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Пробиотики модулируют иммунный ответ, вытесняют патогенные микроорганизмы из ЖКТ, уве-
личивают выживаемость личинок. Объектом исследования выбраны дискусы, выкармливающие
потомство эпидермальным секретом схожим по набору компонентов с молоком млекопитающих.
Лактоферрин обнаружен в крови и кожном секрете дискусов, он обладает антибактериальной, про-
тивогрибковой, противовирусной и противопаразитарной активностью. Добавление пробиотика
“Субтилис-С” в рацион кормящих дискусов увеличивает выработку лактоферрина в эпидермаль-
ном секрете родителей, а также способствует лучшей выживаемости личинок и мальков рыб.
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Одной из проблем аквакультуры является на-
личие патогенных микроорганизмов, распростра-
нение которых усиливается при интенсивных фор-
мах культивирования. В связи с этим важной за-
дачей является поиск путей сохранения здоровья
объектов аквакультуры и усиление иммунитета
производителей и потомства.

Для усиления иммунитета целесообразно ис-
пользовать пробиотики, модулирующие клеточ-
ный и гуморальный иммунный ответ (Possemiers
et al., 2011).

Пробиотические бактерии не представляют
угрозы для экосистемы, улучшают иммунную си-
стему организмов и являются антагонистами пато-
генных бактерий. Отмечено, что применение про-
биотиков при нанесении на корма: коловраток,
артемий и биопленку, состоящую из смеси диато-
мовых водорослей с преобладанием Navicula phyl-
lepta (K., 1844) и бактерий семейства Rhodobacte-
raceae, выделенных из (V., 1833) способствует вы-
живанию личинок (Sayes et al., 2018).

Стимуляция врожденной иммунной системы
личинок обыкновенного снука Centropomus undec-
imalis (B., 1792) пробиотиками рода Bacillus sp.
обеспечивает быструю активацию антигенов, что
улучшает выживаемость и устойчивость к патоге-
нам. Большое значение в усилении врожденного

иммунитета имеет регуляция ферментов, которые
позволяют организму справляться с клеточным
стрессом (Tarnecki et al., 2019).

В желудочно-кишечном тракте рыб содержит-
ся большое количество микроорганизмов, кото-
рые за долгую историю эволюции сформировали
динамичную микроэкосистему. Бактериальные
сообщества кишечника играют важную роль в
иммунной защите и усвоении питательных ве-
ществ хозяина (Chevalier et al., 2015; Xiong et al.,
2019). В нормальных условиях существует дина-
мический баланс между бактериями и рыбой, что
позволяет поддерживать физиологическую функ-
цию кишечного тракта рыбы (Banerjee, Ray, 2017).
Выживание кишечной микробиоты зависит от
обеспечения организма рыб собственным пита-
нием или от разложения источников пищи в ки-
шечнике. Между тем, кишечная микробиота мо-
жет выделять различные пищеварительные фер-
менты и синтезировать питательные вещества,
такие как поливитамины. Эти продукты играют
важную роль в переваривании, усвоении, росте и
развитии рыбы (Zhang et al., 2021).

Дискусы выбраны в качестве объекта исследо-
ваний, так как они представляют интерес в эво-
люционном плане как модель передачи иммун-
ных свойств от родителей потомству. Подобный
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способ сохранения потомства путем вскармлива-
ния родителями секретом собственного тела, из-
вестен только у млекопитающих. Потомство дис-
кусов, выращенное без выкармливания родите-
лями, проявляет крайне низкую жизнестойкость
(Satoh et al., 2018).

Некоторые полезные компоненты эпидер-
мального секрета дискуса, которые передаются
личинкам, впоследствии малькам, аналогичны
компонентам молока млекопитающих: иммуно-
глобулины, лектины, гормоны, ионы, аминокис-
лоты и антитела. Многие из этих компонентов
(пролактин, иммуноглобулины и специфические
белки) значительно увеличиваются в кожном сек-
рете во время размножения (Chong et al., 2005;
Khong et al., 2009; Sylvain, Derome, 2017). Нами было
сделано предположение, что по аналогии с моло-
ком млекопитающих в эпидермальном секрете кор-
мящих дискусов может содержаться лактоферрин,
обладающий иммунными свойствами и являю-
щийся ключевым фактором врожденного иммуни-
тета млекопитающих (Legrand, Mazurier, 2010).

Лактоферрин осуществляет антимикробное
действие двумя разными механизмами: захваты-
вает свободное железо, необходимое для роста
бактерий и разрушает липополисахариды мембран
бактериальных клеток с помощью образовавшихся
пероксидов под действием ионов трехвалентного
железа лактоферрина (Bennett, Kokocinski, 2005). В
присутствии лактоферрина активнее размножают-
ся бактерии с низкой потребностью в железе, такие
как Lactobacillus sp. и Bifidobacteria sp, полезные для
хозяина (Sherman et al., 2004; Giansanti et al., 2016).

