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РЕАКЦИЯ ШТАММА Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697
НА ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС
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Бифидобактерии являются преобладающей популяцией в микробиоте кишечника человека. Не-
смотря на растущее число данных о полезных свойствах бифидобактерий для здоровья человека,
знаний об их антиоксидантном потенциале по-прежнему недостаточно. Роль антиоксидантного
потенциала бифидобактерий в поддержании гомеостаза микробиоты кишечника организма хозяи-
на в целом – важнейшая задача, требующая решений. Впервые представлены результаты геномно-
го, транскриптомного и протеомного анализов штамма Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC
15697 после действия окислительного стресса. Растущую культуру штамма подвергали воздействию
перекиси водорода в течение двух часов и кислорода в течение двух и четырех часов. Предваритель-
ный анализ генома штамма показал наличие 17 генов, кодирующих белки с известной антиокси-
дантной функцией, как и в других геномах B. longum subsp. infantis, доступных в международной базе
данных NCBI. Полнотранскриптомный анализ выявил увеличение уровней транскриптов более
чем в 2 раза для шести генов с известной антиоксидантной функцией. Данные количественного
протеомного анализа показали повышение уровней белков более чем в 2 раза для пяти ферментов с
известной антиоксидантной функцией. Более 28 других белков с повышенными уровнями более
чем в 2 раза были идентифицированы в клетках растущей культуры штамма в ответ на продолжи-
тельное действие кислорода. Эти белки могут быть вовлечены в процессы ответа клетки на стресс,
метаболизм аминокислот, нуклеотидов и в транспортные процессы. В клетках после действия
стресса выявлен высокий уровень у шести белков с неизвестными функциями, которые могут иг-
рать значимую роль в антиоксидантной защите анаэробных бифидобактерий. Полученные данные
предполагается применить при отборе штаммов B. longum subsp. infantis и создании на их основе
фармабиотиков, способных корректировать состав микробиоты.
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Род Bifidobacterium является одной из преобла-
дающих бактериальных популяций в микробиоте
кишечника человека. Их положительная функ-
циональная роль для здоровья человека хорошо
охарактеризована [1]. Количество бифидобакте-
рий у младенцев, родившихся вагинальным пу-
тем и находящихся на грудном вскармливании,
составляет 90% от общей микробиоты кишечни-
ка. Далее количество бифидобактерий в толстой
кишке взрослых снижается до 5% и еще больше
снижается у пожилых людей [2]. Одним из важ-
ных свойств бифидобактерий является устойчи-
вость к действию оксидантов и активных форм
кислорода (АФК) и способность к повышению
антиоксидантного (АО) и противовоспалитель-
ного статуса организма хозяина [3–5].

Бифидобактерии – грамположительные мик-
роорганизмы из класса Actinobacteria с высоким
содержанием G+C. Как и большинство бактерий
толстой кишки, бифидобактерии – строгие анаэ-
робы, поэтому кислород может быть важным
фактором стресса, с которым им надо справляться.
Известно, что воздействие кислорода вызывает
накопление АФК, главным образом Н2О2, кото-
рые могут вызывать вредные эффекты, включая
неправильное свертывание и агрегацию белков,
повреждение ДНК и перекисное окисление ли-
пидов, что приводит к гибели клеток. Многочис-
ленные in vivo и in vitro исследования продемон-
стрировали, что бифидобактерии и их клеточные
компоненты обладают АО способностью, кото-
рая обеспечивает определенную степень защиты
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от окислительного повреждения как их собствен-
ных клеток, так и клеток их хозяев [5]. Бифидо-
бактерии могут проявлять АО активность посред-
ством различных механизмов: хелатирования
токсичных ионов (  и ); синтеза АО-фер-
ментов, пептидов и тиолов; соединений со свой-
ствами АО [5]. Однако АО активность специфич-
на для штамма и не является общей даже для вида
[6, 7]. Ранее проведенные исследования выявили
у штаммов Bifidobacterium longum subsp. longum
чувствительность к кислороду (растут в присут-
ствии 5% O2 в жидкой культуре), у Bifidobacterium
longum subsp. infantis и Bifidobacterium adolescentis
гиперчувствительность к кислороду (рост инги-
бируется в условиях 5% O2) [8]. Однако было по-
казано, что штаммы B. longum, B. infantis способ-
ны к росту при периодическом встряхивании на
качалке [9]. Анализ последовательности геномов
B. longum показал отсутствие генов для NADH-пе-
роксидазы или супероксиддисмутазы, хотя имеется
гомолог для NADH-оксидазы [10]; присутствуют
гены, кодирующие ферменты, уменьшающие окис-
лительное повреждение, а именно алкилгидропе-
роксидредуктазу (ahpC) [11], тиоредоксинредук-
тазу [12] и другие [5].

В последние годы наблюдается растущий ин-
терес к бифидобактериям в качестве препаратов
для лечения и профилактики различных заболе-
ваний, сопровождаемых развитием окислитель-
ного стресса. Это определяет увеличение спроса к
использованию бифидобактерий в качестве фар-
мабиотиков, биологически активных добавок и в
составе функциональных продуктов питания.

Успешное применение бифидобактерий зави-
сит не только от научных исследований их
свойств, которые демонстрируют эффективность
в обеспечении пользы для здоровья человека, но
и от разработки технологий, обеспечивающих
выживание в больших количествах во время про-
изводственного культивирования и поддержание
во время длительного хранения [13]. Поврежде-
ние клеток АФК является одной из основных
причин потери жизнеспособности анаэробных
пробиотиков, таких как бифидобактерии, и по-
этому оказывает большое влияние на их коммер-
ческое применение.

