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Регулирование фекальных бактерий порядка Clostridiales и бутирата путем 
применения пробиотиков, содержащих Lactobacillus paracasei DG, различается у 
здоровых взрослых людей1-3 
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Аннотация  

Общие сведения: считается, что регулирование микрофлоры в желудочно-кишечном 
тракте является первичной задачей в определении эффективности пробиотиков у здоровых 
людей. 

Цель: данное исследование проведено с целью определения влияния пробиотиков на 
микробную экологию в кишечнике здоровых добровольцев. 

Методы: для характеристики фекальной микробиоты у здоровых взрослых людей (23-55 
лет) обоих полов до и после 4 недель ежедневного приема капсул, содержащих не менее 24 
миллиардов жизнеспособных клеток Lactobacillus paracasei DG, в рамках 
рандомизированного, двойного слепого, перекрестного, плацебо-контролируемого 
исследования применялось секвенирование генов рибосомальной 16S-РНК с высокой 
пропускной способностью.  

Результаты: прием пробиотиков индуцировал увеличение протеобактерий (P = 0,006) и 
Clostridiales рода Coprococcus (P = 0,009), в то время как количество Clostridiales рода 
Blautia (P = 0,036) уменьшилось; тенденция к снижению наблюдалась также для 
Anaerostipes	 (P = 0,05) и Clostridium (P = 0,06). Мы также обнаружили, что эффект от 
пробиотиков зависит от начальной концентрации бутирата. В действительности, у 
участников исследования, у которых концентрация была >100 ммоль/кг, после применения 
пробиотиков она снизилась на 49 ± 21%, а также уменьшилось количество бактерий 6 родов 
Clostridiales, а именно Faecalibacterium, Blautia, Anaerostipes, Pseudobutyrivibrio, 
Clostridium и Butyrivibrio (P = 0,021). А у участников с начальными концентрациями <25 
ммоль/кг пробиотик наоборот способствовал увеличению бутирата на 329 ± 255% (среднее 
значение ± стандартное отклонение (SD)) одновременно с уменьшением примерно на 55% 
Ruminococcus (P = 0,016) и увеличением на 150% рода Bacteroidales (P = 0,05). 
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Выводы: применение L. paracasei DG увеличило соотношение бактерий Blautia: 
Coprococcus, что, согласно литературе, потенциально полезно для здоровья человека. 
Однако пробиотическое воздействие на микрофлору и короткоцепочечные жирные 
кислоты строго зависит от исходных характеристик микробной экосистемы кишечника. В 
частности, концентрация бутирата в кале может представлять собой важный биомаркер для 
определения эффективности пробиотического лечения. Данное исследование было 
зарегистрировано на сайте www.controlled-trials.com/isrctn как ISRCTN56945491. J. Nutr.	
144: 1787-1796, 2014. 

Введение 

Спрос на пробиотики растет во всем мире, отчасти это связано с тем, что все больше 
потребителей узнает об их потенциальной пользе для здоровья человека. В то же время, как 
промышленные производители, так и органы государственного регулирования и контроля 
уделяют особое внимание проверке эффективности пробиотиков, о чем свидетельствует 
европейское регулирование (Европейская комиссия) № 1924/2006 о требованиях в 
отношении продуктов питания. Пробиотики являются типичным примером продуктов, 
соответствующих требованиям, регулируемым этим законом. 

В однозначно принятом определении пробиотиков [«это живые микроорганизмы, которые 
при приеме в достаточном количестве полезны для здоровья организма-хозяина» (1)] 
косвенно говорится о том, что для того, чтобы продукт, содержащий жизнеспособные 
микробы, считался «пробиотиком», должна быть доказана польза для здоровья. Было 
установлено, что пробиотики приносят пользу здоровью при нескольких патологических 
или дисфункциональных состояниях (2,3), однако их действие сложно оценить в здоровой 
популяции из-за отсутствия принятых и утвержденных биомаркеров (4). Следовательно, 
влияние пробиотиков на состав микрофлоры кишечника является первым предметом 
исследований по оценке эффективности пробиотика (5). 

Кишечная микрофлора участвует в многочисленных важных иммунологических, пищевых 
и метаболических процессах, что поддерживает идею о том, что она является органом 
человеческого организма (6). Общепринятый факт, что изменение бактериального состава 
кишечной микрофлоры вызывает функциональные изменения, которые могут повлиять на 
физиологию организма-хозяина (7). Тем не менее, способность пробиотиков влиять на 
кишечные микроорганизмы, хотя и подтвержденная в нескольких исследованиях, все еще 
обсуждается (8) в связи с многочисленными факторами, такими как различная 
восприимчивость потребителей к приему пробиотиков и заметные различия в пробиотиках 
(например, различия в штамме микроорганизмов, концентрации жизнеспособных клеток, 
рецепте). 

