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Резюме
Цель. Изучение in vitro влияния веществ с 

антиоксидантными и мембранопротекторными 
свойствами, а также лизоцима на биологиче-
ские свойства бифидофлоры от ВИЧ-положи-
тельных пациентов.

Материалы и методы. Исследовали гидро-
фобность, аутоаггрегацию, специфическую 
адгезию у 15 штаммов бифидобактерий от 
ВИЧ-инфицированных детей после воздействия 
этилметилгидроксипиридина сукцината и 
лизоцима. Гидрофобность изучали по Rosen-
berg et al. (1980) с модификациями L-Q Wang 
et al. (2010); аутоаггрегацию – по Del Re et al. 
(2000); специфическую адгезию – по Брилису 
(1986). Содержание жирных кислот в клеточных 
стенках определяли с помощью газожидкостной 
хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием. Достоверность различий 
определяли с помощью непараметрических кри-
териев оценки достоверности. Различия считали 
значимыми при p<0,05. 

Результаты. При добавлении этилметил-
гидроксипиридина сукцината в питательную 
среду к культурам, имеющим низкую 
антиоксидантную активность, происходит 

увеличение в 10 раз количественного уровня 
бифидобактерий по сравнению с контролем. 
Также этилметилгидроксипиридина сук-
цинат увеличивает в 2 раза гидрофобность 
клеточной поверхности за счет стимуляции 
синтеза ненасыщенных жирных кислот. 
Увеличивается в 4 раза способность штаммов 
к аутоаггрегации, но снижается специфическая 
адгезия. Нивелировать данный эффект 
позволяет совместное использование этилме-
тилгидроксипиридина сукцината и лизоцима. 
Использование лизоцима позволяет повысить 
специфическую адгезию штаммов не более чем 
на 9,1%. 

Заключение. Использование этилметилги-
дроксипиридина сукцината позволяет модули-
ровать поверхностные свойства бифидобакте-
рий, что влияет на показатели неспецифической 
адгезии и на скорость размножения популяции. 
Таким образом, научно обосновано включение 
в схемы коррекции кишечной микрофлоры у 
ВИЧ-инфицированных пациентов антиоксидан-
тов, мембранопротекторов и лизоцима. 

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, бифидо-
бактерии, антиоксиданты, лизоцим, гидрофоб-
ность, аутоаггрегация. 

Abstract
Aim. To investigate the influence of ethylmeth-

ylhydroxypyridine succinate and lysozyme on in 

vitro biological properties of bifidoflora isolated 
from HIV-positive patients.

Materials and Methods. We investigated hy-
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drophobicity, autoaggregation, and specific adhe-
sion of 15 bifidobacteria strains from HIV-infected 
children after exposure to ethylmethylhydroxypyr-
idine succinate, lysozyme, or both combined. Hy-
drophobicity was studied according to the Rosen-
berg method (1980) modified by Wang (2010); 
autoaggregation was documented as by Del Re 
(2000); specific adhesion was measured in accor-
dance with Brilis (1986). The content of fatty acids 
in cell walls was determined using gas chromatog-
raphy-mass spectrometry. 

Results. Addition of ethylmethylhydroxypyridine 
succinate to the cultures with low antioxidant activ-
ity led to the 10-fold increase in the number of Bi-
fidobacteria, 4-fold increase in autoaggregation, and 

2-fold increase in hydrophobicity by stimulating the 
synthesis of unsaturated fatty acids, as compared to 
the control culture. Combination of ethylmethylhy-
droxypyridine succinate with lysozyme elevated spe-
cific adhesion of Bifidobacteria up to 9.1%.

Conclusions. The use of ethylmethylhydroxy-
pyridine succinate allows to control surface prop-
erties of Bifidobacteria affecting their growth and 
non-specific adhesion. This may indicate useful-
ness of ethylmethylhydroxypyridine succinate and 
lysozyme for the correction of gut microbiota in 
HIV-infected patients.

Keywords: HIV-infection, Bifidobacteria, anti-
oxidants, lysozyme, hydrophobicity, autoaggrega-
tion.