Несмотря на растущее число исследований
полезной функциональности бифидобактерий
для здоровья человека [14], знаний об их АО по-
тенциале все еще недостаточно. В связи с этим в
ближайшем будущем следует уделять все больше
внимания изучению ответа бифидобактерий на
окислительный стресс (ОС). В настоящей работе
впервые представлены результаты геномного, тран-
скриптомного и протеомного анализов штамма
B. longum subsp. infantis ATCC 15697. Штамм выде-
лен из кишечника ребенка, его геном секвенирован
и хорошо описан [15]. Бактерии B. longum subsp. in-

2Fe+
2Cu+

fantis являются подвидом вида Bifidobacterium long-
um – наиболее распространенного и стабильного на
протяжении жизни человека. Для понимания меха-
низма АО защиты клеток B. longum subsp. infantis на
ОС мы изучали растущую культуру штамма при
действии перекиси водорода в течение двух часов и
кислорода в течение двух и четырех часов. Бактерии
B. longum subsp. infantis являются доминирующими в
бифидофлоре кишечника детей раннего возраста,
находящихся на грудном вскармливании [16], по-
этому углубление знаний об АО защите как самих
клеток бифидобактерий, так и их хозяина имеет
большое значение для будущей разработки страте-
гий для выживания в составе микробиоты младен-
ца. Полученные данные предполагается приме-
нить при отборе штаммов B. longum subsp. infantis
и создании на их основе фармабиотиков, способ-
ных корректировать состав микробиоты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Бактериальные штаммы, среды,

условия культивирования

Культуру штамма B. longum subsp. infantis ATCC
15697 из коллекции лабораторных культур выращи-
вали при 37°C в бульоне Mann Rogosa Sharp (MRS)
с добавлением 0.05% L-цистеина HCl в анаэроб-
ных условиях в анаэростате HiAnaerobic System-
MarkIII, HiMedia (Индия).

Воздействие на культуру B. infantis 
окислительного стресса

Культуру выращивали в жидкой среде MRS с
цистеином до середины экспоненциальной фазы
роста (OD600 0.5–0.6) в анаэробных условиях при
37°C. Контрольную часть культуры отбирали до
окислительного стресса и через 2 ч инкубации в
анаэробных условиях. Для эксперимента культуру
после центрифугирования (при 28°С и 7500 об./мин)
и замены среды с цистеином на среду без него
разделяли на три части: две части культивировали
на качалке при 250 об./мин и 37°C в течение двух
и четырех часов, в одну часть добавляли Н2О2 до
1 мм и инкубировали при 37°C в аэробных усло-
виях в течение двух часов.

Выделение мРНК и дальнейшее секвенирование

Клетки из культуральной жидкости (108 кое/мл)
собирали центрифугированием (1 мин 12000 об./мин)
и осадок ресуспендировали в 100 мкл ТЕ-буфера
(30 мМ Tris HCl, 1 мM этилендиаминтетрауксус-
ная кислота (ЭДТА), рН 8.0) с добавлением лизо-
цима (20 мг/мл) и инкубировали в течение 10 мин
при 37°С. К суспензии добавляли 350 мкл буфера
для лизиса (4.5 мМ гуанидин/НСl, 50 мМ Tris
HCl, 30% Тритон Х-100, рН 6.6). Клетки разруша-
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ли механическим путем с шариками кремнезема
(диаметром 150–212 мм) на приборе Speed Mill
plus (Analytik jena, Германия). РНК выделяли с
помощью набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, США)
в соответствии с рекомендациями производите-
ля. Образцы с РНК обрабатывали DNaseI для раз-
рушения остатков ДНК. Чистота образцов РНК
тестировалась на приборе Nano DropTM. С помо-
щью биоанализатора Agilent 2100 (AgilentRNA
6000 NanoKit) в образцах было определено общее
количество РНК, RIN, 23S/16S. Образцы РНК
были обработаны набором Ribo-off rRNA Deple-
tion Kit (Bacteria) для удаления рРНК (16S и 23S),
сохраняя мРНК. Далее библиотеки для секвени-
рования были подготовлены набором MGIEasy
RNA Directional Library Prep Set по протоколу
производителя. Полученная одноцепочечная
кольцевая ДНК (ssCirDNA) была синтезирована
как окончательная библиотека. Библиотека была
амплифицирована с помощью полимеразы phi29
для получения ДНК-шариков. Они были загру-
жены в наночип для парноконцевого секвениро-
вания длиной 100 пн на платформе DNBseq(BGI).
Секвенированные образцы транскриптома были
проанализированы на наличие ошибок прочте-
ния с использованием FastQC v 0.11.5 [17]. Каче-
ство секвенирования улучшалось с помощью
Trimmomatic v0.39 [18].

Каталог ортологов генов, кодирующих продукты
с антиоксидантной активностью

Составляли список антиоксидантов, продуци-
руемых бактериями рода Bifidobacterium. Затем
выполняли поиск референсных аминокислотных
последовательностей к генам, ответственных за
метаболизм выбранных антиоксидантов. Выбира-
лись только последовательности, эксперименталь-
но подтвержденные в исследовательских работах.
Затем эти референсные последовательности были
использованы для поиска ортологов у бактерий
вида B. longum с использованием BLAST [19] и ба-
зы данных NCBI Protein2022.

Анализ геномов B. longum subsp. infantis

Для анализа распространения генов из каталога
ортологов среди бактерий B. longum subsp. infantis
из базы данных NCBI Assembly были загружены
опубликованные геномные сборки. Использова-
лись только геномы со статусом сборки “полный”.
Для идентификации гомологов генов из рефе-
ренсного каталога использовали программу blastx.
Пороги для фильтрации выравниваний: мини-
мальная идентичность 60%, минимальная отно-
сительная длина выравнивания 80%.