Для устранения сомнений мы использовали перекрестный дизайн при исследовании 
хорошо изученного пробиотического продукта Энтеролактис Плюс («Софар»). 
Энтеролактис Плюс является коммерческой пробиотической добавкой, содержащей один 
штамм Lactobacillus paracasei DG, который принадлежит к виду, обычно используемому в 
качестве пробиотика, и который был в значительной степени исследован в отношении его 
оздоровительных свойств [например, штамм Shirota (9)]. Enterolactis содержит > 24 
миллиардов КОЕ в капсуле, это высокая доза по сравнению с большинством аналогичных 
присутствующих на рынке препаратов, которые содержат на порядок меньше 
жизнеспособных бактериальных клеток. Доказано, что штамм бактерий Enterolactis L. 
paracasei DG обладает лечебными свойствами и способствует поддержанию ремиссии 
симптоматической неосложненной дивертикулярной болезни (10), уменьшению 
воспаления в слизистой оболочке толстой кишки у больных легкой формой 
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неспецифического язвенного колита (11) и уменьшению побочных эффектов от 
эрадикационной терапии против Helicobacter pylori (12). Однако влияние L. paracasei DG 
на здоровых людей до сих пор не исследовано. Согласно этому исследованию, мы 
оценивали изменения, вызванные потреблением Энтеролактис Плюс в микрофлоре 
кишечника у здоровых взрослых людей. 

Оценка изменений микрофлоры кишечника человека является сложной задачей в связи с 
выраженной изменчивостью бактериального состава в микробной экосистеме (13). По этим 
причинам в своем рандомизированном, двойном слепом, перекрестном, плацебо-
контролируемом исследовании мы использовали технологию секвенирования ДНК 
следующего поколения. Кроме того, мы оценили влияние пробиотиков на концентрацию 
короткоцепочечных жирных кислот (SCFA) в кале и рассчитали метаболический потенциал 
бактерий. 

Участники и методы исследования 

Участники. В исследовании PROBIOTA-DG (влияние пробиотического штамма 
Lactobacillus paracasei DG на кишечную микрофлору) приняли участие 34 здоровых 
добровольца (19 женщин и 15 мужчин; возраст 34,9±10,7 лет; ИМТ 22,5±2,7 кг/м2) (рисунок 
1). Вся информация, параметры рандомизации и критерии исключения для каждого 
участника представлены в дополнительной таблице 1. Протокол исследования был одобрен 
Комитетом по этике в научных исследованиях Миланского университета (комментарий № 
37/12, 19 декабря 2012 года). Письменное информированное согласие было получено от 
всех участников. Критериями включения были: хорошее общее состояние здоровья, возраст 
от 18 до 55 лет, и подписанная форма информированного согласия. Критерии исключения: 
проведение антибактериальной терапии в течение 1 месяца перед первым визитом, 
потребление пробиотиков или пребиотиков в течение 1 месяца перед первым посещением, 
вирусный или бактериальный энтерит в течение 2 месяцев перед первым визитом, язва 
желудка или двенадцатиперстной кишки в течение 5 лет перед первым посещением, 
наличие желудочно-кишечных расстройств [например, диарея, воспалительные 
заболевания кишечника, синдром раздраженного кишечника (СРК)], беременность или 
кормление грудью, эпизоды злоупотребления алкоголем или наркотиками. Участникам 
исследования было рекомендовано соблюдение их обычного режима питания, им было 
запрещено употребление пробиотического ферментированного молока (традиционный 
йогурт был разрешен), пробиотических и пребиотических пищевых добавок, продуктов, 
обогащенных пребиотическими молекулами. 

Дизайн исследования. Данное исследование являлось рандомизированным, двойным 
слепым, плацебо-контролируемым, перекрестным исследованием с 2 параллельными 
группами (рисунок 1). После 4-недельного этапа участники были случайным образом 
распределены в группу A (n = 14) или группу B (n = 16). Участники группы А ежедневно 
принимали капсулы с пробиотиком в течение 4 недель в дополнение к привычному 
рациону. После 4-недельного периода «отмывки» от препарата им выдавали капсулы с 
плацебо в течение 4 недель. С участниками группы В поступали противоположным 
образом: плацебо – промывание – пробиотик. Участники получили рекомендации хранить 
капсулы (пробиотик или плацебо) при комнатной температуре и избегать воздействия 
источников тепла. Кроме того, участники получили устные и письменные инструкции 
употреблять капсулу утром не менее чем за 15 мин до завтрака запивая сырой водой; в 
качестве альтернативы им разрешалось употреблять капсулу вечером не менее чем через 3 
ч после последнего приема пищи. Пробиотический препарат (Энтеролактис Плюс) состоял 
из желатиновой капсулы, содержащей не менее 24 миллиардов жизнеспособных клеток 
бактериального штамма L. paracasei DG [хранятся в коллекции штаммов микроорганизмов 
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Института Пастера (CNCM) под кодом I-1572]; капсулы также содержали кремния диоксид 
и магния стеарат в качестве антиагломератов, а оболочки капсул были окрашены титана 
диоксидом. Пробиотические капсулы и плацебо были идентичны по цвету и форме. 
Капсулы доставлялись участникам в металлических коробках, запечатанных пластиковым 
колпачком, содержащим соли-осушители. 

Каждого добровольца просили сделать 5 визитов: перед подготовительным периодом 
(визит V0), перед первым этапом лечением (V1), после первого лечения (V2), перед вторым 
этапом лечением (V3) и после второго лечения (V4) (рисунок 1). В ходе каждого визита 
участникам предлагалось заполнить краткий опросник FFQ, в котором также конкретно 
указывались потенциальные источники пребиотической клетчатки, с целью исключения 
различий в диетических привычках в течение всего исследования. В течение каждого 4-
недельного периода участники составляли еженедельный дневник (включая Бристольскую 
шкалу стула), описывающий функции кишечника. Это исследование было 
зарегистрировано на сайте www.controlled-trials.com/ isrctn за номером ISRCTN56945491. 