Введение 
Нарушения кишечного микробиоценоза при 

ВИЧ-инфекции регистрируют на всех стадиях 
заболевания [1, 2]. Изменениям архитектоники 
кишечной микрофлоры способствуют репли-
кация вируса в эпителиоцитах, а также иммун-
ные расстройства [3]. Как было показано ранее, 
распространенность и характер микроэколо-
гических нарушений кишечника у ВИЧ-инфи-
цированных детей не отличаются от аналогич-
ных показателей у детей без ВИЧ-статуса [4]. 
Наблюдается снижение количества бифидобак-
терий, лактобацилл, происходит увеличение 
содержания условно-патогенных микросим-
бионтов, которые нередко являются причиной 
оппортунистических инфекций у ВИЧ-инфи-
цированных пациентов.

При этом установлено, что изменяются био-
логические свойства бифидофлоры, которая 
играет ключевое значение в поддержании ми-
кроэкологического равновесия в сложном ми-
кробном сообществе кишечника. У популяции 
бифидобактерий от ВИЧ-инфицированных де-
тей снижается антиоксидантная активность, ги-
дрофобность клеточной поверхности, страдает 
специфическая адгезия [5]. Изменения жирно-
кислотного состава клеточных стенок, которые 
формируются под воздействием липаз услов-
но-патогенной микрофлоры, сказываются на 
скорости размножения и ростовых свойствах 
бифидофлоры. В связи с этим у ВИЧ-инфици-
рованных детей наблюдается снижение коли-
чественного уровня бифидобактерий и устра-
няется доминирующий и регулирующий ком-
понент их воздействия на весь кишечный ми-
кробиоценоз. Таким образом, восстановление 

только количественного уровня бифидобакте-
рий при коррекции кишечного микробиоцено-
за у ВИЧ-инфицированных пациентов будет 
недостаточным для стабилизации кишечного 
микробиоценоза. Необходимо корректировать 
и биологические свойства бактерий. Перво- 
очередными точками приложения внешнего 
модулирующего воздействия на бифидобак-
терии при ВИЧ-инфекции являются антиок-
сидантная система и поверхностные свойства 
бактериальной клетки. 

Цель исследования
Изучение in vitro влияния веществ с антиок-

сидантными и мембранопротекторными свой-
ствами, а также лизоцима на биологические 
свойства бифидофлоры от ВИЧ-положитель-
ных пациентов.

Материалы и методы
Оценивали влияние этилметилгидроксипи-

ридина сукцината и лизоцима на биологиче-
ские свойства 15 штаммов бифидобактерий (по 
5 штаммов B.breve, B.bifidum, B.longum), выде-
ленных от ВИЧ-инфицированных детей. Изоля-
цию бифидобактерий проводили стандартным 
бактериологическим методом с использовани-
ем анаэробной технологии и селективных пита-
тельных сред. Верификация на родовом уровне 
включала определение наличия специфическо-
го фермента бифидобактерий фруктозо-6-фос-
фат фосфокетолазы (Ф-6-ФФК). Для этого ми-
кроорганизмы, выращенные на MRS Broth (Hi-
Media, Индия) промывали дважды 50 мМ фос-
фатным буфером (рН 6,5). Клетки разрушали 
ультразвуком на холоду и добавляли по 0,25 
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Виды 
Species 

Гидрофобность (%) 
Hydrophobicity (%) 

Аутоаггрегация (%) 
Аutoaggregation (%) 

Общая масса жирных 
кислот 

(мкг на 0,01 г сухого 
остатка) 

Total weight of fatty 
acids (µg per 0.01 g of dry 

residue) 

Масса ненасыщенных 
жирных кислот (мкг на 
0,01 г сухого остатка) 
Weight of unsaturated 

fatty acids (µg per 0.01 g 
of dry residue) 

Индекс адгезии 
микроорганизмов 

(ед.) 
Adhesion index of 
microorganisms 

(units) 

Опыт 
Experiment 

Контроль 
Control 

Опыт 
Experiment 

Контроль 
Control 

Опыт 
Experiment 

Контроль 
Control 

Опыт 
Experiment 

Контроль 
Control 

Опыт 
Experiment 

Контроль 
Control 

B.breve 
n = 5 

18,3* 
(18; 18,5) 

7,5 
(6,8; 7,8) 

41,2** 
(38,2; 44,2) 

11,3 
(8,7; 13,1) 

26,1 
(22,7; 28,7) 

