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ВНУТРИВИДОВОЕ РАЗНООБРАЗИЕ БИФИДОБАКТЕРИЙ, КОЛОНИЗИРУЮЩИХ 
ЖЕЛУДОЧНО-КИШЕЧНЫЙ ТРАКТ ЧЕЛОВЕКА

В работе представлены результаты анализа внутривидовой гетерогенности 4 видов бифидобак-
терий: B. longum, B. animalis subsp. lactis, B. bifi dum и B. dentium, колонизирующих толстый кишечник 
людей различных возрастных групп. Методом ПЦР с праймерами к коротким нуклеотидным повторам 
у всех исследованных видов выявлен высокий уровень внутривидовой изменчивости. На основании ре-
зультатов ПЦР-анализа с использованием невзвешенного парно-группового метода средних (UPGMA) 
построена дендрограмма генетических взаимоотношений изученных бифидобактерий. Штаммы 
сформировали группы согласно их видовой принадлежности.
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Бифидобактерии относятся к наиболее важной группе микроорганизмов, присутствую-
щих в биоценозе пищеварительного тракта человека. Род Bifi dobacterium относится к семейс-
тву Bifi dobacteriaceae и насчитывает более тридцати видов. Типовым видом, согласно опреде-
лителя Bergey’s Manual (1986), является Bifi dobacterium bifi dum [5]. Этот вид бифидобактерий 
формирует бифидофлору младенца в неонатальном возрасте.

Систематическое положение бифидобактерий до сих пор является предметом дискуссий. 
Это, в первую очередь, связано с вариабельностью их морфологии. Пристальное внимание 
исследователей к этим бактериям свидетельствует о том, что морфологические изменения 
бифидобактерий зависят как от условий их обитания и культивирования, так и от состава пи-
тательных сред, возраста культуры и др., что еще больше усложняет их идентификацию [15]. 
Однако исследование только фенотипических свойств с применением микробиологических 
методов диагностики не дает возможности четкого определения видовой принадлежности 
бифидобактерий.

Основные природные функции бифидобактерий заключаются в высокой биологической 
активности, защите макроорганизма от влияния неблагоприятных факторов окружающей 
среды и стимуляции иммунной системы. Эти свойства положены в основу создания пробио-
тиков с использованием бифидобактерий [4, 11].

В последнее время с развитием молекулярно-генетических методов, одним из которых 
является полимеразная цепная реакция (ПЦР), стало возможным оценить разнообразие ви-
дов бифидобактерий, обитающих в конкретном биотопе организма человека [14, 15]. Анализ 
генетического материала с последующей идентификацией различий внутри вида даст воз-
можность по-новому сгруппировать бифидобактерии, оценить статус каждого вида, его фи-
зиологических свойств и экологической роли.

Целью этой работы является анализ и оценка внутривидового разнообразия бифидобакте-
рий, колонизирующих толстый кишечник людей различных возрастных групп.

Материалы и методы. В работе были использованы 65 штаммов бифидобактерий, изо-
лированных из содержимого дистального отдела кишечника людей разного возраста, и 2 ти-
повых штамма – B. animalis ССМ 4988 и B. longum ССМ 4990 (Чешская коллекция микроор-
ганизмов). 

Состав питательной среды и условия культивирования бифидобактерий приведены в ра-
боте [2].

Геномную ДНК выделяли из клеточной суспензии с помощью набора “ДНК-сорб В’’ 
(«Амплисенс», Россия), согласно руководству производителя. Идентификацию штаммов про-
водили методом ПЦР с видоспецифическими праймерами, как  указано в работах [9, 12].

Анализ внутривидовой изменчивости выполняли с помощью ПЦР с праймером М13 
(5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’) и праймерами к нуклеотидным повторам (AG)8CT, (GTG)5, 
(GACA)4. Последовательность праймеров к нуклеотидным повторам была выбрана с учетом 
их встречаемости в геноме B. longum NCC2705, согласно базе данных MICAS [16]. Реакцион-
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ная смесь объемом 25 мкл содержала 5х ПЦР-буфер («Амплисенс», Россия), 2 mМ каждого 
dNTPs, 15 pmol праймера,  2,5 U Taq-полимеразы («Амплисенс», Россия), 30 нг ДНК-матрицы 
и 25 мкл минерального масла. ПЦР проводили в амплификаторе «Терцик» («ДНК-техноло-
гия», Россия). Использовали следующие температурные режимы: 94 °С, 2 мин; 40 циклов – 
94 °С, 1 мин; 42 °С, 30 сек;  72 °С, 2 мин; заключительная элонгация – 72 °С, 10 мин (с прайме-
ром М13); 94 °С, 2 мин; 45 циклов –  94 °С, 30 сек; 52 °С, 45 сек;  72 °С, 2 мин; заключительная 
элонгация – 72 °С, 7 мин (с праймерами к нуклеотидным повторам). 

