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Аннотация. В ходе проведенных исследований выявлен наиболее стабильный референсный ген у Lactobacillus plantarum. 

Установлено, что экспрессия гена rpoD была наиболее стабильна при добавлении фукоидана и инулина. Уровень экспрессии гена 

usp у бактерий L. plantarum увеличился в 4 раза при добавлении фукоидана по сравнению с контрольным образцом, но при 

добавлении инулина в среду культивирования экспрессия этого гена уменьшилась в 12 раз по сравнению с контрольным образцом. 

Экспрессия гена opuA при добавлении фукоидана увеличилась в 6 раз по сравнению с контрольным образцом, а при добавлении 

инулина уменьшилась в 3 раза по сравнению с контрольным образцом. Уровень экспрессия гена ATP у бактерий L. plantarum при 

добавлении фукоидана увеличилась в 9 раз по сравнению с контрольным образцом. Экспрессия гена лактатдегидрогеназы (ldh) при 

добавлении фукоидана увеличилась в 2 раза по сравнению с контрольным образцом, тогда как при добавлении инулина уменьшилась 

в 18 раз по сравнению с контрольным образцом. Уровень экспрессии гена gacT при добавлении фукоидана уменьшилась более чем 

в 50 раз в сравнении с контрольным образцом, а при добавлении инулина уменьшилась в 12 раз по сравнению с контрольным 

образцом. Не было выявлено достоверных изменений в экспрессии генов groEL и hsp1. Таким образом, на основе данных по 

экспрессии генов, можно предположить, что при добавлении фукоидана в среду культивирования активизируются катаболические 

процессы в бактериях L. plantarum. Установлено, что добавление инулина в среду культивирования не приводит к увеличению 

экспрессии генов катаболизма у L. plantarum. 
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Abstract. The most stable reference gene in Lactobacillus plantarum was identified. It was found that the expression of the rpoD gene was 

most stable with the addition of fucoidan and inulin. The level of expression of the usp gene in L. plantarum bacteria increased by 4 times 

when fucoidan was added compared to the control sample, but when inulin was added to the culture medium, the expression of this gene 

decreased by 12 times compared to the control sample. The expression of the opuA gene with the addition of fucoidan increased by 6 times 

compared to the control sample, and with the addition of inulin decreased by 3 times compared to the control sample. The level of expression 

of the ATP gene in L. plantarum bacteria with the addition of fucoidan increased by 9 times in comparison with control sample. The expression 

of the lactate dehydrogenase (ldh) gene with the addition of fucoidan increased by 2 times compared with the control sample, whereas with the 

addition of inulin it decreased by 18 times compared to control sample. The expression level of the gacT gene with the addition of fucoidan 

decreased by more than 50 times compared to the control sample, and with the addition of inulin decreased by 12 times compared to the control 

sample. There were no significant changes in the expression of the GroEL and hsp1 genes. Thus, based on gene expression data, it can be 

assumed that when fucoidan is added to the culture medium, catabolic processes in L. plantarum bacteria are activated. It was found that the 

addition of inulin to the culture medium does not lead to an increase in the expression of catabolism genes in L. plantarum. 
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Введение 

Науке известно широкое разнообразие 
природных полисахаридов, отличающихся био-
логической активностью и специфическими 
свойствами [1]. Фукоидан и инулин являются 
представителями данного класса соединений. 
Активное исследование их функциональных 
особенностей позволяет говорить о большом 
потенциале использование подобных полисаха-
ридов на практике в качестве пребиотиков. 

Получение фукоидана осуществляется 
преимущественно из бурых морских водорослей, 
а также морских трав и некоторых беспозвоноч-
ных [2]. Установлено, что полисахарид обладает 
множеством терапевтических эффектов, среди 
которых противовоспалительное, иммуномоду-
лирующее и противомикробное действия [3]. 
Например, фукоидан, выделенный из Fucus  
vesiculosus, подавлял рост кариесогенных и па-
радонтопатогенных бактерий ротовой полости, 
например Porphyromonas gingivalis [4, 5]. При-
менение фукоидана в терапии заболеваний 
ЖКТ обеспечивает защиту желудка от H. pylori, 
за счёт снижения адгезии бактерии на стенках 
органа и уровня IL-6 и TNF-α [6, 7]. Побочное 
действие антибиотиков снижается благодаря 
включению в терапию фукоидана. Регистрирова-
лось повышение содержания полезных бактерий 
таких таксонов, как Muribaculaceae и Allo-
prevotella, и сокращение Parasutterella и Helico-
bacter. [8]. Применение культур молочнокислых 
бактерий в комплексе с фукоиданом способствует 
повышению эффективности пробиотического дей-
ствия молочнокислых бактерий на иммунную 
систему организма [9]. Показано, что фукоидан 
оказывает влияние на рост и антибактериальную 
активность Lactobacillus rhamnosus [10]. 