14,5 
(10,5; 16,7) 

8,7* 
(8,1; 9,3) 

3,9 
(3,4; 4,2) 

2,5 
(2,2; 2,7) 

3,6 
(3,1; 4,0) 

B.longum 
n = 5 

68,2 
(64,5; 71,3) 

55,5 
(52,4; 57,1) 

60,1 
(57,7; 63,6) 

62,4 
(58,2; 
65,1) 

33,6 
(30,4; 36,7) 

30,4 
(26,1; 34,3) 

11,2 
(8,2; 12,8) 

10,9 
(8,4; 12,1) 

2,01* 
(1,9; 2,3) 

4,2 
(3,8; 4,4) 

B.bifidum 
n = 5 

58,4 
(53,6; 59,3) 

32,6 
(28,1; 
35,3) 

53,5 
(48,6; 57,1) 

49,5 
(44,3; 
50,2) 

32,8* 
(28,1; 34,5) 

19,5 
(16,5; 20,9) 

10,7* 
(9,5; 11,2) 

4,9 
(4,1; 5,2) 

1,02* 
(0,87; 1,2) 

2,2 
(1,8; 2,6) 

Таблица 1.  
Влияние этилметил-
гидроксипиридина 
сукцината на биоло-
гические свойства и 
содержание жирных 
кислот у бифидобак-
терий. Me (LQ; UQ)

Table 1.    
Effect of ethylmethyl-
hydroxypyridine suc-
cinate on biological 
properties and the 
content of fatty acids 
in bifidobacteria

 Примечание: * - различия биологических свойств между 
опытом и контролем при достигнутом уровне значимо-
сти p<0,05; ** - различия биологических свойств между 
опытом и контролем при достигнутом уровне значимо-
сти p<0,001;

*p < 0.05, **p < 0.001

мл раствора фторида натрия, Na йодацетата и 
фруктозо-6-фосфата (НС соли: 70% чистоты). 
Реакцию останавливали добавлением 1,5 мл  
гидроксиламина солянокислого, 1 мл смеси 
трихлоруксусной кислоты и 4 М HCl. Далее до-
бавляли 1 мл цвет-индикаторного агента (рас-
твор FeCl3

.6H2O 5% (м/о)). Пробирка без фрук-
тозо-6-фосфата служила в качестве контроля 
для упрощения визуального сравнения. При об-
разовании из фруктозо-6-фосфата ацетил-фос-
фата формировался гидроксамат хелат железа 
с красновато-фиолетовой окраской, что являет-
ся показателем наличия Ф-6-ФФК. Идентифи-
кацию бифидобактерий до вида проводили по 
биохимическим свойствам с помощью коммер-
ческой тест-системы АНАЭРО-test 23 (Lachema 
diagnostica s.r.o., Чехия). 

Специфическую адгезию штаммов изуча-
ли по В.И. Брилису (1986) на модели эритро-
цитов I (0) группы. Вычисляли индекс адгезии 
микроорганизмов (ИАМ), при этом адгезию 
считали низкой при ИАМ=1,76-2,5 ед; средней  
– при ИАМ=2,51-4,0 ед; высокой –  при ИАМ 
≥4,0 ед. Гидрофобность определяли по Rosen-
berg et al. (1980) c модификациями L-Q Wang 
et al. (2010) как процент гидрофобности (Н%). 
Штаммы считали высокогидрофобными при Н 
= 60% и > среднегидрофобными – при Н = 40-
59%, низкогидрофобными – при Н≤ 39%. Из-
учение аутоаггрегации (А%) бифидобактерий 
проводили по Del Re et al. (2000). Культуры от-
носили к низкоаггрегативным при А (%) < 10, к 
среднеаггрегативным – при А (%) 10-40, к вы-
сокоаггрегативным – при А (%) > 40. Определе-

ние антиоксидантных свойств бифидобактерий 
проводили согласно [6]. Антиоксидантную ак-
тивность выражали в единицах антиоксидант-
ной активности - Eаоа.. Жирнокислотный состав 
бактериальных фосфолипидов определяли с 
помощью газожидкостной хроматографии с 
масс-спектрометрическим детектированием 
(ГХ-МС) как было описано ранее [7].