 

Рисунок 1. Дизайн и график проведения исследования. V0-V4, визиты перед подготовительным этапом, перед первым этапом лечения, 
после первого лечения, перед вторым этапом лечения, и после второго лечения, соответственно. 

Надписи на рисунке: 
Assessed for eligibility (n=34) – выбранные для участия в исследовании  
Not recruited – не участвующие в исследовании 
Not meeting eligibility criteria – не удовлетворяющие критериям включения 
Entered run-in period – вступившие в подготовительный период 
Excluded (исключенные из исследования в связи с): 
antibiotic therapy – антибактериальной терапией 
enteritis – энтеритом   
protocol violation – нарушением протокола 
unwilling to continue – нежеланием участника продолжать исследование 
intestinal flu - кишечным гриппом 
Randomized – рандомизированные 
Probiotic treated – лечение пробиотиком 
Placebo treated – применение плацебо 
Entered wash-out period – вступившие в период «отмывки» от препарата 
Crossover – перекрестный переход 
4 weeks – 4 недели 

Сбор образцов кала и выделение метагеномной ДНК. Во время визитов V1, V2, V3 и V4 
участники предоставили образцы кала, которые были собраны в стерильные пластиковые 
контейнеры не позднее чем за 24 часа до визита. Участникам было сказано хранить образцы 
при комнатной температуре до доставки в лабораторию в соответствии с рекомендациями 
по хранению микробиоты кишечника для метагеномного анализа (14). Сразу после 
доставки они хранились при 280°С до извлечения ДНК, которое выполнялось в течение 7 
дней с помощью мини-набора Qiaamp DNA Stool (Qiagen) в соответствии со спецификацией 
производителя. 



 

Ferrario и соавторы  

Анализ микрофлоры. Бактериальный состав микрофлоры в кале определяли путем оценки 
распределения последовательностей генов 16S-рибосомной РНК (рРНК)7 в метагеномной 
ДНК по технологии ионного секвенирования PGM. Частичная амплификация гена 16S-
рРНК (с помощью праймерной пары Probio_Uni и Probio_Rev, которая ориентирована на 
V3) и реакции секвенирования выполнялись GenProbio в соответствии с 
оптимизированным протоколом, описанным Milani и соавторами (15). Для анализа всех 
последовательностей использовалась Qiime (количественное представление о 
микробиальной экологии) версии 1.7.0 (16) с базой данных GreenGenes, обновленной до 
версии 13.5 (17). Микроорганизмы были представлены изобилием таксономических 
уровней: подцарствами, семействами и родами. Последовательности были внесены в 
Европейский архив нуклеотидов европейского института биоинформатики под кодом 
PRJEB5801. Бактериальный метаболический потенциал образцов кала вычислительно 
оценивался с помощью PICRUSt (филогенетическое исследование сообществ путем 
реконструкции незамеченных состояний, версия 1.0.0 18). Более подробная информация 
приводится в разделе «Дополнительные методы». 

Количественное определение SCFA и лактобактерий в образцах кала. SCFA были 
количественно определены при помощи высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(HPLC)	 после извлечения из образцов кала с 6 объемами 0,01 N H2SO4. Подробный 
протокол приводится в разделе «Дополнительные методы». Количественное определение 
L. paracasei DG в образцах кала проводили методом qPCR с праймерами, направленными 
на ген гликозилтрансферазы welF. Универсальные праймеры, направленные на гены 16S-
рРНК, использовались для количественной оценки эубактерий с помощью qPCR. 
Термические циклы qPCR, последовательности праймеров и подготовка калибровочной 
кривой подробно описаны в дополнительных методах.  

Статистический анализ. Статистический анализ проводился с использованием 
программного обеспечения STATISTICA (версия 10; Statsoft). Для изучения различий 
между методами лечения использовались как параметрические, так и непараметрические 
методы. Моделирование частных наименьших квадратов (PLS) выполнялось с помощью 
Unscrambler X (CAMO). Статистическая значимость установлена на уровне P<=0,05, а в 
качестве трендов приняты средние различия с 0,05<P<=0,10. Подробная информация о 
принятых статистических подходах приводится в дополнительных методах. 

Результаты 

Соблюдение режима лечения (комплаентность) и анализ опросников. 

Препарат хорошо переносился всеми участниками, не было выявлено никаких побочных 
эффектов. В ходе исследования участники сохранили свои обычные диетические привычки, 
с незначительными изменениями, в основном из-за сезонных изменений в наличии овощей 
и фруктов (исследование началось в феврале и закончилось в июне). В частности, продукты 
питания с потенциальной пребиотической активностью были сохранены в диете на 
протяжении всего экспериментального периода. Участники соблюдали (98% соответствия) 
протокол исследования, что было оценено с помощью подсчета капсул и сбора образцов 
кала. 

7 Используемые сокращения: HB, высокая концентрация бутирата; IBS, синдром раздраженного кишечника; LB, низкая концентрация бутирата; 
PLS, частные наименьшие квадраты; rRNA, рибосомальная РНК.  
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Примерно треть участников не завершили исследование (n = 12). Процент пациентов, 
исключенных из исследования, оправдан в связи со сложностями, присущими дизайну 
исследования (т. е. 4-месячному перекрестному исследованию с сезонными изменениями и 
строгими критериями исключения). Во всем мире 30 (88%) из 34 подходящих участников 
были распределены случайным образом, 24 (71%) добрались до второго лечения после 
перекрестного перехода и 22 (65%) завершили исследование (n = 12 в группе A и n = 10 в 
группе B; 11 женщин и 11 мужчин, равномерно распределенных между группами). 