Фунгицидное действие лактоферрина заклю-
чается в лизисе оболочки грибков (Fernandes,
Carter, 2017). Противопаразитарная активность
лактоферрина связана с нарушением усвоения
железа некоторыми паразитами (Giansanti et al.,
2013).

Лактоферрин проявляет мощную противови-
русную активность в отношении широкого ряда
РНК- и ДНК-содержащих вирусов. Установлено,
что лактоферрин связывает гемагглютинин виру-
са, предотвращая взаимодействие с клеткой; бло-
кирует апоптоз, способствующий распростране-
нию вируса на поздних стадиях инфекции через
взаимодействие с каспазой-3; блокирует сборку
вируса (Зорина, 2020).

Показано, что лактоферрин способен как повы-
шать, так и подавлять эндогенный воспалительный
ответ. Лактоферрин действует на B-лимфоциты,
которые являются хорошо известными презентато-
рами антигенов, обеспечивая их последующее вза-
имодействие с T-клетками, что усиливает ответ
антител, способствуя созреванию предшественни-
ков T-клеток в компетентные Т-хелперы и диффе-

ренцировке незрелых В-клеток в эффективные ан-
тигенпрезентирующие клетки (Actor et al, 2009;
Legrand, Mazurier, 2010; Turin et al., 2014).

Выявлено, что добавление в корм леща лакто-
феррина в дозе 100 мг/кг в течение одной1 недели
активирует врожденный клеточный иммунитет,
вызывая респираторный взрыв и естественную
цитотоксическую активность фагоцитов (Esteban
et al., 2005).

Исследований по содержанию лактоферрина в
эпидермальном секрете дискусов в доступной ли-
тературе нами не найдено.

В связи с вышеизложенным целью настоящей
работы явилось изучение влияния скармливания
пробиотика ”Субтилис-С” кормящим парам дис-
кусов на содержание лактоферрина в их крови и
эпидермальном секрете, а также на выживае-
мость личинок.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследований являлись кормящие

дискусы Symphysodon haraldi (S, 1960) в возрасте
1.5–2 г. и их потомство в личиночной стадии в пе-
риод вскармливания эпидермальным секретом.

Родительские пары дискусов содержали в
100-литровых аквариумах с аэрацией и фильтра-
цией по принципу аэрлифта, в нем рыбы нере-
стились на вертикальный субстрат и выкармлива-
ли личинку до перехода на самостоятельное пита-
ние в возрасте двух недель (рис. 1). Условия среды
в аквариумах были на оптимальном уровне для
нереста, выкармливания потомства, роста личи-
нок и мальков дискусов. Температура воды со-
ставляла 29 ± 1°C, рН 6.0–6.2; фотопериод по 12 ч
света и темноты, жесткость 1–2ммоль/л.

Опытной группе (7 пар, n = 14) в корм добавля-
ли пробиотик “Субтилис-С” из расчета 1 г/кг кор-
ма. Контрольная группа дискусов (7 пар, n = 14)
получала корм без пробиотика. Кормление дис-
кусов осуществляли личинками хирономид Chi-
ronomus plumosus (L., 1758) в дозе 2.5% от массы те-
ла 1 раз в сутки. Кормление начинали сразу после
отсаживания пар в отдельные нерестовые аквари-
умы. Длительность эксперимента составила 3 мес.

Выживаемость личинок определяли у каждой
пары дискусов методом подсчета в момент выкле-
ва личинок и после снятия с родителей самостоя-
тельно питающихся мальков.

Пробы эпидермального секрета у кормящих
самцов и самок дискусов получали in vivo спон-
жем (рис. 2а), затем выдавливали в шприц (Chong
et al., 2006).

Кровь для анализа отбирали из хвостовой вены
прижизненно (рис. 2б) с гепарином на льду, затем
переносили в пробирку.
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В течение 20 мин после сбора крови отделяли
плазму центрифугированием 1500 об./мин при 4°C
в течение 15 мин. Затем плазму переносили в све-
жую полипропиленовую пробирку и центрифуги-

ровали, чтобы избежать контаминацию лейкоци-
тами: 1500 об. при 4°C в течение 15 мин. Готовые
образцы хранили при –70°C) в полипропилено-
вых пробирках.

Рис. 1. Дискусы и их потомство. (а) – прикрепленная предличинка на столбе, (б) – кормящая малька пара дискусов.

(а) (б)

Рис. 2. Отбор проб у дискусов. (а) – получение эпидермального секрета, (б) – взятие крови из хвостовой вены.

(а)

(б)
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Лактоферрин в плазме крови рыб определяли
“сэндвич” методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа. Использовали набор Hbt hu-
man Lactoferrin ELISA.

Образцы и стандарты инкубировали в лунках
микропланшета, покрытых антителами к лакто-
феррину. Биотинилированные антитела (трей-
сер) связывались с лактоферрином человека.