Анализ экспрессии генов антиоксидантов
Анализ уровней экспрессии генов, ответствен-

ных за антиоксидантные свойства, в секвенирован-
ных образцах штамма проводили с использованием
собранного каталога ортологов. Чтения транскрип-
тома были картированы на аминокислотные после-
довательности с помощью DIAMOND v2.0.13 [20].
Выравнивания были отфильтрованы с помощью
пользовательских скриптов, написанных на языке
программирования Perl, по следующим пороговым
значениям: идентичность ≥60% и относительная
длина выравнивания ≥90%. Множественные вы-
равнивания были отфильтрованы. После этого
количество чтений, выровненных с каждым ге-
ном, было подсчитано и нормализовано.

Анализ полного транскриптома
Эталонные геномы и их аннотации из базы

данных RefSeq были загружены по соответствую-
щим идентификаторам для B. longum subsp. infantis
ATCC 15697 GCF_001010995.1. Далее использовали
hisat2 v2.2.1 [21] для картирования проверенных на
качество транскриптомных чтений секвенирован-
ных образцов. Картирования были отфильтрованы
с помощью программного пакета SAMtools v1.10
[22]. Количество чтений на транскрипт оценива-
лось с помощью HTSeq-count v2.0.2 [23].

Пробоподготовка образцов для хромато-масс-
спектрометрического анализа

Клетки штамма B. longum subsp. infantis ATCC
15697 выращивали в среде MRS до экспоненци-
альной фазы роста (OD600 0.5–0.6). Клетки отде-
ляли от культуральной жидкости центрифугиро-
ванием при 7000 об./мин в течение 30 мин, при
4°С. Осадок клеток трижды промывали раство-
ром PBS, pH 7.4. Далее клетки ресуспендировали
в растворе PBS, pH 7.4, предварительно преинку-
бированном при 95°С в течение 20 мин в соотно-
шении 1 : 10. Затем клетки инкубировали при 95°С
в течение 10 мин. Клетки лизировали с использо-
ванием ультразвукового дезинтегратора VibraCell™
Ultrasonic Processor (Sonics, США) при частоте
20 кГц трижды по 15 с с интервалом между обра-
ботками 10 с при 4°С. Обломки клеточных стенок
отделяли центрифугированием при 17000 об./мин в
течение 20 мин при 4°С. Концентрацию белков
определяли на флуориметре Qubit 2.0 (Invitrogen,
США) согласно рекомендации производителя.

Гидролиз белков трипсином
Аликвоты растворов лизатов клеток, содержа-

щие 20 мкг белка, высушивали досуха на центри-
фужном вакуумном концентраторе SpeedVac (Sa-
vant, Франция) и растворяли в 20 мкл буферного
раствора, содержащего 100 мМ Трис pH 8.5, 1%
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дезаксихолата натрия, 10 мМ TCEP (Tris (2-car-
boxyethyl) phosphine) и 20 мМ 2-CAA (2-хлороацет-
амид), прогрeвали в течение 20 мин при 85°С,
охлаждали до комнатной температуры, добавляли
0.4 мкг трипсина в 10 мкл 100 мМ Трис pH 8.5 и
оставляли инкубироваться при 37°С на ночь. По
окончании инкубации к реакционной смеси до-
бавляли равный объем 2% ТФУ и пептиды обес-
соливали на микроколонке SDB-RPS Stage Tip,
изготовленной из наконечника для автоматиче-
ской пипетки на 200 мкл и трех кусочков мембра-
ны SDB-RPS (3M, США), вырезанных иглой ка-
либром 16 [24]. Раствор пептидов наносили на
микроколонку центрифугированием при 300 g,
промывали смесью растворителей 50 мкл 1% ТФУ:
50 мкл этилацетата (3 раза), 50 мкл 0.2% ТФУ и
элюировали 50 мкл раствора, содержащего 5%
гидроксида аммония и 80% ацетонитрила в воде.
Элюат высушивали досуха и хранили при –80°С.
Перед анализом пептиды растворяли в 40 мкл
раствора, содержащего 0.1% ТФУ и 2% ацетонит-
рила в воде.

Хромато-масс-спектрометрический анализ

Образцы загружали на изготовленную предко-
лонку 50 × 0.1 мм, упакованную сорбентом Inertsil
ODS3 3 μm (GLSciences), в растворе, содержащем
2% ацетонитрила, 98% H2O, 0.1% ТФУ, при ско-
рости потока 10 мкл/мин и разделяли при ком-
натной температуре на колонке из плавленного
кварца 300 × 0.1 мм с эмиттером, изготовленной
на приборе P2000 Laser Puller (Sutter, USA) и упа-
кованной сорбентом Reprosil PURC18AQ 1.9 (Dr.
Maisch). Обращенно-фазную хроматографию
проводили на хроматографе Ultimate 3000 Nano
LC System, соединенном с масс-спектрометром
QExactive Plus Orbitrap mass spectrometer посред-
ством наноэлектроспрейного источника. Для
хроматографического разделения пептидов ис-
пользовали систему растворителей А (99.9% воды,
0.1% муравьиной кислоты) и Б (19.9% воды, 0.1%
муравьиной кислоты, 80% ацетонитрила). Пепти-
ды элюировали с колонки линейным градиентом:
3% Б 3 мин, 3–6% Б 2 мин, 6–30% Б 50 мин, 30–55%
Б 10 мин, 55% Б 2 мин, 55–99% Б 0.1 мин, 99% Б
2 мин, 3–99% Б 0.1 мин при скорости потока
500 нл/мин. Масс-спектрометрический анализ про-
водили в режиме DDA (TopN=10) со следующими
настройками прибора: MS1 сканирование: разре-
шение 70000, диапазон сканирования 200–1600 m/z,
максимальное время инжекции ионов – 35 мс,
уровень AGC – 3 × 106; MS2 сканирование: разре-
шение 17500, HCD фрагментация c энергией 30%,
максимальное время инжекции ионов – 80 мс,
уровень AGC – 1 × 105.