Данные, представленные в дневниках, описывающих функции кишечника, участниками, 
завершившими исследование, были проанализированы с помощью непараметрического 
теста по методу Уальда-Вольфовица. Результаты показали, что после приема пробиотика 
(Р = 0,006) (но не после плацебо) значительно усилилось опорожнение кишечника (рисунок 
1). Существенных изменений в консистенции стула не было обнаружено. 

Регулирование состава фекальной микробиоты при помощи пробиотиков. В общем, 
было сформировано 11 893617 высококачественных последовательных «прочтений» 
геномов (в среднем 135154 прочтений), протяженностью в 193±4 нуклеотидных пар (bp) 
(среднее значение ± SD). Согласно кривым разрежения, большая часть разнообразия 
микробиоты была охвачена (дополнительный рисунок 2). Мы определили в общей 
сложности 262 бактериальных рода (61-124 рода на образец кала). Только 27 родов были 
обнаружены у всех участников в 4 временных точках, что составляет 30-99% от общего 
числа «прочтений» на выборку (среднее значение: 80±13%). И наоборот, 55 родов 
присутствовали, по крайней мере, в 1 выборке у всех участников (21% всех родов). С точки 
зрения aльфа-разнообразия, изобилие микробов (коэффициенты Чао и Шеннона) и 
количество родов не были существенно изменены под воздействием лечения 
(дополнительный рисунок 2). 

Для измерения бета-разнообразия между выборками была исследовала последовательность 
«прочтения» с помощью анализа главных координат на основе дистанционной метрики 
UniFrac (19). Этот анализ показал, что применение пробиотиков значительно 
модифицировало общий состав фекальной микробиоты участников, определяемый с 
помощью повторных измерений ANOVA между применением пробиотиков и плацебо 
(рисунок 2). 
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Рисунок 2. Анализ главных координат (PC), выражающий бета-разнообразие образцов. Группы содержат 3 наиболее информативных 
компонента с двумерным представлением, обеспечивающих различия между образцами. В каждом конкретном образце представлен 
общий  микробиологический состав. Образцы разделены на 4 категории: взятые перед лечения и после лечения пробиотиком (А, В, и 
С), перед применением и после применения плацебо (D, Е, и F). Проценты, указанные вдоль осей, представляют собой долю различий, 
показанных на осях (отмечено в скобках). å|v| - сумма абсолютных евклидовых расстояний между парными точками, рассчитанная как 
сумма квадратных отклонений координат каждой точки до и после лечения (|v| = Ö [(xi-xj)2 + (yi-yj)2]), где ‘i’ – до лечения, ‘j’ – после. 
Парные точки – это 2 образца до и после определенного лечения для конкретного участника. Для каждой пары координат (то есть PC1 и 
PC2, PC1 и PC3, PC3 иPC2), абсолютные расстояния были значительно больше при применении пробиотика, чем при плацебо. **P, 0.01, 
*P, 0.05 (двусторонний парный критерий Стьюдента). РС – главные координаты. 

Надписи на рисунке: 
Before/after probiotic – до/после применения пробиотика 
Before/after placebo – до/после применения плацебо 

Для выявления микробных групп, подвергшихся модификации при применении 
пробиотиков, были проанализированы данные об относительной численности бактерий на 
таксономических уровнях (подцартвах, семействах и родах). Параметрическая статистика 
(повторные измерения ANOVA) указала на значительные различия при лечении для 1 
подцарства и 2 родов. В частности, прием пробиотиков вызывал увеличение числа 
грамотрицательных бактерий подцарства Proteobacteria (P = 0,006) и грамположительных 
бактерий Clostridiales рода Coprococcus (P = 0,009) (рисунок 3). Напротив, количество 
бактерий рода Clostridiales Blautia (P = 0,036) было снижено после лечения пробиотиками 
(рисунок 3). Кроме того, наблюдалась тенденция к снижению бактерий других родов 
Clostridiales, а именно Clostridium (P = 0,06) и Anaerostipes (P = 0,05). Важным 
подтверждением статистической значимости, наблюдаемой для Proteobacteria, явилось 
заметное снижение количества бактерий после применения плацебо (рисунок 3); поэтому 
этот результат следует пересмотреть из-за возможной неспецифической флуктуации 
Proteobacteria у участников на протяжении всего исследования. 

Интересно, что роды Coprococcus, Blautia и Anaerostipes относятся к семейству 
Lachnospiraceae и вместе с родом Clostridium являются составляющими порядка 
Clostridiales. Таким образом, применение пробиотиков заметно перераспределяло 
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микробные таксоны внутри грамположительных Firmicutes порядка Clostridiales, и 
особенно в семействе Lachnospiraceae. 

 
Рисунок 3. Относительное содержание бактериальных таксонов, затронутых применением пробиотиков. Подцарство Proteobacteria (A) 
и роды Blautia (B), Coprococcus (C), Clostridium (D) и Anaerostipes (E). Средняя линия на фигурах, располагающихся на графиках 
показывает медиану, нижняя и верхняя части этой фигуры – 25-й и 75-й процентили, а концы этой линии представляют собой диапазон 
выбросов, n = 22. Значения P были получены с помощью повторных измерений ANOVA для определения зависимости эффекта лечения 
от времени. *P, 0,05. 
 