Продукты амплификации разделяли в 1,7 % агарозном геле, содержащем 0,01 % бромис-
того этидия. Результаты визуализировали в УФ-свете, полученные электрофореграммы обра-
батывали с помощью программы Gel Imager («ДНК-технология», Россия). 

Проведен филогенетический анализ взаимоотношений бифидобактерий с использовани-
ем программ Phylip 3.69 [8] и MEGA4 [19]. 

Результаты и их обсуждение. Видовая идентификация штаммов. Штаммы бифидобак-
терий, изолированные из содержимого дистального отдела кишечника людей разного воз-
раста, были идентифицированы с помощью множественной ПЦР. Этот метод использовался 
многими исследователями с целью определения вида молочнокислых бактерий и бифидо-
бактерий [1, 7]. Поскольку в одной ПЦР-смеси находятся несколько пар праймеров к разным 
видам, он позволяет сократить количество проведенных реакций и время, затраченное на 
идентификацию. 

С помощью множественной ПЦР было установлено, что исследованные штаммы отно-
сятся к 4 видам: B. longum (15 штаммов), B. animalis subsp. lactis (8 штаммов), B. bifi dum 
(24 штамма) и B. dentium (18 штаммов) (рис. 1). Представители вида B. dentium были обна-
ружены исключительно у людей пожилого возраста (> 63 лет), тогда как штаммы остальных 
видов были выявлены только у детей (1–2 года). Этот факт может свидетельствовать о воз-
можном наличии определенных видов бифидобактерий в зависимости от возраста хозяина. 
Подобное предположение было высказано в работе Turroni и др., показавших такую зависи-
мость для небольшого количества видов бифидобактерий [20].
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации с видоспецифическими 
праймерами: М – маркер молекулярного веса GeneRuler™ DNA Ladder Mix; 

1 – B. longum; 2, 3 – B. dentium; 4 – B. bifi dum; 5 – B. animalis subsp. lactis.
Анализ внутривидовой изменчивости. Бактериальный геном содержит большое количес-

тво повторяющейся ДНК, локализованной как в его кодирующей, так и некодирующей части 
[21]. Нуклеотидные повторы отличаются размером повторяющейся единицы, протяженнос-
тью или количеством повторов, ориентацией, расположением и др. [18]. С целью изучения 
внутривидовой изменчивости бифидобактерий в нашей работе был использован универсаль-
ный праймер М13, содержащий минисателлитный повтор, и праймеры к коротким повторам, 
с размером повторяющейся единицы от 2 до 4 нуклеотидов. Такие повторы наиболее подвер-
жены вариабельности количества повторяющихся единиц [21], т.е. представляют высокопо-
лиморфные участки генома. Таким образом, отличия в спектрах продуктов амплификации 
будут обусловлены протяженностью повтора. 

Анализ электрофореграмм фрагментов ПЦР с праймерами к нуклеотидным повторам поз-
волил охарактеризовать спектры ампликонов у каждого из исследованных видов, при этом 
учитывали общее количество фрагментов, их размер и количество полиморфных ампликонов. 
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В результате было показано, что все использованные в работе праймеры оказались полимор-
фными, а размер и количество продуктов ПЦР зависели от последовательности праймера. У 
трех видов бифидобактерий (B. longum, B. animalis subsp. lactis, B. dentium) максимальное 
количество ПЦР-фрагментов обнаружено при использовании праймера к тетрануклеотидно-
му повтору, а минимальное – к трехнуклеотидному. У B. bifi dum наблюдали обратную зависи-
мость: максимальное количество – при использовании праймера (GTG)5, минимальное – при 
(GACA)4. Процент полиморфных ампликонов, рассчитанный у каждого вида при использо-
вании отдельного праймера, составил во всех случаях выше 90 %, что свидетельствует о вы-
соком уровне внутривидовой изменчивости у исследованных видов бифидобактерий. Основ-
ные характеристики общего для всех видов спектра ПЦР-фрагментов приведены в табл. 1.

Таблица  1
Характеристика общего спектра ПЦР-фрагментов у бифидобактерий

Праймер
Размер 

ампликонов, 
п.н.

Общее 
количество 
ампликонов

Минимальное 
количество 
ампликонов

Максимальное 
количество 
ампликонов

М13 200 – 2000 13 7 10

(AG)8CT 250 – 1000 13 7 12

(GTG)5 250 – 3000 15 5 11

(GACA)4 250 – 3000 35 5 16

Для количественной оценки генетической дивергенции между видами бифидобактерий 
были рассчитаны значения генетического расстояния Нея-Ли [13]. Этот показатель широко 
используется в молекулярно-генетических исследованиях для анализа множественных ло-
кусов. Он выражает степень различия множества ампликонов между образцами, учитывая 
структуру праймера. В результате проведенных расчетов показано, что среднее значение ге-
нетического расстояния в каждой группе (внутривидовое разнообразие) составляет 0,02 у 
видов B. longum, B. animalis subsp. lactis и B. dentium, а у B. bifi dum – 0,01. Значение генети-
ческого расстояния между видами бифидобактерий варьировало от 0,02 до 0,032. Наимень-
шее значение выявлено между видами B. dentium и B. bifidum, наибольшее – B. bifidum и 
B. animalis subsp. lactis.