 В качестве инструментов для коррекции по-
верхностных и антиоксидантных свойств би-
фидобактерий использовали 2% раствор этил-
метилгидроксипиридина сукцината – торго-
вое название «Мексидол». Фармакологическая 
группа: антиоксидант. Производитель: «Фар-
масофт» НПК ООО, Россия. Также использо-
вали лизоцим, который является действующим 
веществом препарата «Лизобакт». Фармаколо-
гическая группа: антисептик комбинированно-
го состава. Производитель: «Босналек» АО, Бо-
сния и Герцеговина. 

Данные представлены в виде абсолютных 
величин. В связи с тем, что распределение дан-
ных было не по нормальному закону, для ста-
тистической обработки применяли непараме-
трические критерии оценки статистической 
значимости. Распределения количественных 
признаков для парных данных описывали с по-
мощью медианы (Me) и интерквартильной ши-
роты. Данные представлены в виде Me (LQ; 
UQ). Сравнение проводили с помощью крите-
рия знаков Уилкоксона. Критический уровень 
значимости при проверке статистических ги-
потез в данном исследовании принимался рав-
ным 0,05.
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Результаты 
В процессе жизнедеятельности в биологиче-

ских системах разного уровня сложности могут 
образовываться свободные радикалы, которые 
обладают высокой реакционной способностью. 
Активные кислородные метаболиты использу-
ются представителями нормальной микрофло-
ры как средства конкурентной борьбы в микро-
биоценозах, кроме того, их синтезируют клетки 
иммунной системы. Независимо от происхож-
дения свободные радикалы повреждают бел-
ки, нуклеиновые кислоты и липиды, входящие 
в состав клеток микроорганизмов и организма 
человека. Исследования последних лет свиде-
тельствуют о том, что дисбактериоз кишечни-
ка, независимо от его природы, сопровождает-
ся увеличением содержания в кишечнике ток-
сических форм кислорода [8], в том числе и у 
ВИЧ-инфицированных пациентов. Бифидобак-
терии по типу дыхания являются анаэробными 
бактериями, некоторые виды и штаммы  аэро-
толерантны. У них функционируют фермент-
ные антиоксидантные системы – НАДН-окси-
даза, НАДН-пероксидаза, а некоторые виды би-
фидофлоры продуцируют каталазу. Кроме того, 
антиоксидантные свойства данных бактерий 
связывают с жирнокислотным составом кле-
точной стенки. Однако не всегда антиоксидант-
ные системы бифидобактерий «выдержива-
ют» высокую концентрацию токсических форм 
кислорода, поэтому снижается популяционный 
уровень данных микросимбионтов. 

Установлено, что внесение этилметилги-
дроксипиридина сукцината в питательную сре-
ду не влияет на количественный уровень B.bif-
idum и B.longum, так как содержание бифидо-
бактерий до и после внесения антиоксиданта 
не изменилось и составило 5 и 6 lg КОЕ/мл со-
ответственно. При этом количественный уро-
вень B.breve увеличивается в 10 раз по сравне-
нию с контролем, т.е. с 5 lg до 6 lg КОЕ/мл. Де-
ло в том, что у штаммов B.breve антиоксидант-
ная активность составила 0,3 (0,1; 0,5) Eаоа. У 
B.bifidum и B.longum данные показатели были 
в 2-3 раза выше и составили 0,7 (0,2; 1,0) Eаоа 
и 1,1 (0,6; 1,4) Eаоа соответственно. Введение в 
питательную среду этилметилгидроксипириди-
на сукцината значительно снижает воздействие 
токсических форм кислорода на бифидобакте-
рии со слабыми антиоксидантными свойствами 
и создает оптимальные условия для размноже-
ния их популяции. 

Добавление в питательную среду этилметил-
гидроксипиридина сукцината изменяет также 
поверхностные свойства бактериальных кле-
ток, так как препарат обладает мембранопро-
текторным действием. Так, установлено, что 
под влиянием препарата у B.bifidum в 1,8 раза, 
а у B.breve более чем 2 раза увеличивается ги-
дрофобность клеточной поверхности (таблица 
1). При этом у изначально высокогидрофобных 
штаммов B.longum показатели текучести мем-
браны практически не изменяются.