Анализ масс-спектрометрических данных

Масс-спектрометрические данные анализиро-
вали при помощи компьютерной программы Peaks
studio 10.0 (Bioinformatics Solutions Inc.) [22, 25].
Идентификацию белков проводили посредством
корреляции тандемных масс-спектров с базой дан-
ных белковых последовательностей B. longum subsp.
infantis ATCC 15697 Uniprot (19.09.2022) со следу-
ющими параметрами: постоянная модификация
Cys – карбамидометилирование, переменные мо-
дификации – деамидирование Asn/Gln и окисление
Met, допустимый уровень ложноположительных
идентификаций пептидов – 0.01 (определялся по
реверсной базе данных аминокислотных после-
довательностей), специфичность протеазы –
C-конец Arg и Lys (при поиске в базе данных до-
пускалось до двух пропущенных сайтов гидроли-
за). При идентификации пептидов допускалось
отклонение экспериментально полученной массы
пептида от его теоретической массы до 10 млн до-
лей, а отклонение массы фрагментов – до 0.05 Да.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Геномный анализ антиоксидантного 
потенциала бактерий B. longum subsp. infantis

Ферменты и другие клеточные соединения и
метаболиты, отвечающие на действие окисли-
тельного стресса у представителей вида B. longum,
были отобраны после анализа доступных опубли-
кованных данных и представлены в обзорной статье
[5]. К генам, подобранным к белкам с выявлен-
ной антиоксидантной функциональностью, были
подобраны ортологи. Ортологи выявляли как
описано в разделе “Материалы и методы” в геномах
видов бифидобактерий – комменсалов кишечни-
ка человека. Аминокислотные последовательности
отобранных ортологов собраны в каталог, который
включал 203 последовательности для 27 белков
(табл. S1). Аминокислотные последовательности
ортологов в FASTA формате доступны в базе данных
на сайте https://github.com/Alexey-Kovtun/Catalog.
Затем было проанализировано наличие генов из
каталога в полных геномах различных штаммов
подвида B. infantis. Данные о наличии в геномах
различных штаммов подвида B. longum subsp. in-
fantis 17 генов, кодирующих субъединицу С алкил-
гидропероксидредуктазы (ahpC), субъединицу F
алкилгидропероксидредуктазы (ahpF), пиридин-
нуклеотид-дисульфидоксидоредуктазу класса I,
оксидоредуктазу DSBA, дигидрооротатдегидро-
геназу, глутаредоксин (grxC2), глутатион АТФ-
связывающий белок (gsiA), изомеразу линолевой
кислоты, NADH-оксидазу, АТФазу Р-типа, пер-
меазу, пероксиредоксин, белок с доменом тиоре-
доксина, тиоредоксинпероксидазу, тиоредоксин-
редуктазу, сериновую протеазу, представлены в
табл. S2. Эта таблица включает данные по геному
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штамма B. longum subsp. infantis ATCC 15697, у ко-
торого также выявлено присутствие этих генов,
кроме гена, кодирующего сериновую протеазу.

Для определения функциональности выяв-
ленных генов и других генов с антиоксидантными
свойствами был проведен общий транскриптом-
ный анализ растущей культуры штамма B. longum
subsp. infantis ATCC 15697, подвергнутой воздей-
ствию H2O2 и кислорода.

Транскриптомный анализ антиоксидантного 
ответа штамма B. longum subsp. infantis

ATCC 15697
Для полного транскриптомного анализа ис-

пользовали культуру штамма B. longum subsp. in-
fantis ATCC 15697 в фазе экспоненциального ро-
ста, которую подвергали воздействию перекиси
водорода в течение двух часов и кислорода в тече-
ние двух и четырех часов. Эти условия были ис-
пользованы для приближения к среде обитания
бифидобактерий в кишечном тракте с возмож-
ным окислительным стрессом во время воспали-
тельных процессов или во время промышленных
процессов производства бактериального препарата.

Общую РНК выделяли из культуральных клеток,
отобранных до (контроль) и после воздействия
окислительного стресса, и секвенировали на
устройстве DNBSEQ System после подготовки об-
разца. Образцы транскриптома штамма B. longums
subsp. infantis ATCC 15697 были секвенированы как
парные концевые считывания длиной 100 пн. Пол-
ные параметры образцов представлены в табл. S3.
Процедура проверки качества показала, что об-
разцы подходят для анализа и их размеры не силь-
но уменьшились после обрезки. Общий объем
данных почти равномерно распределен по выбор-
кам. Транскриптомные считывания были выров-
нены по справочному каталогу с помощью DIA-
MOND и отфильтрованы, как описано в разделе
“Материалы и методы”. Количество оставшихся
прочтений, использованных для оценки уровней
экспрессии, составило 466051, 439089, 316276,
523810 и 375600. Транскриптомные чтения были
нанесены на карту генома B. longum subsp. infantis
ATCC 15697 с использованием HTSeq-2. Общее
количество чтений, использованных для даль-
нейшей оценки уровней экспрессии, составило
28334402 (контроль 1), 28733996 (контроль 2),
27525358 (H2O2 – 2 ч), 28459072 (O2 – 2 ч) и
26529750 (O2 – 4 ч).