На основании рассчитанных значений генетического расстояния была построена дендро-
грамма взаимоотношений видов бифидобактерий (рис. 2). Обнаружено, что все исследован-
ные штаммы сформировали два кластера: первый включает B. dentium, B. longum и B. animalis 
subsp. lactis, а второй состоит из B. bifi dum и B. animalis subsp. lactis. Следует отметить, что 
дифференциация штаммов произошла согласно их видовой принадлежности: каждый из ви-
дов образует отдельную группу, за исключением B. animalis subsp. lactis, формирующего не-
большие группы (2–4 штамма), которые входят в состав кластеров других видов. Возможно, 
это обусловлено особенностями распределения нуклеотидных повторов и большей, по срав-
нению с другими исследованными видами, пластичностью генома B. animalis subsp. lactis.

 B.dentium (n = 18)

 B.animalis subsp. lactis (n = 3)
 B.animalis subsp.lactis (n = 2)
 B.longum (n = 16)
 B.bifidum (n = 4)
 B.animalis subsp. lactis (n = 4)

 B.bifidum (n = 20)

0.0000.0020.0040.0060.0080.010  

Рис. 2. Дендрограмма взаимоотношений видов бифидобактерий, построенная на основа-
нии значений генетического расстояния Нея-Ли, с использованием метода UPGMA.

С развитием методов молекулярно-генетического анализа изучение геномной изменчи-
вости бактерий стало возможным с применением в качестве ДНК-маркеров разнообразных 
нуклеотидных повторов. В большинстве случаев их используют с целью молекулярного ти-
пирования и дифференциации микроорганизмов. Примером таких повторов являются ERIC, 
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REP, BOX повторы, обнаруженные в геноме многих бактерий и относящиеся к разным клас-
сам прокариотических диспергированных повторяющихся элементов [10]. Применение дру-
гого типа бактериальных повторов, в частности коротких повторов, связано с изучением их 
участия в адаптационных процессах. Мониторинг изменения протяженности коротких нук-
леотидных повторов позволяет исследовать молекулярные механизмы, лежащие в основе па-
тогенности микроорганизмов [21]. Кроме того, показана также возможность использования 
коротких повторов для идентификации и типирования клинических изолятов патогенных 
микроорганизмов [3, 6, 17].   

В нашей работе мы провели анализ внутривидовой изменчивости бифидобактерий. Ре-
зультаты исследований показали, что короткие нуклеотидные повторы являются высокопо-
лиморфными маркерами, что делает их удобным инструментом для изучения геномной гете-
рогенности бифидобактерий. С использованием этого типа ДНК-маркеров выявлен высокий 
уровень внутривидовой изменчивости у всех проанализированных нами видов бифидобак-
терий, а на дендрограммах генетических взаимоотношений, построенных на основании ре-
зультатов ПЦР-анализа, исследуемые штаммы сформировали группы согласно их видовой 
принадлежности. Таким образом, полученные нами результаты свидетельствуют о возмож-
ности применения коротких нуклеотидных повторов для дифференциации и молекулярного 
типирования бифидобактерий. 
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Резюме
У роботі подані результати аналізу внутрішньовидової гетерогенності 4 видів біфідобактерій: 

B. longum, B. animalis subsp. lactis, B. bifi dum і B. dentium, що колонізують товстий кишечник людей різ-
них вікових груп. Методом ПЛР з праймерами до коротких нуклеотидних повторів у всіх досліджених 
видів виявлено високий рівень внутрішньовидової мінливості. На основі результатів ПЛР-аналізу з ви-
користанням незваженого парно-групового методу середніх (UPGMA) побудована дендрограма генетич-
них взаємовідносин досліджених біфідобактерій. Штами сформували групи відповідно до їх видової 
приналежності.
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S u m m a r y
The results of intraspecies heterogeneity analysis of 4 bifi dobacterial species, B.longum, B.animalis subsp. 

lactics, B.bifi dum and B.dentium colonizing intestines of people of different age groups are presented in the 
paper. A high level of intraspecies variability has been revealed for all species using PCR with primers to short 
nucleotide repeats. The dendrogram of genetic relationships between bifi dobacteria has been constructed on the 
basis of results of PCR-analysis with the unweighted pair group method of arithmetic mean (UPGMA). Strains 
analyzed have formed groups according to their species designation.
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