболочкой и 
оценки уровней цитокинов и матричной РНК (мРНК) рецепторов TLR, определяемых с 
помощью количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени (RT-PCR). 
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Результаты Прием 5-ASA отдельно или вместе с пероральным введением L. casei DG не 
смогли статистически достоверно повлиять на микрофлору толстого кишечника и 
экспрессию TLR, но такое достоверное влияние имело место при сочетании 5-ASA с 
ректальным введением L. casei DG. Изменение микробиоты толстого кишечника 
происходило за счет увеличения числа Lactobacillus spp. и уменьшения числа 
Enterobacteriaceae. Уровни мРНК рецепторов TLR-4 и интерлейкина (IL) 1-β были также 
достоверно снижены наряду с достоверным увеличением уровня IL-10 в слизистой 
оболочке.  

Выводы Непосредственное воздействие L. casei DG на микробиоту слизистой оболочки и 
влияние на иммунную систему этой оболочки, по-видимому, необходимо как связующее 
звено в развитии положительного эффекта пробиотика у пациентов с язвенным колитом. 

Ключевые слова Lactobacilli (Лактобактерии). Клизма. Язвенный колит. Толл-подобный 
рецептор 

Введение 

Растущее количество экспериментальных данных подтверждает гипотезу о том, что 
кишечная микробиота заметно влияет на функцию слизистой оболочки кишечника и 
лимфоидную ткань, связанную с этой оболочкой [1]. Потенциально, кишечная микробиота 
может повредить слизистую оболочку либо путем непосредственного высвобождения 
токсинов, либо косвенно, вызывая нежелательные иммунные реакции. Таким образом, 
изменения в микробиоте слизистой оболочки кишечника, были связаны с различными 
воспалительными нарушениями [2]. С другой стороны, микрофлора, растущая на слизистой 
поверхности, выполняет полезную трофическую, иммуномодулирующую, и 
противовоспалительную функцию [1, 2]. Принято считать, что воздействие на кишечную 
микробиоту путем диетического добавления живых бактерий, то есть пробиотиков, влияет 
на иммунную систему организма хозяина. Это широко используют для профилактики и 
лечения различных воспалительных нарушений кишечника, в том числе воспалительных 
заболеваний кишечника (IBD) и резервуарного илеита [3, 4]. 

Влияние пробиотиков на иммунную систему слизистой оболочки может быть косвенным, 
что обусловлено микробиологической окружающей средой, или прямым в результате 
затрагивания активности иммунных и неиммунных клеток слизистой оболочки [1, 5]. 
Хорошо известно, что растворимые факторы, полученные из бактерий, находящихся в 
просвете кишечника, могут влиять на физиологическую активность слизистой оболочки 
кишечника [6–8]. Полученные из бактерий короткоцепочечные жирные кислоты (SCFA) 
могут, таким образом, влиять на активность транскрипционных факторов, регулирующих 
пролиферацию клеток. Более того, недавно мы сообщали, что пероксид водорода (H2O2), 
продуцируемый бактериями, действует как сигнальная молекула, инициирующая 
деятельность активируемого пероксисомами рецептора (PPAR)-γ в эпителиальных клетках 
толстого кишечника [6–9]. Иммунные и неиммунные клетки в слизистой оболочке 
кишечника различают консервативные микробиологические структуры через, так 
называемые, образ-распознающие рецепторы (PRR), включая толл-подобные рецепторы 
(TLR) и изоформы нуклеотид-связывающих доменов олигомеризации (NOD) [10]. 
Стимуляция этих рецепторов запускает сложные сигнальные каскадные пути, ведущие к 
выбросу иммуномодулирующих цитокинов, которые заметно влияют на реактивность 
иммунных клеток. Поскольку комменсальные бактерии отличаются по их способности 
стимулировать рецепторы TLR, цитокиновая картина значительно различается после 
стимуляции указанных рецепторов, а разные бактериальные колонии могут способствовать 
появлению отчетливых воспалительных или противовоспалительных реакций [11, 12]. 
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Действительно, стимуляция рецепторов TLR4 липополисахаридом (LPS) опосредует 
секрецию цитокинов Th1-типа, в то время как стимуляция рецепторов TLR2 фрагментами 
пептидогликана и липотейхоевых кислот повышает барьерную функцию кишечного 
эпителия и высвобождение цитокинов Th2-типа [13–15]. Таким образом, повышающая 
регуляция рецепторов TLR4, наблюдаемая у пациентов с IBD, способствует, по-видимому, 
росту чувствительности слизистой оболочки к провоспалительным эффектам 
бактериальных эндотоксинов, в то время как лиганды рецепторов TLR2 могут 
способствовать сохранению целостности слизистой оболочки [16, 17]. 