Инулин относится к группе линейных 
природных фруктанов, обладающих главным 
образом пребиотическими свойствами [11, 12]. 
Попадая в организм, полисахарид способствует 
стимуляции роста Bifidobacterium и Lactobacillus 
в кишечнике, снижению воспалительных процес-
сов, поддержанию барьерной функции эпителия 
за счёт сокращения вероятности инвазии патоген-
ных микроорганизмов [13–15]. Помимо молочно-
кислых бактерий, инулин обеспечивает рост 
бактерий родов Akkermansia и Ruminococcus, 
представители которых продуцируют коротко-
цепочечные жирные кислоты [16]. Подобное 
ремоделирование состава кишечной микробиоты 
может быть использовано в терапии заболеваний 
печени [17]. Исследование совместного влияние 
полисахаридов типов инулина и фукоидана 
на состояние толстого кишечника показало 
увеличение содержания Clostridia_UCG-014 
и снижение интенсивности накопление амино- 
и желчных кислот, а также индолов [18]. 

Распространенным и активно используе-
мым пробиотическим микроорганизмом является 
Lactobacillus plantarum. Его штаммы считаются 
безопасными для животных и человека, а также 
характеризуются повышенной способностью 
к их выживанию в ЖКТ [19]. Широкий диапа-
зон полезных свойств L. plantarum начинается 
с противомикробного действия и заканчивается 
антиоксидантной активностью [20]. 

Цель работы – изучение влияния фукои-
дана и инулина на экспрессию генов метаболизма 
L. plantarum. 

Материалы и методы 

Объектом исследования явился типовой 
штамм Lactobacillus plantarum из Всероссийской 
коллекции промышленных микроорганизмов 
(НИЦ «Курчатовский институт», г. Москва), 
а также фукоидан (SFL Biotech LTD, Корея) 
и инулин (Beneo Orafti, Германия). 

Культивирование осуществляли на шей-
кере-инкубаторе (Infors Multitron, Швейцария) 
в колбах Эрленмейера объемом 750 мл, запол-
ненных 250 мл среды, при 37 °С, 160 об/мин, 
в течение 24 ч. Для культивирования использо-
вали среду MRS (Thermo FS, США) с добавлением 
фукоидана и инулина в концентрации 0,5%. 

Экстракцию тотальной РНК из культуры 
бактерий производили с использованием набора 
РНК-экстран («Синтол», Россия). 

Для проведения реакции обратной тран-
скрипции использовали амплификатор «Терцик» 
(«НПО ДНК-Технология», Россия) с примене-
нием набора реактивов MMLV RT kit («Евро-
ген», Россия). 

Количественную полимеразную цепную 
реакцию производили на приборе Bio-Rad CFX 96 
(Bio-Rаd, США) с применением смеси, состоящей 
из 16 мкл воды, 5 мкл 5Х qРСRmiх-HS LоwRОХ 
(Евроген, Россия), 1 мкл прямого, 1 мкл обратного 
праймеров и 2 мкл ДНК. 

Реакцию проводили по следующему про-
токолу: 

1) Инкубация при 95 °С в течение 5 мин.; 
2) 38 циклов, каждый из которых включал: 

денатурацию при 95 °С на протяжении 20 с;  
отжиг праймеров при 58 °С на протяжении 30 с; 
элонгацию при 72 °С в течение 30 с. 