Общее количество генов с идентифицирован-
ными транскриптами составило 2647. Из них уве-
личение уровней более чем в 2 раза было обнару-
жено для транскриптов 243 генов в ответ на H2O2,
67 генов в ответ на действие O2 в течение двух ча-
сов и 99 генов в ответ на действие O2 в течение че-
тырех часов. Используя каталог ортологов для по-

иска генов, кодирующих продукты с антиоксидант-
ным действием, среди транскриптов было выявлено
шесть различных генов, которые представлены в
табл. 1. В основном окислительный стресс повлиял
на увеличение уровней транскриптов более чем в
2 раза для генов, кодирующих белок с доменом
тиоредоксина, тиоредоксинредуктазу, АТРазу
Р-типа, изомеразу линолевой кислоты и пири-
диннуклеотид-дисульфидоксидоредуктазу класса 1.
Транскрипты генов, кодирующих тиоредоксин-
редуктазу, были увеличены в 9.27 раз после воз-
действия H2O2 и в 2.13 раза после действия O2 в те-
чение четырех часов инкубации. Транскрипты
для белка с тиоредоксиновым доменом увеличе-
ны в 2.66 раз после воздействия H2O2. Все стрес-
совые воздействия спровоцировали увеличение
транскрипта АТФазы Р-типа в 19.92 раз при дей-
ствии H2O2, в 2.05 раз при действии O2 в течение
двух часов и 3.68 раз при действии O2 в течение
четырех часов инкубации. Транскрипты для гена,
кодирующего изомеразу линолевой кислоты, бы-
ли увеличены в 5.31 раз только при воздействии
H2O2. Транскрипты для гена, кодирующего пири-
диннуклеотид-дисульфидоксидоредуктазу класса 1,
были увеличены в 2.4 и 1.71 раз и для гена перме-
азы увеличены в 2.57 и 2.54 раз только при воздей-
ствии O2.

Для идентификации продуктов трансляции
изучаемых генов в условиях окислительного
стресса был проведен количественный протеом-
ный анализ клеточной культуры штамма B. infan-
tis ATCC 15697.

Количественный протеомный анализ 
антиоксидантного ответа культуры 

штамма B. infantis ATCC 15697

Для протеомного анализа также использовали
растущую культуру штамма B. infantis ATCC 15697 в
фазе экспоненциального роста, которую подверга-
ли воздействию перекиси водорода в течение двух
часов и кислорода в течение двух и четырех часов.

Белки выделяли из культуральных клеток, ото-
бранных до (контроль) и после воздействия окис-
лительного стресса, и изучали с помощью коли-
чественного протеомного анализа, описанного в
разделе “Материалы и методы”. Volcano plot для
белков B. infantis ATCC 15697 на рис. 1 показывает
количество белков с выявленной разницей (увели-
чение или снижение) после действия окислитель-
ного стресса. Под действием H2O2 разница обнару-
живается для двух белков, под действием O2 в тече-
ние двух часов разница обнаруживается для шести
белков и под действием O2 в течение четырех часов
разница обнаруживается для 63 белков. В дальней-
ший анализ были включены только данные по
увеличению количества белка более чем в 2 раза.
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Таблица 1. Изменения уровней транскриптов генов, кодирующих продукты антиоксидантного ответа в B. infantis
ATCC 15697, до и после действия окислительного стресса

* – кратное отношение к содержанию в разных образцах до и после окислительного стресса.

Продукт гена Locus_tag
гена

*Н2O2/контроль *O2 2 ч/контроль *O2 4 ч/контроль

Белок с доменом тиоредоксина BLON_RS01630 2.66 1.06 1.79
Тиоредоксинредуктаза BLON_RS12925 9.27 1.41 2.13
АТФаза Р-типа BLON_RS01320 19.92 2.05 3.68
Изомераза линолевой кислоты BLON_RS04150 5.31 1.47 0.79
Пиридиннуклеотид-дисульфидоксидо-
редуктаза класса 1

BLON_RS08540 0.83 2.4 1.71

Fe-пермеаза BLON_RS01040 0.45 2.57 2.54

Пять известных белков с АО функционально-
стью были идентифицированы в ответ на стресс
(табл. 2). Повышенный уровень наблюдался у
глутаредоксина (в 3.55 раз) только под действием
кислорода в течение четырех часов инкубации.
Однако уровень транскриптов гена, его кодирую-
щего, был на низком уровне. АТФаза Р-типа и фер-
ритин увеличивались после действия всех стрессо-
вых факторов, как и их транскрипты (табл. 1 и 2).
Количество Fe-пермеазы и субъединицы PdxT пи-
ридоксаль-5'-фосфат синтазы увеличивается толь-
ко при действии кислорода в 30.5 раз (2 ч), 24.7 раз
(4 ч) и 3.3 раз (4 ч) соответственно.

Остальные 34 идентифицированных белка с
повышенным уровнем в клетках после действия
окислительного стресса выполняют различные
функции, но в основном защитные.

При действии H2O2 было выявлено увеличение
только для helix-turn-helix регулятора транскрип-
ции в 5.26 раз, как и транскрипта в 9.6 раз; внекле-
точных белков, связывающих растворенные веще-
ства из семейства 1, в 4.35 раз с увеличением в уров-
не транскрипта в 21.44 раз, и из семейства 5 в 9.09
раз без выявленного увеличения транскриптов и
одного белка с неизвестными функциями с увели-
чением в 25 раз и увеличением транскрипта в 30.15
раз. Действие O2 в течение двух часов спровоциро-
вало увеличение только одного белка с неизвестны-
ми функциями в 14.58 раза и увеличение тран-
скрипта в 2.3 раза. Остальные белки увеличива-
лись в уровне более чем 2 раза после длительного
действия кислорода. Однако для большинства из
них наблюдался низкий уровень транскрипции.

ОБСУЖДЕНИЕ
Из немногочисленных опубликованных дан-

ных для бифидобактерий были отобраны фер-
менты и другие соединения с АО действием и ко-
дирующие их гены [5]. Был проведен поиск выяв-
ленных к ним ортологов в геномах штаммов
подвида B. longum subsp. infantis. Изучение распре-