Как и другие исследователи, мы сообщали, что введение пробиотиков мышам с 
искусственным колитом, вызванным декстраном сульфата натрия (DSS), снижает тяжесть 
поражения только в том случае, если терапию назначали до начала воспалительного 
процесса. Это наводит на предположение, что противовоспалительное действие такой 
терапии связано с изменениями в чувствительности иммунной системы слизистой 
оболочки (MALT) к бактериальным продуктам [14, 18, 19]. Действительно, пероральная 
добавка, содержащая L. crispatus M247, модифицирует микробиоту толстого кишечника и 
повышает уровень рецепторов TLR2, и одновременно снижает экспрессию рецепторов 
TLR4 в слизистой оболочке толстой кишки in vivo. Более того, вызванное пробиотиками 
подавление уровня TLR4 в эпителиальных клетках, сопровождается ослаблением 
провоспалительных эффектов, опосредованных действием LPS [18]. Поскольку рецепторы 
TLR способствуют установлению  уровня реагирования слизистой оболочки на продукты, 
выделяемые микробиотой кишечника, и регулированию интенсивности воспалительных 
реакций [14, 18], вполне вероятно, что иммуномодулирующие эффекты пробиотиков 
зависят, по крайней мере, частично, от изменения рецепторов TLR. 

Несмотря на то, что в некоторых исследованиях указывалось о благоприятных эффектах 
после введения  пробиотических добавок, большинство данных о механизмах действия этих 
добавок были получены в экспериментах на животных. Лишь небольшое количество 
контролируемых исследований все же было проведено на людях, но на данный момент нет 
фенотипических маркеров, способных прогнозировать эффекты in vivo. Цель данного 
исследования состояла в оценке и сравнении эффекта перорального и ректального введения 
Lactobacillus casei DG (L. casei DG), – пробиотического штамма, широко используемого у 
людей, на прикрепление микробиоты к слизистой оболочке сигмовидной части толстого 
кишечника. При этом анализировали влияние пробиотика на характер экспрессии 
цитокинов в слизистой оболочке и на уровни образ-распознающих рецепторов (PRR), в 
частности, рецепторов TLR2 и TLR4. 

Материалы и методы 

План исследования 

Двадцать шесть пациентов с левосторонним язвенным колитом (UC) легкой степени, 
посещающие наше гастроэнтерологическое отделение, были признаны подходящими для 
данного исследования. На основе установленных критериев и результатов эндоскопических 
и гистологических исследований степень заболевания этих пациентов была оценена как 
легкая [20, 21]. У пациентов наблюдали: 2-3 стула ежедневно, кровь менее чем в 50% 
случаев, гиперемию с нечетким сосудистым рисунком слизистой оболочки толстого 
кишечника, хронический воспалительный инфильтрат собственной пластинки и слабое 
нарушение структуры или острый воспалительный инфильтрат с повреждением слизистой 
оболочки и абсцессами в криптах, но без признаков изъязвлений. Пациентов, которым в 
течение 3 месяцев до предстоящего исследования назначался антибиотик, стероиды, 
иммунодепрессанты, антидиарейные или спазмолитические препараты, исключали из 
участия. Исследование проводили в соответствии с принципами хельсинкской декларации, 
и после информирования о своих намерениях и методологии лечения, всех кандидатов 



Dig Dis Sci (2011) 56:1178–1187 

  

попросили подписать заявления о согласии. Пациенты были рандомизированы в одну из 
трех групп для 8- недельного периода лечения: первой группе, состоящей из 7 пациентов, 
был назначен пероральный прием только 5-аминосалициловой кислоты (5-ASA) по 2,4 
г/сут; второй группе, состоящей из 8 пациентов, был назначен пероральный прием 5-ASA 
по 2,4 г/сут совместно с пероральным приемом L. casei DG (8 х 9 108 КОЕ) два раза в день. 
Третьей группе, которая включала 11 пациентов, был назначен пероральный прием 5-ASA 
(2,4 г/сут) с ректальным введением L. casei DG (8 х 108 КОЕ) в виде клизмы, два раза в день.  

До начала и в конце периода лечения все пациенты прошли сигмоидоскопию. Для оценки 
состава микрофлоры слизистой оболочки и уровня мРНК цитокинов делали биопсию из 
сигмовидной области толстого кишечника. В контрольную группу для этого исследования 
были включены 6 пациентов, проходящих колоноскопию в рамках скрининга 
колоректального рака и с макроскопически нормальной слизистой. 

Сбор и обработка биопсийного материала 

Очищение кишечника проводили с использованием полиэтилен-гликолевого препарата. Во 
время сигмоидоскопии 5 образцов биопсии были получены из ректосигмоидального 
соединения (20 см от заднего прохода) с помощью стандартных щипцов и обрабатывались 
немедленно. Два образца биопсии для бактериологической экспертизы помещали в 
предварительно взвешенные флаконы, содержащие 1,5 мл стерильного физиологического 
раствора ледяной температуры; два других образца замораживали в жидком азоте для 
извлечения общей тканевой РНК; и один образец был зафиксирован в 4%-ном 
параформальдегиде (PFA) для обычного гистологического исследования. 