Надписи на рисунке: 
Relative abundance – относительное содержание 
Before/after probiotic – до/после применения пробиотика 
Before/after placebo – до/после применения плацебо 
 
Влияние пробиотика на группы участников с аналогичной микрофлорой. 
Распределение бактериальных родов в образцах кала значительно различалось между 
участниками. В частности, мы обнаружили, что перед любым приемом пробиотика 
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большинство участников могут быть сгруппированы по составу фекальной микробиоты в 
2 группы: в первой группе из 11 участников доминировал род Bacteroides, а во втором, из 5 
участников, Prevotella (рисунок 4). Остальные 6 участников характеризовались 
различными микробиотами без явно доминирующего рода (рисунок 4). 

Поскольку межиндивидуальная вариабельность может маскировать потенциальные 
модификации фекальной микробиоты участников под воздействием пробиотиков, была 
выбрана подгруппа из 11 участников с преобладающим родом Bacteroides и проведен 
статистический анализ для выявления значительно измененных бактериальных таксонов. 
Параметрический статистический анализ выявил более широкое пробиотически-зависимое 
перераспределение микробиоты в подгруппе с преобладающим родом Bacteroides, чем при 
рассмотрении всех участников. На уровне подцарства, помимо подтвержденного 
изменения Proteobacteria (Р = 0,044), мы также обнаружили значительное уменьшение 
Bacteroidetes (Р = 0,005) с сопутствующим значительным увеличением Firmicutes	(Р = 0,024) 
(дополнительный рисунок 3). Модификация Bacteroidetes может быть в основном связана с 
уменьшением рода Bacteroides (P = 0,014), тогда как изменение Firmicutes частично связано 
с увеличением Coprococcus (P = 0,040) и неклассифицированного рода Firmicutes (P = 
0,016). Кроме того, после применения пробиотиков значительно увеличилась 
таксономическая единица неклассифицированных бактерий (Р = 0,046) (рисунок 3). 
Поэтому анализ участников подгруппы с преобладающим родом Bacteroides показал, что 
прием пробиотиков может, помимо Firmicutes, также существенно изменить распределение 
бактерий, принадлежащих к подцарству грамотрицательных Bacteroidetes. В отличие от 
подгруппы с Bacteroides, о подгруппе с преобладающим родом Prevotella мы не могли 
сделать окончательный вывод из-за ограниченного числа участников (N = 5). 

 

 
 
Рисунок 4. Состав микробиоты у участников до приема пробиотика представлен на рисунке в качестве относительного содержания 
бактериальных родов. Только бактериальные роды с относительным содержанием>10% хотя бы у 1 участника указаны справа от 
гистограммы. Роды с меньшим относительным содержанием проиллюстрированы в виде шкалы серого цвета. S – участник. 
 
Надписи на рисунке: 
dominant – преобладающий род 
 
 
Влияние пробиотика на фекальные SCFA. Поскольку потребление пробиотиков 
повлияло на концентрацию бактериальных групп, способных производить SCFA в 
кишечнике, было количественно определено 3 наиболее часто встречающиеся 
органические кислоты в кале (т. е. ацетат, бутират и пропионат). При измерении 
органических кислот в миллимолях на массу образца кала концентрация масляной кислоты 
значительно снижалась (Р = 0,045, повторные измерения-ANOVA) после приема 
пробиотика (дополнительный рисунок 4А). Чтобы противостоять влиянию изменяющегося 
содержания воды в образцах кала, органические кислоты также измерялись в миллимолях 
на количество бактериальных клеток в образце, количественно определяемое как qPCR. 
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Анализ подтвердил, что пробиотическое вмешательство значительно снизило 
концентрацию бутирата (P = 0,039), а также ацетата (P = 0,047) и в сумме 3 изученных 
органических кислот (P = 0,047). Концентрация пропионата, напротив, оставалась 
неизменной во время применения пробиотиков (дополнительный рисунок 4B). 
 
В образцах кала участников концентрация органических кислот, в частности бутирата, 
колебалась от 4,7 до 231.4 ммоль/кг (рисунок 5). Эффект от применения пробиотиков 
зависел от начальной концентрации бутирата в образце, а пробиотическое вмешательство 
заметно снижало ее, особенно в квартиле взрослых с высокой концентрацией этой 
органической кислоты [участники с высоким содержанием бутирата НB)]. Напротив, в 
нижнем квартиле концентрация бутирата увеличилась [участники с низким содержанием 
бутирата (LB)] (рисунок 5, дополнительный рисунок 4C, D). Соответственно, критерий 
Левена показал значительное изменение концентраций бутирата после приема пробиотика 
(P = 6,53 3 1025), но не после плацебо (P = 0,79), что было связано с уменьшением дисперсии 
после приема пробиотика. При приеме пробиотиков концентрации ацетата, пропионата и 
суммы 3 SCFA также значительно уменьшились (дополнительной рисунок 4А). Поэтому 
прием L. paracasei DG значительно уменьшил разницу в концентрациях SCFA между 
участниками. 
 

 
 
Рисунок 5. Концентрация бутирата в образцах кала участников на протяжении всего исследования. Данные распределяются по квартилям 
(горизонтальные полосы на рисунке A и вертикальные пунктирные линии на рисунке B). На рисунке изменение концентрации, вызванное 
применением пробиотиков, отмечено длинными вертикальными стрелками. Значения P были получены с помощью повторных 
измерений ANOVA, сформированных по концентрациям бутирата, для определения зависимости эффекта лечения от времени. 
 