деления АО генов показало присутствие 17 в
большинстве геномов, что указывает на их кон-
сервативность и, возможно, общие механизмы
АО защиты у B. longum subsp. infantis. Однако у би-
фидобактерий была выявлена штаммоспецифич-
ность в проявлении АО способности [5]. Возможно,
в защите от окислительного стресса у бифидобакте-
рий участвуют и другие неизвестные ферменты и
метаболиты. Для определения функционально-
сти выявленных в геномах АО генов и выявления
новых генов, участвующих в ответе на окисли-
тельный стресс, мы применили комплексный
подход с использованием омиксных технологий.
Анализ общего транскриптома показал увеличе-
ние уровней транскриптов для шести генов, ко-
дирующих известные АО белки. После действия
всех окислительных факторов у B. infantis ATCC
15697 определен высокий уровень транскриптов
гена, кодирующего АТФазу Р-типа. Сообщалось,
что ген zntA1, кодирующий АТФазу Р-типа, был
повышен в 2.01 раза после 60 мин воздействия
кислорода у штамма B. longum BBMN68 [26].
АТФазы Р-типа могут быть вовлечены в перенос
Mn2+, который затем удаляет супероксидные ани-
оны в клетках бифидобактерий [12]. Mn2+ не
только заменяет супероксиддисмутазу в удалении
супероксидных анионов, но также может удалять
H2O2 [27]. После действия H2O2 и O2 повышается
уровень тиоредоксинредуктазы и белка с доме-
ном тиоредоксина. Гены, кодирующие глутаре-
доксин, тиоредоксин и тиоредоксинредуктазу,
были повышены более чем в 6 раз за 60 мин при
воздействии кислорода на штамм B. longum
BBMN68 [26]. Тиоредоксин-зависимая восстано-
вительная система играет важную роль в реакции
на окислительный стресс путем непосредствен-
ного восстановления H2O2, удаления гидроксиль-
ных радикалов, подавления синглетного кисло-
рода и поддержания внутриклеточного тиолди-
сульфидного баланса [28]. Действие кислорода
оказало влияние на повышение уровня Fe-перме-
азы. Fe-пермеазы в составе плазматической мем-
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Рис. 1. Volcano plot для белков B. infantis ATCC 15697, индуцируемых действием: а – H2O2, б – О2 в течение 2-часовой
инкубации, в – О2 в течение 4-часовой инкубации.
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браны участвуют в переносе железа [29]. Значи-
тельное повышение уровня транскрипта гена, ко-
дирующего изомеразу линолевой кислоты, было
отмечено только после действия перекиси водо-
рода. Конъюгированная линолевая кислота, об-
разуемая некоторыми видами бифидобактерий,
сама не обладает АО свойствами, однако ее мета-
болиты проявляют способность защищать клетки
от вредного окислительного воздействия [30, 31].
После действия кислорода в клетках B. infantis
ATCC 15697 был отмечен повышенный уровень
транскрипта гена пиридиннуклеотид-дисуль-

фидоксидоредуктазы класса 1. Известно, что этот
фермент участвует в реакции клеток на окисли-
тельный стресс [11].

Количественный протеомный анализ позво-
лил выявить и другие белки с АО функциями. По-
сле действия H2O2 возросло количество феррити-
на в 4.54 раз. Ферритин катализирует окисление
ионов Fe2+ перекисью водорода, что предотвра-
щает образование гидроксильного радикала по
реакции Фентона [12]. На уровне трансляции так
же, как и на уровне транскрипции, увеличивается
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Таблица 2. Сравнительные данные протеомного и транскриптомного анализа клеток штамма B. infantis ATCC
15697 до и после воздействия окислительного стресса

Продукт гена Locus_tag
гена

Н2 O2 2 ч/контроль O2 2 ч/контроль O2 4 ч/контроль

Антиоксидантный ответ

Глутаредоксин BLON_RS12860 NS NS 3.55*

0.49 1.55 1.05**

Ферритин BLON_RS00160 4.54 NS 5.88

21.61 1.70 3.57

Fe-пермеаза BLON_RS01040 NS 30.50 24.70

0.45 2.57 2.54

АТФаза Р-типа BLON_RS01320 3.57 NS 2.10

19.92 2.05 3.68

Пиридоксаль-5'-фосфатсинтаза 
субъединица pdxT

BLON_RS10350 NS NS 3.30

0.81 2.36 3.17

Ответ на стресс

Внеклеточный лиганд-
связывающий рецептор

BLON_RS02930 NS NS 3.49

0.35 1.0 1.58

Внеклеточный лиганд-
связывающий рецептор

BLON_RS03810 NS NS 2.18

1.33 2.83 2.0

RelB-антитоксин BLON_RS01740 NS NS 2.98

2.5 0.82 1.0

Фактор созревания рибосом rimM BLON_RS01970 NS NS 2.68

0.66 1.0 1.27

Фактор элонгации
транскрипции greA

BLON_RS09225 NS NS 2.62

1.68 1.95 2.3

Белок, содержащий домен FMN BLON_RS01070 NS NS 2.39

1.56 1.0 0.36

Домен DnaJ белка теплового 
шока

BLON_RS00750 NS NS 2.29

10.3 0.8 4.2

Тирозин-тРНК-лигаза BLON_RS09710 NS NS 2.27

0.91 0.57 0.54

Белок-шаперон ClpB BLON_RS12265 NS NS 2.18

21.57 1.58 8.1

Эндорибонуклеаза L-PSP BLON_RS01645 NS NS 2.64

0.59 1.75 2.5

Метаболизм аминокислот

Альфа-субъединица триптофан- 
синтазы

BLON_RS07130 NS NS 2.19

0.63 2.1 2.0

Антранилатфосфорибозилтранс-
фераза

BLON_RS04830 NS NS 2.13

0.79 2.03 3.41
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3-Изопропилмалат дегидрогеназа BLON_RS10735 NS NS 2.04

0.57 1.92 2.63

Треонинальдолаза BLON_RS10060 NS NS 2.02

0.42 0.46 0.38

Метаболизм нуклеотидов

Нуклеозид 2-дезоксирибозил-
трансфераза

BLON_RS03085 NS NS 2.22

0.47 1.1 1.65

Фосфорибозиламинглицинлигаза BLON_RS10180 NS NS 2.77

1.5 0.85 0.33

Регуляция транскрипции

helix-turn-helix регулятор 
транскрипции

BLON_RS04795 5.26 NS 6.95

9.6 1.84 1.0

Транспорт

Внеклеточный белок, 
связывающий растворенные 
вещества (семейство 1)