Образцы биопсии были обезвожены для гистологического анализа, залиты в парафин и 
нарезаны на микротоме в виде слайдов толщиной 5 мкм, а затем окрашены в стандартном 
гематоксилин-эозиновом красителе (H&E). Тяжесть заболевания определена 
количественно в соответствии со шкалой Флорена [22]. 

Образцы биопсии для микробиологического исследования (примерно 4-6 мг каждого) 
сначала промывали в 500 мкл нормального, стерильного физиологического раствора с 
добавлением 0,016% дитиоэритрита для удаления слизи. Затем трижды промывали в 500 
мкл стерильного физиологического раствора, каждый раз встряхивая в течение 30 с. 
Надосадочную жидкость после второго и четвертого промываний объединяли, 
центрифугировали (2000 об/мин в течение 10 мин) и высеивали в надлежащие агаровые 
чашки для оценки поверхностной микрофлоры. После четвертого промывания образцы 
биопсии подвергали гипотоническому лизису в дистиллированной стерильной воде, а затем 
центрифугировали в течение 30 минут. Продукты распада, оставшиеся после 
гипотонического лизиса, собирали центрифугированием (2000 об/мин в течение 10 мин) и 
подвергали бактериологическому культивированию [23]. 

Бактериологический анализ 

Были проанализированы бактериальные культуры от всех пациентов с UC и контрольных 
пациентов, включенных в исследование. Растворы после промывки биопсийных 
материалов и клеточные лизаты высеивали на неселективные (сердечно-мозговой агар, 
BHA) и селективные среды для Enterobacteriaceae spp. (агар Макконки) и Lactobacillus spp. 
(SL агар Рогозы). Чашки с агаром BHA и Макконки культивировали в анаэробных и 
аэробных условиях, в то время как чашки с SL агаром Рогозы культивировали только при 
анаэробных условиях. Анаэробиоз достигался путем инкубации чашек в банках Gas Pak 
(Anaero-GemTM; компания «ЛКСОИД Лтд.» (OXOID Ltd.)). Чашки инкубировали при 37 °С 
в течение 24 ч в условиях аэробиоза и в течение 72 ч в условиях анаэробиоза. Все 
полученные колонии были подвергнуты морфологическому анализу путем окрашивания по 
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Граму (Biolife S.r.l.) и изучению молекулярных характеристик, выполненных методом 
ПЦР-амплификации 16S рибосомальной РНК (16S рРНК), как описано в другой 
публикации [24]. Продукты амплификации секвенировали с использованием набора 
реагентов для циклического секвенирования ABI PRISMTM Big DyeTM . 

РНК-экстракция и полимеразная цепная реакция с обратной транскриптазой    

Один или два образца биопсии для каждого момента времени были гомогенизированы с 
помощью прибора Retsch MM300 (Компания «КВИАГЕН» (QIAGEN), Италия) в 250 мкл 
OMNIzolTM (компания «Евроклоне» (Euroclone), Милан, Италия). Общая РНК была 
экстрагирована согласно стандартному протоколу экстракции на основе применения 
тиоцианата гуанидиновой кислоты–фенола-хлороформа [9], а контаминирующая ДНК 
была удалена с помощью DNазы, свободной от RNаз (RQ1 RNase-Free DNase, компания 
«Промега» (Promega), Италия). Случайно праймированные комплементарные ДНК (кДНК) 
были получены из 2 мкг общей РНК с использованием обратной MuLV транскриптазы 
(компания «Апплайд Биосистемс» (Аpplied Biosystems), Фостер Сити, CA). 

Количественный ПЦР-анализ в реальном времени (RT-PCR) 

Количественный ПЦР-анализ в реальном времени структур IL-1b, IL-8, IL-10, альфа-
фактора некроза опухоли (TNF-a) и мРНК рецепторов TLR4 и TLR2 был выполнен с 
использованием детектора последовательностей ABI Prism 7700 (компания «Апплайд 
Биосистемс»). Последовательности олигонуклеотидных праймеров, используемые для 
амплификации специфических мРНК приведены в Табл.1. Для количественного ПЦР-
анализа в реальном времени был использован набор реагентов SYBR Green PCR Core 
(компания Апплайд Биосистемс»), согласно протоколу производителя. Стандартные кри- 

Табл. 1. Последовательности праймеров используемых для проведения количественной ПЦР в реальном 
времени (qRT-PCR) с обратно транскрибированной РНК (кДНК) 

Ген Последовательность Ампликон (bp) TA 
Gapdh FW: 5’-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’ 

RV: 5’-GGTCCACCACTGACACGTTG-3’ 
63 60 

IL-1b FW: 50’-ACAGATGAAGTGCTCCTTCCA-3’ 
RV: 5’-GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT-3’ 

73 60 

TNF-a FW: 5’-CCCAGGGACCTCTCTCTAATC-3’ 
RV: 5’-ATGGCTACAGGCTTGTCACT-3’ 

84 60 

IL-8 FW: 5’-TCTGCAGCTCTGTGTGAAGG-3’ 
RV: 5’-AATTTCTGTGTTGGCGCAG-3’ 