Надписи на рисунке: 
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Butyric acid (mmol/kg of feces) – масляная кислота (ммоль/кг кала) 
Before/after probiotic – до/после применения пробиотика 
Before/after placebo – до/после применения плацебо 
Subject – участник 
 
 
Впоследствии мы проанализировали состав микробиоты у HB участников и сравнили его с 
составом у LB участников. Анализ показал, что HB участников можно четко отличить от 
LB по 7 родам, все из которых принадлежат к Clostridiales (дополнительный рисунок 5). В 
частности, бутират – продуцирующие роды Faecalibacterium и Lachnospira были, как 
правило, встречаются у HB участников и отсутствуют у LB. Согласно PLS, лучшими 
бактериальными предикторами наличия бутирата являются Clostridiales и особенно роды 
Faecalibacterium, Pseudobutyrivibrio, Anaerostipes, Veillonella и Lachnospira (рисунок 6). 
 

 
 
Рисунок 6. Корреляция между фекальным бутиратом и различными микробными группами в образцах кала. Х- и Y-участки 
(коэффициенты 1 и 2) были получены путем частичного анализа наименьших квадратов с использованием в качестве зависимой 
переменной концентрацию бутирата, выраженную в миллимолях на килограмм кала. Таксоны, принадлежащие к порядку Clostridiales, 
выделены жирным шрифтом. 
 
Надписи на рисунке: 
Factor 1,2 – фактор 1,2 
Explained variance – объяснимая дисперсия 
Butyrate - бутират 

Затем эффект от приема пробиотиков оценивался с точки зрения концентрации бутирата у 
участников в 2 верхних квартилях (10 участников с концентрацией бутирата выше 100 
ммоль/кг и далее обозначенных как HBs10): среднее снижение бутирата у HBs10 составило 
49±21%. Согласно двустороннему парному t-критерию концентрация HBs10, родов 
Clostridiales Faecalibacterium (P = 0,045) и Blautia (P = 0,049) были значительно снижены, с 
тенденцией к снижению Anaerostipes (P = 0,07) после пробиотического лечения. В 
особенности, значительное снижение наблюдалось в сумме 6 родов Clostridiales, 
потенциальных бутират-продуцирующих бактерий (Р = 0,021), а именно Faecalibacterium, 
Blautia, Anaerostipes, Pseudobutyrivibrio, Clostridium и Butyrivibrio (дополнительный 
рисунок 6А). 

Также были отдельно проанализированы участники нижнего квартиля в отношении 
концентрации бутирата (концентрация <25 ммоль/кг; n = 5; LBs5). Результаты 
свидетельствуют о значительном снижении содержания Ruminococcus (Р = 0,016). Также 
обнаружена тенденция к увеличению в изобилии представленного неклассифицированного 
рода Bacteroidales (P = 0,05) (дополнительный рисунок 6B), возможно, с учетом 
возрастания концентрации фекального бутирата в LBs5 (среднее значение ± SD: 329±255%). 
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В заключение, результаты показали, что влияние пробиотического вмешательства на 
микробиоту кишечника также зависит от начальной концентрации фекального бутирата. 
 

Анализ капсул Энтеролактис Плюс	и персистенции L. paracasei DG в кишечнике. 
Непосредственно перед применением мы изучили жизнеспособные бактериальные клетки 
в капсулах Энтеролактис Плюс. Количество чашек с агаровой средой составляет 10,72±0,02 
log (10) (т. е. примерно 52 млрд.) КОЕ/капсула, что согласуется с указанием на этикетке 
продукта (не менее 24 млрд. живых клеток/ капсула). 

Согласно экспериментам qPCR, количество клеток L. paracasei DG в образцах кала было 
значительно увеличено после применения пробиотиков (дополнительная таблица 2). 
Напротив, после периода «отмывки» количество клеток DG уменьшилось до количества, 
которое было до приема пробиотиков, подтвердив, что интервала в 4 недели достаточно, 
чтобы избежать эффекта переноса.  
 
Прогнозируемый метаболический потенциал фекальной микробиоты. Программное 
обеспечение PICRUSt (18) использовалось для определения предварительных показаний 
изменений функциональных возможностей микробных сообществ. Параметрический 
статистический анализ прогнозируемых функциональных профилей выявил существенное 
изменение 8 классов L3 из энциклопедии генов и геномов института химических 
исследований в Киото. Выявленные виды деятельности относятся к бактериальным путям 
мембранного транспорта, метаболизма аминокислот, энергетического обмена и, в 
частности, метаболизма кофакторов и витаминов (дополнительная таблица 3). В частности, 
установлено, что применение пробиотиков существенно модифицировало ферменты, 
участвующие в метаболизме никотината и никотинамида (Р = 0,037) и биосинтезе фолата 
(Р = 0,033) (рисунок 7). По данным PLS, лучшие бактериальные предикторы уровней 
прогнозируемых генов биосинтеза фолатов относятся к подцарству Bacteroidetes 
(Prevotellaceae и Rikenellaceae), к роду Coprococcus и, в частности, к роду Firmicutes 
семейства Acidaminococcaceae под названием Phascolarctobacterium (рисунок 8). 
 