Увеличение гидрофобности бактериальной 
поверхности у B.breve сопровождается ростом 
в 4 раза аутоаггрегации штаммов. Опять же 
введение препарата не изменяет аутоаггрега-
ции у B.longum и B.bifidum, которые характери-
зовались изначально высокими показателями 
признака, т.е. можно говорить об избиратель-
ности действия этилметилгидроксипиридина 
сукцината, которая определяется начальными 
свойствами штаммов. В основе изменения по-
верхностных свойств бифидобактерий лежит 
увеличение массы жирных кислот в клеточ-
ной стенке за счет роста массы ненасыщенных 
жирных кислот (таблица 1). Если учесть, что 
ненасыщенные жирные кислоты проявляют ан-
тиоксидантные свойства, то применение этил-
метилгидроксипиридина сукцината приведет к 
модуляции не только кристаллического состо-
яния бактериальной мембраны, но и антиокси-
дантных возможностей бактерий. 

Однако установлено, что этилметилгидрок-
сипиридина сукцинат статистически значи-
мо снижает специфическую адгезию испыту-
емых штаммов (таблица 1). Показатели ИАМ 
у B.breve позволили изначально охарактеризо-
вать их как среднеадгезивные культуры, B.long-
um были высокоадгезивными, а B.bifidum – низ-
коадгезивными. После добавления в питатель-
ную среду этилметилгидроксипиридина сук-
цината происходит снижение способности к 
специфической адгезии у всех штаммов. При 
этом изменяется категория микроорганизмов 
по ИАМ, и бактерии становятся низко- или не-
адгезивными. Так как этилметилгидроксипири-
дина сукцинат снижает способность бифидо-
бактерий к специфической адгезии, это предо-
пределяет поиск средств, нивелирующих этот 
эффект. 

Согласно литературным данным, лизоцим 
повышает адгезивные свойства бифидобакте-
рий и обладает антибактериальной активно-
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стью в отношении условно патогенной микро-
флоры. В связи с этим были проведены опы-
ты по оценке влияния лизоцима на адгезивные 
свойства бифидобактерий. Установлено, что 
при использовании лизоцима специфическая 
адгезия штаммов увеличивалась не более, чем 
на 8,3% - 9,1%, но разница была статистически 
не значима (p>0,05) (таблица 2). При совмест-
ном использовании этилметилгидроксипири-
дина сукцината и лизоцима специфическая ад-
гезия бифидобактерий снижалась, но это изме-
нение признака не достигало статистической 
значимости (p>0,05), т.е. адгезивная активность 
бифидофлоры сохранялась практически на ис-
ходном уровне.

Обсуждение
Коррекция биологических свойств кишеч-

ных микросимбионтов является одним из но-
вых направлений в системе коррекции ми-
кроэкологических нарушений [9]. Нормали-
зация состояния кишечного микробиоценоза 
у ВИЧ-инфицированных пациентов является 
жизненно необходимым мероприятием, так как 
кишечные микросимбионты нередко становят-
ся возбудителями оппортунистических бакте-
риальных инфекций кожи и органов дыхания 
[10, 11]. Достижения последних лет по иссле-
дованию механизмов функционирования ки-
шечного микробиоценоза показывают доми-
нирующую и регулирующую роль бифидобак-
терий [12, 13], которые широко используются 
для управления ассоциативной микрофлорой 
кишечника. Ранее показано, что у ВИЧ-инфи-
цированных детей отмечается не только сниже-
ние популяционного уровня бифидофлоры, но 
и изменение поверхностных и антиоксидант-
ных свойств клеток при их взаимодействии с 
условно-патогенными микроорганизмами [5, 
7]. В связи с этим определены группы веществ 
для коррекции биологических свойств бифи-
добактерий – это антиоксиданты и мембрано-
протекторы. Эти свойства одновременно соче-
тает в себе этилметилгидроксипиридин сукци-
нат. При добавлении данного антиоксиданта в 

Виды 
Species 

Контроль 
Control 

Лизоцим 
Lysozyme 

ЭМГПС+ 
лизоцим 

EMHPS+ lysozyme 

P1-2 P1-3 

B.breve 
n = 5 

3,6 
(3,2; 3,9) 

3,9 
(3,4; 4,1) 

3,0 
(2,7; 3,2) 