190 60 

IL-10 FW: 5’-ACGGCGCTGTCATCGATT-3’  
RV: 5’-TTGGAGCTTAAAGGCATTCTTC-3’ 

82  60 

TLR4  FW: 5’-ACCAGAGTTTCCTGAAATGG-3’  
RV: 5’-AGGACCGACACACCAATGAT-3’ 

57  165 

TLR2  FW: 5’-GGCCAGCAAATTACCTGTGT-3’  
RV: 5/’ATACCACAGGCCATGGAAAC-3’ 

56  167 

 

bp – основные пары, FW – прямой праймер, RV – обратный праймер, TA –  температура отжига праймеров  
 

вые были получены путем амплификации соответствующих кДНК, субклонированных в 
реагенте pGEM®-T Vector (компания «Промега», Италия). Экспрессия всех целевых генов 
была нормализирована к эндогенному контрольному гену глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы (GAPDH), также количественно определяемому методом ПЦР в 
реальном времени (RT-PCR). 



Dig Dis Sci (2011) 56:1178–1187 

  

 

Статистический анализ 

Данные представлены, где это необходимо, в виде «медиана (диапазон)». Для сравнения 
уровней цитокинов и рецепторов TLR на момент включения пациентов в исследование и 
после терапии использовали непараметрический критерий Вилкоксона. Для сравнения 
непрерывных переменных величин у пациентов с UC и здоровых субъектов из группы 
контроля применяли U-критерий Манна-Уитни. Всякий раз, когда было несколько 
сравнений, применяли дисперсионный анализ Крускала-Уоллиса (ANOVA). Линейную 
связь между непрерывными переменными квантифицировали на основе критерия рангов 
Спирмена. Статистическая значимость была установлена на уровне Р < 0,05. 

Результаты 

Микрофлора прямой кишки и маркеры воспаления слизистой оболочки у пациентов с   
язвенным колитом  

Бактериальная микрофлора, культивируемая из ректосигмоидального соединения у 
пациентов с UC и контрольных субъектов, была охарактеризована по основным 
качественным и количественным различиям (Табл.2). В то время как общее число аэробных 
и факультативно-анаэробных бактерий, культивируемых после лизиса биопсийных 
образцов, было сопоставимо в обеих группах, общее количество Enterobacteriaceae spp. 
было выше при  значительно меньшем содержании Lactobacillus spp. у пациентов с UC, чем 
у здоровых субъектов из группы контроля. Более высокий уровень воспалительных 
цитокинов IL-1b обнаружен в слизистой оболочке прямой кишки у пациентов с язвенным 
колитом (рис.1). Более того, у пациентов с UC наблюдали статистически значимое 
увеличение медианных уровней мРНК рецептора TLR4. Хотя уровень мРНК рецептора 
TLR2 был примерно в десять раз ниже у пациентов с UC, чем в контрольной группе, это 
различие не достигало статистической значимости (рис. 1), и не было статистически 
значимого различия в уровнях мРНК цитокинов, наблюдаемых в разных группах пациентов 
с UC. 

Изменение микрофлоры в толстом кишечнике у пациентов с UC при ректальном введение 
L. casei DG  

В течение восьми недель пероральный прием 5-ASA не вызывал значительных изменений 
в микробиоте слизистой оболочки у наших пациентов с UC (Табл. 3), так же как и 
пероральные добавки с L. casei DG не оказывали существенного влияния на содержание 
Enterobacteriaceae spp. или Lactobacillus spp. (Табл.3). Напротив, клизмы с L. casei DG 
оказали заметное влияние на микрофлору толстого кишечника. Если число Lactobacillus 
spp., культивированных из образцов биопсии, значительно возросло, то число 
Enterobacteriaceae spp. значительно снизилось (Табл.3). Наблюдаемые эффекты, по-
видимому, не были вызваны механическим действием клизм, поскольку 8-недельный 
период ежедневного применения ректальных клизм с 5-ASA не влиял на микрофлору 
толстого кишечника в другой группе больных язвенным колитом, изученной нами (данные 
не приведены).  

Изменение уровней мРНК рецепторов TLR2 и TLR4 слизистой толстого кишечника при 
введении с Lactobacillus casei DG в виде клизм 

Сохраненные бактериальные структуры, способные изменять активность иммунной 
системы слизистой оболочки, распознаются рецепторами PRR, такими как TLR. Уровни 
мРНК рецепторов TLR2 и TLR4 в слизистой оболочке толстого кишечника у пациентов с 
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UC не были достоверно измененными через 8 недель введения 5-ASA (рис. 2), и они не 
были достоверно измененными после перорального приема с добавкой L. casei DG. Однако 
эти уровни изменялись после периода лечения пациентов, получающих ректальную клизму 
с L. casei DG. В действительности, наблюдалось снижение уровня мРНК рецепторов TLR4 
в слизистой оболочке толстого кишечника у 9 из 11 пациентов, получающих ректальные 
клизмы (р < 0,004). При любом другом режиме лечения уровни мРНК рецепторов TLR2 
достоверно не изменялись. 