Обсуждение 
 
Пробиотические микроорганизмы связаны со многими преимуществами для здоровья и 
действуют на 3 уровнях: модуляция кишечной микробиоты (уровень 1), взаимовлияние со 
слизистой оболочкой кишечника (уровень 2) и действие за пределами желудочно-
кишечного тракта (например, на системную иммунную систему, печень или мозг) [Уровень 
3 (6)]. В этом исследовании мы сосредоточились на первом уровне действия пробиотиков 
и изучили влияние коммерческого пробиотического продукта на микробную экосистему 
кишечника у здоровых взрослых людей. 
 
Хотя многочисленные исследования оценивали влияние пробиотиков на состав 
микробиоты кишечника у здоровых взрослых людей [для обзора (6)], они были ограничены 
в своих методологиях (например, гибридизация флуоресценции in situ, qPCR или 
денатурирующий градиентный гель - электрофорез), которые часто не подходили для 
всестороннего анализа высокой композиционной сложности кишечной микробиоты (20). 
Такие ограничения могут быть преодолены путем анализа профиля микробиоты кишечника 
с использованием стратегий секвенирования ДНК с высокой пропускной способностью. По 
общему признанию, протоколы, основанные на секвенировании с высокой пропускной 
способностью, такие же как используемые в этом исследовании, имеют свои внутренние 
подводные камни (например, на этапах экстракции ДНК и амплификации ПЦР) (20), но они 
позволяют гораздо более точную и всестороннюю оценку состава микробиоты, чем 
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предыдущие методы, основанные на традиционных стратегиях культивирования или 
молекулярных стратегиях (6). Только одно опубликованное исследование использовало 
секвенирование высокой пропускной способности для анализа влияния пробиотиков на 
здоровую взрослую популяцию (13). В частности, Kim и соавторы (8) установили, что у 
здоровых взрослых людей состав микробиоты кишечника в основном очень устойчив к 
пробиотикам, и они предположили, что могут быть более чувствительные и менее 
чувствительные люди к действию пробиотиков. Однако использование различных 
пробиотических продуктов (как сообщается, пробиотики могут сильно отличаться друг от 
друга) и ограниченное число участников в группе (только 3), возможно, препятствовали 
вызванным пробиотиками модификациям в кишечной микробиоте. Фактически, состав 
микробиоты кишечника у здоровых людей сильно различается, что затрудняет 
установление однозначных отношений между диетическим или фармакологическим 
вмешательством и конкретными микробными группами. 
 
Для решения вышеуказанных проблем мы впервые, насколько нам известно, объединили 
филогенетическую характеристику микробиоты кишечника путем 
высокопроизводительного секвенирования с перекрестным дизайном для изучения 
пробиотиков у здорового населения. Этот подход подтвердил, что пробиотический штамм 
L. paracasei DG оказывает влияние на фекальную микробиоту, модифицируя, в частности, 
специфические микробные группы на уровне подцарства и рода. Особенно подверглись 
этому 4 рода, принадлежащие к таксону Clostridiales, являющегося бактериальным 
порядком подцарства Firmicutes, у которого имеются важные функциями в кишечной 
ферментации пищевых волокон (21). Кроме того, бактерии Clostridiales и, в частности, 
семейство Clostridiales Lachnospiraceae, были определены как наиболее активные 
микробные компоненты в кишечной среде у здоровых взрослых людей (22,23). Лечение 
пробиотиками перераспределило относительное содержание родов Lachnospiraceae, т. е. 
мы наблюдали значительное увеличение рода Coprococcus наряду со значительным 
уменьшением рода Blautia. Сообщалось, что низкое содержание Coprococcus было 
обнаружено у детей-аутистов (24) и у ВИЧ-инфицированных (25). Кроме того, было 
доказано, что содержание Coprococcus у мышей, подверженных стрессу, является низким 
и коррелирует со стрессор-индуцированным увеличением циркулирующих 
провоспалительных цитокинов (26). Кроме того, Coprococcus в большом количестве был 
представлен у детей, живущих с домашними животными, и рассматривался как 
потенциальная бактерия, поддерживающая гипотезу о предотвращении аллергических 
заболеваний (27). С другой стороны, род Blautia был недавно реорганизован для 
обозначения нескольких неправильно классифицированных видов, принадлежащих к 
группе Clostridium XIVa, включая Clostridium coccoides и несколько видов Ruminococcus, 
связанных с Ruminococcus gnavus (например, Ruminococcus torques) (28). Многочисленные 
публикации показали высокую распространенность этих бактерий у пациентов с СРК (29-
33). Учитывая, что перераспределение в некоторых бактериальных популяциях может быть 
полезным для здоровых людей, особенно если эти бактериальные популяции подвержены 
заболеваниям, приведенные выше ссылки предполагают, что модуляция соотношения 
Blautia : Coprococcus применением Энтеролактис Плюс лежит в основе потенциальной 
защитной (здоровой) микробиоты. 
 