0,72 0,68 

B.longum 
n = 5 

4,2 
(4,0; 4,5) 

4,1 
(3,7; 4,3) 

3,9 
(3,6; 4,2) 

0,91 0,87 

B.bifidum 
n = 5 

2,2 
(1,9; 2,4) 

2,4 
(1,9; 2,7) 

1,97 
(1,7; 2,01) 

0,85 0,78 

Таблица 2.  
Влияние этилметил-
гидроксипиридина 
сукцината (ЭМГПС) и 
лизоцима на индекс 
адгезии бифидобак-
терий. Me (LQ; UQ)

Table 2.    
Effect of ethylmeth-
ylhydroxypyridine 
succinate (EMHPS) 
and lysozyme on the 
adhesion index of bi-
fidobacteria, medi-
an with interquartile 
range

питательную среду с культурами бифидобакте-
рий, имеющими низкую активность противо-
кислородной защиты происходит инактивация 
токсических форм кислорода, что обеспечива-
ет оптимальные условия для роста и размно-
жения бифидобактерий и они достигают более 
высокого количественного уровня, чем в среде 
без антиоксиданта. Кроме того, этилметилги-
дроксипиридина сукцинат модулирует поверх-
ностные свойства бифидобактерий, что обу-
словлено наличием у него защитного действия 
на липиды клеточных мембран и возможности 
влиять на вязкость мембранных структур. У ис-
пытуемых штаммов бифидобактерий в клеточ-
ной стенке увеличивается общее содержание 
и масса ненасыщенных жирных кислот. Оче-
видно, что препарат стимулирует анаэробный 
путь синтеза ненасыщенных жирных кислот 
у бифидобактерий, что связано с активизаци-
ей специфических мембранных ферментов при 
пониженном парциальном давлении кислорода 
[7, 14]. В итоге увеличивается в 2 раза гидро-
фобность клеточной поверхности бифидофло-
ры, которая является показателем неспецифи-
ческой адгезии бактерий. Кроме того, в 4 раза 
увеличивается аутоаггрегация и создаются бла-
гоприятные предпосылки для восстановления 
бактериальной биопленки на слизистой кишеч-
ника при ВИЧ-инфекции. 

При всех благоприятных эффектах этилме-
тилгидроксипиридина сукцинат все-таки ока-
зывает побочное действие на бифидобактерии, 
он снижает специфическую адгезию штаммов. 
Это обусловлено его неконкурентным связыва-
нием с поверхностными белковыми структура-
ми бактериальной клетки. 

По данным литературы, лизоцим оказыва-
ет бифидогенный эффект, который реализуется 
за счет стимуляции адгезии у бифидобактерий 
[15]. Добавление в питательную среду лизоци-
ма действительно увеличивает специфическую 
адгезию штаммов, но не более чем на 10%. При 
этом механизм активации адгезивных факто-
ров под влиянием лизоцима до сих пор не ясен. 
Установлено, что добавление лизоцима к этил-
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метилгидроксипиридину сукцинату позволяет 
нивелировать эффект снижения лиганд-рецеп-
торной адгезии бифидобактерий и сохранить ее 
на исходном уровне.

Заключение 
Модуляция поверхностных свойств бифи-

добактерий при ВИЧ-инфекции позволяет вос-
становить популяционный уровень бифидобак-
терий и оптимизировать межбактериальные 
взаимодействия посредством изменения гидро-
фобности. В качестве инструментов для кор-
рекции целесообразно использовать средства, 
обладающие антиоксидантными и мембрано-
стабилизирующими свойствами. Так, исполь-

зование этилметилгидроксипиридина сукцина-
та у штаммов с низкими значениями гидрофоб-
ности и аутоаггрегации способствует сниже-
нию вязкости мембраны за счет стимуляции у 
бактерий синтеза ненасыщенных жирных кис-
лот. Антиоксидантные свойства этилметилги-
дроксипиридина сукцината также обеспечива-
ют снижение токсического действия активных 
форм кислорода на клеточные стенки бифидо-
бактерий. Оптимизация жидкокристаллическо-
го состояния клеточной стенки у бифидобакте-
рий и содержания активных радикалов в окру-
жающей среде сопровождается увеличением 
размножения последних и повышением их ко-
личественного уровня.
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