Изменение уровней мРНК цитокинов в слизистой толстого кишечника при введении 
Lactobacillus casei DG в виде клизм 

Поскольку дисбаланс в продукции про- и противовоспалительных цитокинов слизистой 
оболочки толстой кишки у пациентов с IBD связан с активным процессом болезни и 
поступлением пробиотиков с иммуномодулирующими эффектами, мы оценили изменения 
уровней этих цитокинов в ректосигмоидальных образцах биопсии, взятых после 8 недель 
применения добавок L. casei DG. Различия в уровнях цитокинов слизистой оболочки до  

Табл. 2. Среднее содержание бактерий в слизистой оболочке, выявленное после культивирования видов из 
биопсийного материала 

 Контроль (n = 6) Язвенный колит (n = 26) 
Общее количество аэробов и 
факультативно-анаэробных 
бактерий, культивированных  
после лизиса образцов биопсии 
 
Enterobacteriaceae spp. 
 
 
Lactobacillus spp. 

3,1 (диапазон 0,5–35) х 103  
КОЕ/10 мг ткани 
 
 
 
0,7 (диапазон 0–18) х 103  
КОЕ/10 мг ткани 
12,6 (диапазон 0–8,) х 103 

КОЕ/10 мг ткани 

6,5 (диапазон 1,1–72,8) х 103 

КОЕ/10 мг ткани 
 
 
 
8,7 (диапазон 2,6–58) х 103  
КОЕ/10 мг ткани* 
 
2.4 (диапазон 0–19) х 103  

КОЕ/10 мг ткани* 
* P < 0,01 по сравнению с контрольной группой здоровых субъектов. 

 

 

Рис. 1. Уровни воспалительных цитокинов и рецепторов TLR в слизистой оболочке у пациентов с UC и 
контрольных субъектов. Образцы биопсии слизистой оболочки были собраны из области 
ректосигмоидального соединения во время сигмоидоскопии у субъектов, подвергающихся эндоскопии для 
скрининга колоректального рака (n = 6) или с легкой формой левостороннего колита (n = 26). Общая РНК 
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была извлечена для количественного определения TNF-a, IL-1c, IL-8, IL-10, TLR4 и TLR2 с помощью ПЦР в 
реальном времени (RT-PCR). Значения были нормализированы с использованием GAPDH в качестве гена 
«домашнего хозяйства» (жизненно важные гены) и выражены в виде копий мРНК целевого гена /копий мРНК 
гена GAPDH.   * Р < 0,05 по сравнению с контрольной группой здоровых субъектов 

Надписи на рисунке: 

TLR4 Рецептор TLR4 IL-1β Интерлейкин-1β 
IL-8 Интерлейкин-8 UC Язвенный колит 
TNF-α Альфа-фактор некроза опухоли Healthy subjects Здоровые субъекты 
TLR2 Рецептор TLR2 UC patients Пациенты с язвенным колитом 
IL-10 Интерлейкин-10   

 

Табл. 3. Влияние добавок Lactobacillus casei DG на содержание бактерий в слизистой оболочке толстого 
кишечника у пациентов с язвенным колитом 

 Содержание 5-ASA в 
слизистой рта (n = 7) 

Содержание 5-ASA  +  L. 
casei DG в слизистой  рта 
(8 х 108  КОЕ) (n = 8) 

Содержание 5-ASA в 
слизистой рта, плюс со-
держание L. casei DG в 
прямой кишке (8 х 108  
КОЕ) (n = 11) 

Enterobacteriaceae spp 
 
 
Lactobacillus spp. 

9,5 (диапазон 2,1–65,4)  х 
103 КОЕ/10 мг ткани 
 
2,1 (диапазон 0–21,8)  х 103 

КОЕ/10 мг ткани 

7,9 (диапазон 4,5–53,4)  х 
103 КОЕ/10 мг ткани  
 
2,9 (диапазон 0–25,2) х 103 

КОЕ/10 мг ткани 

2,4 (диапазон 0–11) х  
103 КОЕ/10 мг ткани * 
 
10,5 (диапазон 0–75,4)  х 
103 КОЕ/10 мг ткани* 

 * Р < 0,01 по сравнению с пациентами с UC, получающими перорально 5-ASA, или 5-ASA плюс перорально 
L. casei DG 

лечения в исследуемых группах были статистически незначимыми (данные не показаны). 
Содержание провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-8 и TNF-α) и противовоспалительнго 
цитокина (IL-10) после 8 недель перорального применения вещества 5-ASA с или без 
пероральных добавок L. casei DG оставалось стабильным (рис. 3). Напротив, наблюдалось 
увеличение содержания мРНК цитокина IL-10 у пациентов, получавших перорально 5-ASA 
плюс ректально –  L. casei DG, по сравнению с теми, кто принимал перорально только 5-
ASA (р = 0,05), и значительное снижение уровней мРНК цитокинов IL-1β и TNF-α  по 
сравнению со значениями у пациентов, получавших перорально 5-ASA плюс перорально – 
L. casei DG (P = 0,04 и P = 0,05, соответственно). Через 8 недель лечения пациенты, 
получающие перорально 5-ASA плюс клизмы с L. casei DG, показали лучший общий баланс 
цитокина, что выражалось более высокими уровнями IL-10 в слизистой оболочке и 
снижением уровня провоспалительных цитокинов IL-1β и TNF-α. 