BLON_RS12635 4.35 NS 2.80

21.44 0.44 0.44

Внеклеточный белок,
связывающий растворенные 
вещества (семейство 1)

BLON_RS10690 NS NS 3.33

0.58 1.16 1.16

Внеклеточный белок,
связывающий растворенные 
вещества (семейство 5)

BLON_RS01440 9.09 NS NS

0.9 1.25 0.92

Внеклеточный белок,
связывающий растворенные 
вещества (семейство 5)

BLON_RS10445 NS NS 6.91

1.55 2 0.86

Внеклеточный белок, 
связывающий растворенные 
вещества (семейство 5)

BLON_RS04415 NS NS 2.10

0.5 1.96 2.0

Внеклеточный белок,
связывающий растворенные 
вещества (семейство 3)

BLON_RS03845 NS NS 2.96

1.12 0.82 0.82

УДФ-N-ацетилглюкозамин-N-
ацетил-мурамил(пентапептид)-
пирофосфорил-ундекапренол-N-
ацетилглюкозаминтрансфераза

BLON_RS04355 NS NS 6.03

0.93 1.14 0.83

SecE-субъединица транслоказы BLON_RS06530 NS NS 2.48

0.6 0.6 0.46

ABC-2-транспортер BLON_RS12655 NS NS 2.36

6.17 1.57 1.02

ABC-транспортер BLON_RS01065 NS NS 3.84

1.19 1.25 0.47

Продукт гена Locus_tag
гена

Н2 O2 2 ч/контроль O2 2 ч/контроль O2 4 ч/контроль

Таблица 2. Продолжение
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АТФаза Р-типа при действии всех стрессовых
факторов, что указывает на важную роль белка
для защиты от окислительного стресса у B. infan-
tis. Важно отметить значительное повышение АО
белков Fe-пермеазы, пиридоксаль-5'-фосфат-
синтазы (субъединицы PdxT) и глутаредоксина
при длительном воздействии кислорода. Пири-
доксаль-5'-фосфатсинтаза участвует в синтезе ви-
тамина В6. Bитамин B6 играет важную роль в ан-
тиоксидантном механизме и является кофакто-
ром глутатиона [32]. Глутаредоксин действует как
антиоксидант, восстанавливая дегидрокарбонат,
пероксиредоксины, метионинсульфоксидредук-
тазу [33]. Отсутствие повышенных уровней АО
белков, выявленных при транскриптомном ана-
лизе, можно объяснить их нестабильностью. Воз-
можно, они быстро разрушаются и их сложно за-
фиксировать используемым методом анализа [34].

Другие идентифицированные белки с повы-
шенным уровнем в клетках участвуют в процессах
реакции на стресс, метаболизме аминокислот и
нуклеотидов и транспортных процессах. У штам-
ма B. infantis ATCC 15697 в основном после дли-
тельного воздействия кислорода повышается
уровень стрессовых белков шаперона ClpB и бел-
ка теплового шока с DnaJ доменом. Транскрипты
генов, кодирующих шапероны DnaJ и ClpB, были
повышены в штамме B. longum BBMN68 после 60-
минутного воздействия кислорода [26]. ClpB сов-

местно с DnaK, DnaJ и GrpE участвует в подавле-
нии агрегации белка. Это универсальное явление,
обнаруживаемое в реакциях различных организмов
на различные абиотические стрессовые состоя-
ния [35]. Участие ClpB в антиоксидантной актив-
ности предполагается у штамма Limosilactobacillus
fermentum U-21, обладающего высоким антиокси-
дантным потенциалом в модели паркинсонизма
[36]. В клетках штамма B. infantis ATCC 15697 также
был выявлен избыточный уровень для RelB-анти-
токсина, белка с FMN доменом, тирозин-тРНК-
лигазы, эндорибонуклеазы L-PSP. RelB-антиток-
син нейтрализует действие токсина, образуемого
при стрессовых состояниях клетки [37]. Тирозин-
тРНК-лигаза образует углерод-кислородные свя-
зи. Эндорибонуклеаза L-PSP расщепляет РНК в
клетке. FMN домен был обнаружен в общих
стрессовых белках [38]. Он может помогать бакте-
риям реагировать на окислительный стресс. Таким
образом, эти белки могут играть важную роль в за-
щите бифидобактерий от окислительного стресса.

Под длительным действием кислорода повы-
шались уровни белков, участвующих в метабо-
лизме нуклеотидов и в метаболизме и транспорте
аминокислот. Гены, принадлежащие к категории
COG E (транспорт и метаболизм аминокислот),
были индуцированы по сравнению с контролем в
штамме B. longum BBMN68 при воздействии кис-
лорода [26], что указывает на то, что процессы

Примечание. * – кратное отношение к среднему содержанию белков в различных образцах до и после окислительного стрес-
са; ** – кратное отношение к количеству транскриптов в различных образцах до и после окислительного стресса. NS – без
изменений в уровнях.

Белок, содержащий домен Fsx BLON_RS01060 NS NS 2.47

0.9 1.25 0.63

Неизвестные белки

Белок с неизвестными 
функциями

BLON_RS01045 NS 14.58 14.56

0.65 2.3 1.38

Белок с неизвестными 
функциями

BLON_RS10130 25.0 NS NS

30.15 1.5 0.75

Белок с неизвестными
функциями

BLON_RS11705 NS NS 13.33

0.65 0.54 0.27

Белок с неизвестными
функциями

BLON_RS01055 NS NS 5.49

0.77 1.55 0.96

Белок с неизвестными
функциями

BLON_RS12535 NS NS 2.39

0.8 1.66 3.14

Белок с неизвестными
функциями

BLON_RS07940 NS NS 2.33

2.1 1.46 2.5

Продукт гена Locus_tag
гена

Н2 O2 2 ч/контроль O2 2 ч/контроль O2 4 ч/контроль

Таблица 2. Окончание
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биосинтеза аминокислот и белков, транспорта и
метаболизма усиливаются при окислительном
стрессе. В штамме B. infantis ATCC 15697 в основ-
ном при продолжительном культивировании на
качалке повышается уровень у 11 различных бел-
ков с транспортными функциями. Активность
транспортной системы включается в ответ на по-
требности клеток как в соединениях с антиокси-
дантными свойствами, так и в источниках допол-
нительной энергии, необходимой для восстанов-
ления внутриклеточного баланса.