Использовали следующие праймеры: 
1. Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (gapdh) 
gapdh-f; CGTCGTATTATGGATTTAGG 
gapdh-r; GAGCTTGTGACTTAGCCTTG 
2. Сигма-фактор РНК-полимеразы (rpoD) 
rроD-f; GTACGCGACTTGGTGGATTC 
rроD-r; ACCTTTTCCGTTGGCATGTC 
3. Белок системы поглощения глицина-бетаина 
(opuA) 
орuА-f; CGCGTTGACTCGTTGTTAGT 
орuА-r; TCTTCAAGCCGCGTTTCAAA 
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4. Транспортер аммиака (qacT) 
qасТ-f; ATTGGCGTTGAAATTGTGGG 
qасТ-r; CCAAACGCCCAAATTCCAAT 
5. Лактатдегидрогеназа (ldh) 
Ldh-f; GATCCTCGTTCCGTTGATGC 
Ldh-r; GCAGTCCCGATACCGTAGAA 
6. Фосфофруктокиназа (pfk) 
Pfk-f; GGGACATGGAAGAAATCGCC 
Pfk-r; CCCACCACGTTGCATATGAG 
7. Шаперон Нsр60 (groEL) 
grоЕL-f; AGAAGGCTTTGTTGCTGGTG 
grоЕL-r; AACCCATTCATCAGTTGCGG 
8. Термогенин (usp) 
Usp-f; CAAACCTGACTGCGCTCTAC 
Usp-r; TTAAATTCGGTGCGGACGTG 
9. АТФ-синтаза (ATP) 
ATP-f; TGCACGGCGTATTCAATTCT ATP-r; 
AACTTGACGGAATGCGTCTT 
10. Белки теплового шока (hsp1) 
hsр1-f; TGAAGGTTGATGTCCCTGGT 
hsр1-r; TCGGCTGGGTCTTAGGTAAC 

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием t-критерий Стьюдента в программе 
STADIA (Московский государственный уни-
верситет, Россия). 

Результаты и обсуждение 

Первоначально был выявлен наиболее 
стабильный референсный ген. Исследовали 2 гена: 
rpoD и gapdh. В ходе исследования экспрессии 
референсных генов выявлено, что экспрессия гена 
ldhD была более стабильна. Поэтому дальнейшие 
эксперименты проводили с использование дан-
ного гена в качестве референсного. 

Далее сравнивали экспрессию маркерных 
генов метаболизма бактерий L. plantarum при 
добавлении фукоидана и инулина в среду куль-
тивирования. 

Usp – универсальный белок стресса. Он 
проявляет защитные свойства по отношению 
к неблагоприятным факторам окружающей среды 

(воздействие антибиотиков, изменение темпе-ра-
тур и т. д.). Этот белок также способствует фор-
мированию биоплёнок. Биоплёнки выступают 
в роли защитного фактора против патогенных 
бактерий. Несмотря на положительные свой-
ства, биоплёнки также могут оказывать нега-
тивное воздействие. 

В ходе исследования было выявлено, что 
экспрессия гена usp у бактерий L. plantarum 
увеличилась в 4 раза при добавлении фукоидана 
в сравнении с контрольным образцом. Экспрессия 
гена usp при добавлении инулина в среду культи-
вирования уменьшилась в 12 раз по сравнению 
с контрольным образцом (рисунок 1). 

 

Рисунок 1. Экспрессия гена usp при добавлении 
фукоидана и инулина в среду культивирования  
(* разница в экспрессии гена по сравнению  
с контролем статистически достоверна, р < 0.05) 

Figure 1. Expression of the usp gene upon the addition 
of fucoidan and inulin to the culture medium (* the 
difference in gene expression compared to the control is 
statistically significant, p < 0.05) 

 
Достоверных изменений в уровне экс-

прессии генов groEL и hsp1 не было выявлено 
(рисунок 2). 

Экспрессия гена pfK у бактерий L. plantarum 
при добавлении инулина уменьшилась в 12 раз по 
сравнению с контрольным образцом (рисунок 3). 

 
Рисунок 2. Экспрессия генов groEL (А) и hsp1 (В) при добавлении фукоидана и инулина в среду культивирования  

Figure 2. Expression of the groEL (А) and hsp1 (В) genes upon the addition of fucoidan and inulin to the culture medium
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Рисунок 3. Экспрессия гена pfK при добавлении 
фукоидана и инулина в среду культивирования  
(* разница в экспрессии гена по сравнению  
с контролем статистически достоверна, р < 0.01) 

Figure 3. Expression of the pfK gene upon the addition 
of fucoidan and inulin to the culture medium (* the 
difference in gene expression compared to the control  
is statistically significant, p < 0.01) 

 

Ген pfK кодирует фосфофруктокиназу  
у бактерий. Уменьшение экспрессии этого гена 
говорит о снижении гликолитических процессов 
в бактериальной клетки, что может говорить 
о негативном влиянии инулина. 