Клиническая и гистологическая оценка 

После 8-недельного периода лечения все три группы исследуемых субъектов имели более 
низкие оценки по критерию Трулав-Виттса, и балл был статистически значимым у 
пациентов с UC, которые получали перорально только 5-ASA (Табл. 4). Пациенты с UC, 
которые получали ректально или перорально добавку L. casei DG, тем не менее, показали 
значительное улучшение их гистологических баллов тяжести заболевания (Табл. 4), 
которые непосредственно коррелировали с уровнями мРНК рецептора TLR4 в слизистой 
оболочке (τ = 0,376 и P = 0,024). 
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Рис. 2. Влияние добавки L. casei DG  на уровни рецепторов TLR2 и TLR4 в толстом кишечнике. Образцы 
биопсии слизистой оболочки были взяты при сигмоидоскопии  в исходный момент времени  (T0) и через 8 
недель лечения (T1). Уровни мРНК рецептора TLR2 (панель A) и рецептора TLR4 (панель B) были определены 
количественно с помощью ПЦР в реальном времени (RT-PCR). Значения были нормализированы с 
использованием GAPDH в качестве гена «домашнего хозяйства» (жизненно важные гены) и выражены в виде 
числа копий мРНК целевого гена /копий мРНК гена GAPDH.  * Р < 0,05 по сравнению с группой, 
принимавшей 5-ASA, плюс L. casei DG в виде клизмы на момент T0.   

Надписи на рисунке: 

TLR4 mRNA мРНК  рецептора TLR4 
 

Обсуждение 

Данное исследование подтверждает концепции о том, что у пациентов с UC можно 
посредством ректального введения пробиотического штамма L. casei DG изменять 
активность иммунной системы, связанную со слизистой оболочкой толстого кишечника. 
Наше исследование, на самом деле показывает, что этот конкретный пробиотик, никогда не 
испытанный ранее у пациентов с язвенным колитом, действительно обладает 
противовоспалительными эффектами, когда он вводится ректально два раза в день в 
количестве 8 х 108 КОЕ. Возможные механизмы действия данного штамма обусловлены 
модуляцией микробной флоры, прикрепленной к слизистой оболочке кишечника, что 
может способствовать изменению иммунного ответа этой оболочки через сигнальные 
молекулы, сдвигая, в конечном счете, общий баланс цитокинов.    

Кишечная микрофлора недавно была признана, как важный регулятор гомеостаза 
слизистой оболочки кишечника [1]. Изменения в составе кишечной микробиоты, в 
основном, характеризуются модификациями в соотношении некоторых типов бактерий, 
связанных с локальными воспалительными нарушениями толстого кишечника, такими как 
IBD, а также с системными патологиями, например, ожирением и атопической аллегией 
[25–29]. Разные экспериментальные модели показали, что некоторые виды люминальных 
бактерий являются более патогенными, чем другие. На самом деле, виды Bacteroides могут 
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быть особенно агрессивными, в то время как Lactobacillus spp. и Bifidobacteria spp. обычно 
ассоциируются с более здоровой слизистой оболочкой [30]. 

Наше исследование подтвердило, что в слизистой оболочке сигмовидной кишки у 
пациентов с UC находится меньшее количество Lactobacillus spp., чем в контрольной 
группе здоровых субъектов, и  большее количество Enterobacteriaceae spp. в микрофлоре, 
прикрепленной к эпителию слизистой у этих пациентов, по сравнению с контролем. 
Добавление пробиотиков для восстановления микробного гомеостаза кишечника с целью 
уменьшения воспаления и, в конечном итоге, улучшения течения болезни, по-видимому, 
имеет смысл во многих отношениях [31]. Действительно, несколько клинических 
исследований с использованием различных пробиотических препаратов, таких как сложные 
бактериальные смеси, включая VSL № 3, или отдельные штаммы, например, E.coli Nissle 
1917 или бифидобактерии, доказали эффективность в поддержании ремиссии и 
предотвращении рецидива у этих пациентов [32–34]. 

 
Рис. 3. Влияние добавок L. casei DG на уровни мРНК цитокинов в толстом кишечнике. Образцы биопсии 
слизистой оболочки были взяты во время сигмоидоскопии после 8-недельного периода лечения. Уровни 
мРНК, кодирующие структуры TNF-a, IL-1b, и IL-10, измеряли методом количественной ПЦР в реальном 
времени (RT-PCR).. Значения были нормализированы с использованием GAPDH в качестве гена «домашнего 
хозяйства» (жизненно важные гены) и выражены в виде копий мРНК целевого гена /копий мРНК гена 
GAPDH. Уровни достоверности P указаны для каждого измеренного цитокина.  