В клетках B. infantis ATCC 15697 после длитель-
ного воздействия кислорода увеличивался уро-
вень шести белков с неизвестными функциями,
что указывает на использование клетками неиз-
вестных механизмов защиты от окислительного
стресса. Эти белки представляют большой инте-
рес для дальнейших исследований.

Таким образом, можно заключить, что меха-
низм антиоксидантной защиты у исследуемого
штамма включает как известные механизмы, ха-
рактерные для бактерий вида B. longum, а именно
синтез АО-ферментов, соединений с АО свой-
ствами, хелатирование токсичных ионов ( ),
так и специфические механизмы, включая как
внутриклеточные механизмы общей антистрес-
совой защиты, так и неизвестные пути, в которые
возможно вовлечены белки с неизвестными
функциями.

Изучение роли отобранных штаммов бифидо-
бактерий в обеспечении формирования противо-
воспалительного потенциала микробиоты и орга-
низма хозяина – несомненно перспективное на-
правление исследований [4].

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний, проект № 20-54-18006. Участие В.Н. Дани-
ленко и О.В. Авериной также финансировалось в
рамках гос. задания № 0092-2022-0003.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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ПРИЛОЖЕНИЕ
Таблица S1. Референсный каталог аминокислотных последовательностей, кодируемых генами с антиоксидант-
ными свойствами в бактериях рода Bifidobacterium

Название фермента Число гомологов

Alkyl hydroperoxide reductase ahpC 6

Alkyl hydroperoxide reductase ahpF 6

Class I pyridine nucleotide disulfideoxidoreductase 3

Cobalamin-independent methionine synthase II 9

DSBA oxidoreductase 9

Dihydroorotate dehydrogenase 9

Glutaredoxin grxC2 (nrdH) 7

Glutathione import ATP-binding protein gsiA 8

Hydroxycinnamic acid esterase caeA – Carboxylesterase A 4

Linoleic acid isomerase 5

NADH oxidase 11

Oxygen-dependent coproporhpyrinogen III oxidase 9

P-type ATPase 9

Peptidase O pepO 9

Permease 5

Peroxiredoxin 5

Polyphosphate kinase ppk 9

Pyrophosphohydrolase mutT1 9

Ribonucleotide reductase nrdA 6

Subtilisin-like serine protease 2

Superoxide dismutase sodB 12

Superoxide dismutase sodC 11

Thioredoxin 4

Thioredoxin domain protein 9

Thioredoxin peroxidase 7

Thioredoxin reductase 14

Thioredoxin reductase-like protein 6
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Таблица S3. Параметры анализируемых транскриптомных образцов

Примечание. BIN1 – контроль 1, BIN2 – контроль 2, BIN3 – H2O2 – 2 ч, BIN4 – O2 – 2 ч, BIN5 – O2 – 4 ч.

Название образца
До тримминга После тримминга

размер, млн чтений размер, млрд 
нуклеотидов размер, млн чтений размер, млрд 

нуклеотидов

BIN1 30.4 3.1 29.0 2.6
BIN2 30.6 3.1 29.1 2.6
BIN3 30.5 3.1 29.2 2.6
BIN4 30.5 3.1 29.2 2.6
BIN5 28.2 2.8 27.1 2.4

Reaction of Bifidobacterium longum subsp. infantis Strain
ATCC 15697 to Oxidative Stress

O. V. Averinaa, *, A. S. Kovtuna, D. A. Mavletovaa, R. H. Ziganshinb, and V. N. Danilenkoa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
bShemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: olgavr06@mail.ru

The genus Bifidobacterium is one of the predominant bacterial populations in human gut microbiota. Despite
the increasing number of studies on the beneficial functionality of bifidobacteria for human health, knowl-
edge about their antioxidant potential is still insufficient. The role of the antioxidant potential of bifidobac-
teria in maintaining the homeostasis of the intestinal microbiota of the host organism as a whole is an import-
ant task that requires solutions. For the first time, this paper presents the data of genomic, transcriptomic and
proteomic analyses of probiotic strains Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697 after the action of
oxidative stress. The growing culture of strain was exposed to hydrogen peroxide for 2 hours and oxygen for 2
and 4 hours. Preliminary genome analysis of the strain showed the presence of 18 genes encoding a known
protein with antioxidant function, as in other complied genomes of B. longum subsp. infantis strains available
in the international database. The complete transcriptome analysis revealed an increase in transcript levels by
more than two times for 6 genes with a known antioxidant function. The data of quantitative proteomic anal-
ysis showed an increase in protein levels by more than two times for five enzymes with a known antioxidant
function. 28 other proteins with increased levels more than twice were identified in the cells of the growing
culture in response to the long action of oxygen. These proteins can be involved in the processes of the cell’s
response to stress, the amino acids, nucleotides metabolism and transport processes. Six proteins with un-
known functions, which may play a significant role in the antioxidant response of anaerobic bifidobacteria,
were found to have high levels in the cells after the action of stress. The obtained data are supposed to be used
in the selection of B. longum subsp. infantis strains and the creation of pharmacobiotics able to correct the
composition of the microbiota.

Keywords: bifidobacteria, genomic analysis, transcriptomic analysis, proteomic analysis, oxidative stress.