Экспрессия гена opuA у бактерий L. plantarum 
при добавлении фукоидана увеличилась в 6 раз 
в сравнении с контрольным образцом. Экспрессия 
гена орuА при добавлении инулина уменьшилась 
в 3 раза по сравнению с контрольным образцом. 
Этот ген кодирует белок системы поглощения 
глицина-бетаина, который необходим бактериям 
для защиты от среды с высокой осмолярностью 
(рисунок 4). 

 

Рисунок 4. Экспрессия гена opuA при добавлении 
фукоидана и инулина в среду культивирования (* 
разница в экспрессии гена по сравнению с 
контролем статистически достоверна, р < 0.01) 

Figure 4. Expression of the opuA gene upon the addition 
of fucoidan and inulin to the culture medium (* the 
difference in gene expression compared to the control is 
statistically significant, p < 0.01) 

 

Экспрессия гена ATP (АТФ-синтетаза) 
у бактерий L. plantarum при добавлении фукоидана 
увеличилась в 9 раз в сравнении с контрольным 
образцом. Увеличение экспрессии гена АТФ-
синтетазы свидетельствует об интенсификации 
катаболических процессов в бактериальных 
клетках (рисунок 5). 

Экспрессия гена ldh (лактатдегидрогеназа) 
у бактерий L. plantarum с фукоиданом увеличилась 
в 2 раза в сравнении с контрольным образцом. 
Экспрессия гена с инулином уменьшилась в 18 раз 
по сравнению с контрольным образцом. Увеличе-
ние экспрессии этого гена является показателем 
того, что фукоидан оказывает благоприятное влия-
ние на функционирование L. plantarum (рисунок 6). 

 

Рисунок 5. Экспрессия гена ATP при добавлении 
фукоидана и инулина в среду культивирования  
(* разница в экспрессии гена по сравнению с контролем 
статистически достоверна, р < 0.01) 

Figure 5. Expression of the ATP gene upon the addition 
of fucoidan and inulin to the culture medium (* the 
difference in gene expression compared to the control is 
statistically significant, p < 0.01) 

 

Рисунок 6. Экспрессия гена ldh при добавлении 
фукоидана и инулина в среду культивирования (* разница 
в экспрессии гена по сравнению с контролем 
статистически достоверна, р < 0.05, ** разница  
в экспрессии гена по сравнению с контролем 
статистически достоверна, р < 0.001) 

Figure 6. Expression of the ldh gene upon the addition 
of fucoidan and inulin to the culture medium (* the 
difference in gene expression compared to the control is 
statistically significant, p < 0.05, ** the difference in 
gene expression compared to the control is statistically 
significant, p < 0.001) 

 
Основная роль бактерий рода Lactobacillus 

заключается в производстве молочной кислоты. 
Это приводит к снижению рН, что необходимо 
для желаемого качества и сохранности пищевых 
и кормовых продуктов. Молочная кислота  
является конечным продуктом ферментации  
углеводов. Образование происходит с помощью 
лактактдегидрогеназы. 
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Рисунок 7. Экспрессия гена gacT при добавлении 

фукоидана и инулина в среду культивирования 

(* разница в экспрессии гена по сравнению 

с контролем статистически достоверна, р < 0.001) 

Figure 7. Expression of the gacT gene upon the addition 

of fucoidan and inulin to the culture medium (* the 

difference in gene expression compared to the control 

is statistically significant, p < 0.001) 

Экспрессия гена gacT (транспортер ам-

миака) у бактерий L. plantarum при добавлении 

фукоидана уменьшилась в 58 раз в сравнении 

с контрольным образцом. Экспрессия гена при 

добавлении инулина уменьшилась в 12 раз по 

сравнению с контрольным образцом (рисунок 7). 

Этот ген экспрессируется при ограниченном 

количестве азота в среде. Это в свою очередь 

свидетельствует, что при добавлении фукоидана 

и инулина клеткам бактерий достаточно азота 

для жизнедеятельности. 

Заключение 

Было установлено, что наиболее стабильным 

референсным геном является rpoD. Исходя из 

данных по экспрессии генов, добавление фуко-

идана в среду культивирования активизировало 

катаболические процессы в бактериях (усилива-

лась экспрессия таких маркерных генов, как usp, 

opuA, ATP, ldh). Добавление инулина в среду 

культивирования не приводило к увеличению 

экспрессии генов катаболизма у L. plantarum. 
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