Taбл. 4. Клиническая и гистологическая оценка 

 Содержание 5-
ASA в слизистой 
рта  

Содержание 5-
ASA + L. casei DG 
в слизистой рта  

Содержание 5-
ASA в слизистой 
рта плюс 
содержание L. 
casei DG в прямой 
кишке  

Анализ ANOVA 
по Краскелу-
Уоллису  

Критерий Трулав-
Виттса  T0 

 

Критерий Трулав-
Виттса  T8 

Р-значение по 
Вилкоксону 
Критерий Флорена 
Т0 

4 (1–8)  
 
 
0,5 (0–3)  
 
0,043  
2 (2–3)  
1 (1–2)  
 

5 (4–5)  
 
 
3 (0–6)  
 
0,114 
3 (3–2)  
1,5 (1–2) 
 

3 (2–5)  
 
 
0,5 (0–1,5) 
 
 0,108 
2 (1–3) 
 0,5 (0–2) 
 

P = 0,4925  
 
 
P = 0,2466  
 
 
P = 0,7563  
P = 0,5108 
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Критерий Флорена 
Т8 
Р-значение по Вил-
коксону 

0,109  0,028  0,043 

Данные представлены в виде медианы (межквартильный диапазон, IQR) 

Для изучения микробов слизистой оболочки толстого кишечника был использован 
смешанный подход. Вначале были культивированы образцы биопсии, и микроорганизмы  
идентифицированы методом анализа генов 16S рибосомальной РНК. Хорошо известно, что 
большое количество кишечных микробов трудно или даже совсем невозможно 
культивировать, и поэтому простые методы культивирования могут дать только частичное 
представление о микробиоте толстого кишечника [35]. В связи с этим, независимо от 
культивирования, были использованы методы молекулярной генетики, основанные на 
анализе гена 16S рРНК, чтобы предложить более широкую картину комплекса кишечного 
микробного сообщества [36, 37]. Хотя будучи, в общем, более чувствительными, по 
сравнению с культивированием, молекулярные подходы могут иметь отдельные 
недостатки, такие как высокая стоимость секвенирования методом Сэнгера и смещение из-
за выбора праймеров, что может ограничить способность метода обнаруживать менее 
распространенный вид микроорганизмов [36, 37]. Действительно, методики 
культивирования микроорганизмов делают возможным изучение жизнеспособных 
микробов, напрямую взаимодействуя с эпителием толстого кишечника [38, 39]. Поскольку 
применялась стратегия культивирования, имелась возможность сконцентрировать наш 
анализ на Lactobacillus spp. и Enterobacteriaceae spp., так как обычно именно эти бактерии 
культивируются, и изменения уровней их содержания в микробиоте толстого кишечника 
описаны у пациентов с  язвенным колитом [40, 41]. 

Остается предметом спора, какое количество микробов следует добавлять для эффективной 
колонизации кишечника и прикрепления этих микробов к слизистой оболочке, когда 
пробиотики используются в качестве терапевтических средств формирования кишечной 
микробиоты. Из-за трудностей анализа кишечной микробиоты лишь немногие 
исследования пытались ответить на этот вопрос. Например, Venturi и соавт. сообщили, что 
пероральные добавки с пробиотиком VLS №3 увеличивали содержание Streptococcus 
salivarius, Lactobacillus spp. и Bifidobacterium spp. в кале, но не модифицировали 
содержание  любых других видов, обитающих в кишечнике [42]. В нашем исследовании, 
микрофлора слизистой оболочки не проявила каких-либо качественных или 
количественные изменений после 8 недель перорального приема L. Casei DG, но это могло 
быть связано с тем, что доза L. casei DG оказалась недостаточной, чтобы обеспечить 
адекватное наличие живых бактерий в дистальном отделе желудочно-кишечного тракта. 
При введении L. casei DG в виде клизмы, происходило значительное изменение состава 
микрофлоры, прикрепленной к эпителию толстого кишечника, при этом резко 
увеличивались виды бактерий, которые считаются менее приспособленными поддерживать 
воспалительную среду. Несколько исследований действительно четко 
продемонстрировали, что бактерии, прикрепленные к эпителиальным клеткам, могут 
напрямую влиять на различные ключевые биологические функции, в том числе на 
дифференциальную активность транскрипционных факторов, участвующих в 
воспалительных процессах [9, 34, 43, 44]. 