Хотя некоторые исследования показали, что бактериальные таксоны в кишечнике, по-
видимому, распределены непрерывно (34, 35), недавние исследования выявили 3 
полноценные категории, называемые энтеротипами, на основании содержания ключевых 
бактериальных родов (36). В этом исследовании мы обнаружили 2 группы взрослых людей, 
в которых доминируют роды Bacteroides и Prevotella, которые потенциально могут 
соответствовать энтеротипам 1 и 2, соответственно (36). Тем не менее, несколько 
участников были охарактеризованы как имеющие смешанный тип структуры и не 
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относятся к 3 известным энтеротипам. Аналогичный результат был получен при анализе 
микробиоты кишечника в российских популяциях (37), что привело к предположению, что 
у человека может существовать гораздо больше энтеротипов. В частности, было 
предложено, что энтеротипы могут по-разному реагировать на диету и потребление 
наркотиков (36). Поэтому состав кишечной микробиоты следует учитывать при оценке 
воздействия препарата или диеты. Соответственно, в этом исследовании мы обнаружили 
большее количество таксонов, которые были значительно модифицированы применением 
пробиотика, когда мы отдельно проанализировали группу участников с преобладающим 
родом Bacteroides. Таким образом, наше исследование подтверждает, что разделение по 
группам популяции по энтеротипам может эффективно уменьшить количество 
предубеждений по поводу межвидовой (межиндивидуальной) изменчивости. 
 
Порядок Clostridiales включает сахаролитические бактерии, которые вносят большой вклад 
в производство SCFA в кишечнике (21). По этой причине мы количественно определили 
SCFA во всех образцах кала, собранных во время исследования. Применение пробиотиков 
значительно уменьшило фекальные концентрации органических кислот, особенно у 
взрослых с высокой начальной концентрацией этой молекулы. Анализ микробиоты 
участников с высокой концентрацией бутирата еще раз показал, что наличие Clostridiales 
является ключевой составляющей в наблюдаемых изменениях концентраций бутирата. 
 
Концентрация бутирата и других SCFA широко варьирует в стуле взрослых людей, как уже 
сообщалось (38). Оптимальная концентрация фекального SCFA для здорового организма 
неизвестна, и лишь в нескольких исследованиях с противоречивыми результатами 
оценивалось влияние применения пробиотиков на концентрацию SCFA у здоровых 
взрослых (39,40). В целом, SCFA и особенно бутират связаны с рядом полезных действий 
на слизистую оболочку кишечника, и резкое снижение их концентрации характерно для 
нескольких патологий (41). Однако, роль SCFA у здорового населения была бы более лучше 
оценена при непатологических физиологических состояниях, таких как IBS и 
метаболический синдром. В этом контексте предположили, что увеличение концентрации 
Clostridiales может привести к увеличению продукции кишечного бутирата, который, как 
было показано, вызывает висцеральную гиперчувствительность (42) и способствует 
сенсорной дисфункции, типичной для IBS (43). Кроме того, высокие концентрации 
фекального бутирата, ацетата и пропионата у женщин коррелировали с факторами риска 
метаболического синдрома (44). Значительно высокие концентрации бутирата были также 
обнаружены у детей с ожирением (45) и мышей (46). Кроме того, снижение потребления 
углеводов взрослыми, страдающими ожирением, привело к потере веса, снижению 
концентрации бутирата и уменьшению количества бактерий, продуцирующих бутират, в 
фекалиях (47). Следовательно, в свете результатов исследований, представленных выше, 
мы можем предположить, что наблюдаемая способность L. paracasei DG «сбалансировать» 
концентрации бутирата (т. е. уменьшить концентрацию бутирата, когда его концентрация 
высока, и увеличить его, когда она низкая) может защитить хозяина от этих 
физиологических состояний, связанных с изменением концентрации бутирата (41-47). 
 
Продукция витаминов (например, витамина К, витамина В-12, и фолата) является одной из 
самых известных ключевых метаболических деятельностей кишечных бактерий. Используя 
вычисления для прогнозирования метагенома по филогенетическому профилированию 
микробиоты, мы оценили, что потребление L. paracasei DG может значительно увеличить 
количество генов, которые, как ожидается, будут участвовать в производстве фолата. 
Несколько исследований описали способность пробиотических бактерий производить 
фолат и служить потенциальным источником фолиевой кислоты для потребителя (48). 
Несколько генов, предположительно участвующих в синтезе фолата, также присутствуют 
в геноме штамма L. paracasei DG в капсулах Enterolactis. Кроме того, наши результаты 
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показали, что пробиотики, помимо прямого производства фолата, могут косвенно 
способствовать доступности витаминов в организме хозяина путем модуляции микробиоты 
кишечника. В соответствии с этой гипотезой статистика, примененная к нашим 
вычислительным данным, показала, что кишечные бактерии, потенциально ответственные 
за модификацию прогнозируемого содержания генов, необходимых для биосинтеза фолата, 
являются членами родов, известных как носители генов, участвующих в биосинтезе фолата 
(например, из EFY05259 Phascolarctobacterium и ADE82633 в Prevotella базы генетических 
данных). 
 
В заключение, необходимо сказать, что было проведено исследование PROBIOTA-DG для 
определения влияния пробиотических добавок на структуру микробиоты кишечника у 
здоровых взрослых людей. Несмотря на высокую межиндивидуальную изменчивость 
состава микробиоты, результаты показали, что 4-недельное потребление Энтеролактис 
Плюс, пробиотического продукта, содержащего штамм бактерий L. paracasei DG, изменяет 
местную микробную экологию (особенно популяции Clostridiales) и, вероятно, тем самым 
изменяет концентрации SCFA, особенно бутирата. Примечательно, что применение 
пробиотиков оказало балансирующее влияние на концентрацию SCFA, которая в 
значительной степени зависела от исходных характеристик микробной экосистемы 
кишечника. В том числе, фекальные концентрации бутирата представляют важный 
биомаркер для определения, кому из участников прием пробиотиков может принести 
пользу. 
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