Иммунные клетки кишечного эпителия и слизистой оболочки различают сохраненные 
микробные структуры через образ-распознающие рецепторы (PRR), что способствует 
запуску врожденных иммунных реакций [45]. Тщательно изученные рецепторы TLR4 и 
TLR2 являются основными структурами, которые опосредуют эффекты LPS и 
пептидогликана [12]. Взаимодействуя с кишечной микробиотой, рецепторы PRR запускают 
ряд сигналов, которые влияют на различные виды физиологической активности, такие как 
производство цитопротективных факторов и иммуномодулирующих цитокинов [1]. 
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Поскольку чрезмерная стимуляция рецептора TLR может оказывать вредное воздействие 
на организм хозяина (например, стойкая продукция воспалительных цитокинов может 
привести к повреждение ткани), передача сигналов через рецептор TLR тщательно 
регулируется в здоровом кишечнике с помощью нескольких механизмов [46]. Тем не менее, 
в последних исследованиях подчеркнута актуальность передачи сигналов через рецепторы 
PRR в слизистой оболочке кишечника, в связи с тем, что при раке толстой кишки 
зарегистрировано увеличение экспрессии рецепторов TLR4. В экспериментальных 
исследованиях также отмечалось, что развитие рака толстой кишки, связанного с 
воспалением, сопровождается наличием рецепторов LPS [47]. Как описано Cario и соавт. 
[16], у пациентов с язвенным колитом в слизистой оболочке толстой кишки имелись 
повышенные уровни TLR4. Это же наблюдалось и у наших пациентов с легкой степенью 
UC, что может быть актуальным не только потому, что сохраняется воспалительный 
процесс, но также и из-за повышенного риска развития рака [48]. Таким образом, 
пробиотически-опосредованное подавление рецепторов TLR4 смогло бы представлять 
дополнительную пользу для пациентов с язвенным колитом. 

Обнаружение того факта, что L. casei DG вызывает подавление уровней рецепторов TLR4 
толстого кишечника, соответствует нашим результатам недавнего исследования 
пробиотического штамма L. crispatus M247, способного прикрепляться к эпителиальным 
клеткам кишечника, значительно снижая экспрессию рецепторов TLR4 в указанных 
клетках, как in vivo, так и in vitro. Данные эффекты были опосредованы не через рецепторы 
TLR2, а через высвобождение пероксида водорода (H2O2) микробами, прикрепляющимися 
к эпителиальным клеткам [9, 14]. Уменьшая уровни TLR4, L. casei DG могут сделать 
слизистую оболочку более чувствительной к комменсальным непатогенным 
грамположительным бактериям, распознаваемым рецепторами TLR2, которые в состоянии 
вызывать защитные реакции [14, 15, 49]. Таким образом, в настоящем исследовании мы 
показали, что в слизистой оболочке толстого кишечника человека можно изменять 
экспрессию ключевого рецептора консервативных бактериальных структур, таких как LPS, 
которые, как принято считать, запускают воспалительные реакции. Постоянство 
стабильных уровней рецепторов TLR2 , связанных с индукцией сильного 
противовоспалительного цитокина, такого как IL-10, может благоприятствовать развитию 
противовоспалительной среды. Такое положение чрезвычайно интересно, поскольку 
лучшая комбинация условий наличия цитокиновой среды и сниженной реактивности 
рецепторов TLR к бактериям кишечного просвета достигалась пероральным применением 
препарата 5-ASA одновременно с клизмой, содержащей L. casei DG, что, по-видимому, 
гарантирует адекватную нагрузку живых бактерий на слизистую оболочку. 

Весьма также интересно, что с помощью добавки L. casei DG удалось снизить 
гистологический критерий, в то время как тяжесть заболевания, измеренная методом 
классификации по Трулав-Виттсу, статистически достоверно не изменилась. Это 
совершенно не удивительно, так как оценка по классификации Трулав-Виттса менее 
чувствительна у пациентов с легкой активностью язвенного колита [50]. Прямая 
корреляция между тяжестью воспалительного повреждения и экспрессией мРНК 
рецепторов TLR4, по-видимому, более важна, чтобы дополнительно подтверждать 
значимость гистологических данных. Мы считаем, что гистологическую оценку следует 
считать наиболее точной мерой оценки эффекта пробиотических добавок. 

Таким образом, проведенное нами исследование продемонстрировало, что ректальное 
назначение L. casei DG играет важную иммуномодулирующую роль в изменении состава 
микрофлоры и экспрессии рецепторов TLR в слизистой оболочке толстого кишечника у 
пациентов с легкой степенью язвенного колита.  Наши результаты показали, что у 
пациентов с язвенным колитом (UC) после соответствующей схемы лечения, уровни 
Lactobacillus spp. были повышены, а уровни Enterobacteriaceae spp. понижены. Наблюдали 
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также падение уровней TLR4, которое происходило параллельно с сокращением 
провоспалительных цитокинов TNF-α и IL-1β, и увеличение противовоспалительного 
цитокина IL-10. Таким образом, ректальное введение пробиотиков, таких как L. casei DG, 
может воздействовать на микробиоту толстого кишечника и, следовательно, иммунная 
система слизистой, создающая  общую противовоспалительную цитокиновую среду, 
вероятно, оказывает благоприятный эффект для уменьшения риска воспаления и рака 
слизистой оболочки. Конечно, необходимо крупномасштабное рандомизированное 
исследование для подтверждения и уточнения этих результатов. 
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