Конъюгат стрептавидин – пероксидаза связы-
вался с трейсером. Конъюгат стрептавидин – перок-
сидаза реагирует с субстратом тетраметилбензидин
(ТМБ). Ферментативную реакцию останавливали,
добавляя щавелевую кислоту.

С помощью ИФА-спектрофотометра измеряли
абсорбцию при 450 нм. Концентрация лактофер-
рина в образцах определяли по калибровочной
кривой (стандарты и образцы анализировались
одновременно). Калибровочную кривую получа-
ли путем построения графика зависимости опти-
ческой плотности от соответствующих концен-
траций известных стандартов (log).

Обработку данных проводили методом вариа-
ционной статистики по Стьюденту. Достоверны-
ми считали различия при Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По массе тела рыбы достоверно не различались

между собой (табл. 1). За период опыта (3 мес.) при-

рост массы дискусов в опытной группе составил
6.7 г, в контрольной – 5.8 г.

Результаты эксперимента показали, что добав-
ление к рациону кормящих дискусов пробиотика
“Субтилис-С” повышает выживаемость личинок
(табл. 2), что указывает на усиление иммунитета
потомства, очевидно за счет увеличения иммун-
ных свойств кожного секрета родителей.

В результате применения пробиотиков умень-
шается процент пар дискусов, уничтожающих
кладки. Это, по-видимому, связано со снижени-
ем стрессовой реакции и оптимизацией микро-
флоры кишечника рыб.

В группе кормящих дискусов, получавших про-
биотик, отмечено увеличение содержания лакто-
феррина в эпидермальном секрете и снижение его
в крови (табл. 3).

Можно предположить, что по аналогии с мле-
копитающими пробиотик усиливает выработку
лактоферрина в эпидермальном секрете.

Доказано благоприятное влияние пробиоти-
ков на свойства грудного молока. В настоящее
время сформулировано представление о том, что
кишечная микробиота является, в сущности
“виртуальным эндокринным органом”. Целый
ряд бактерий вырабатывает гормоны и гормоно-
подобные вещества, например, глюкагонподоб-
ный пептид-1, пептид YY, грелин, лептин, а также
биологически активные вещества со свойствами

Таблица 1. Размерно-весовые показатели родительских форм дискусов в опыте

Показатели Контроль Опыт

Масса тела в начале эксперимента, г 83.9 ± 3.6 83.8 ± 3.2
Длина тела (l), в начале эксперимента, см 10.5 ± 0.3 11.2 ± 0.2
Масса тела в конце эксперимента, г 89.7 ± 5.4 90.5 ± 6.2
Длина тела (l), в конце эксперимента, см 11.3 ± 0.5 11.6 ± 0.4

Таблица 2. Показатели жизнестойкости потомства дискусов за 3 месяца опыта

Примечание: * – различия достоверны (Р < 0.05) для табл. 2 и 3.

Показатели Контроль Опыт

Количество уничтоженных кладок, шт 24 11
Количество уничтоженных кладок, приходящихся на одну пару 3.3 1.6
Гибель пометов, шт 6 6
Выращено и высажено пометов, шт. 8 17
Количество выращенных личинок с одного помета, шт 52.3 ± 2.9 65.1 ± 3.4*

Таблица 3. Содержание лактоферрина в крови и эпидермальном секрете кормящих дискусов, нг/мл

Показатели Контроль Опыт

Кровь 165.8 ± 25.9 91.0 ± 4.8*
Эпидермальный секрет 71.5 ± 13.7 113.0 ± 8.8*



56

ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ  № 1  2023

ПРОНИНА и др.

нейромедиаторов. Пробиотики участвуют в син-
тезе и всасывании витаминов К, группы В, фоли-
евой и никотиновой кислот. Показано, что кос-
венно и через еще не известные механизмы мик-
рофлора кишечника осуществляет контроль над
гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой си-
стемой (Попова и др., 2019).

Увеличение лактоферрина в эпидермальном
секрете кормящих дискусов очевидно способствует
усилению иммунитета и выживаемости потомства.
Свойства лактоферрина позволяют организму
противостоять различным негативным воздействи-
ям. Была показана протективная роль лактоферри-
на в отношении последствий токсического воздей-
ствия на ранние зародыши мышей бисфенола А
(БФА), который является синтетическим экотокси-
кантом, способным негативно влиять на репродук-
тивную систему млекопитающих и эмбриональное
развитие даже в низких дозах (Постникова и др.,
2020).

Выявлено, что экзогенный лактоферрин спо-
собен ингибировать перекисное окисление липи-
дов путем блокирования образования свободных
гидрооксильных радикалов и активировать фер-
менты антиоксидантной системы (Sandomirsky
et al., 2003; Wang et al., 2008).

Таким образом, обнаружение в крови и эпи-
дермальном секрете дискусов лактоферрина под-
тверждает эволюционное приспособление этих
рыб к сохранению своего потомства. Добавление
пробиотика ”Субтилис-С” в рацион кормящих
дискусов увеличивает выработку лактоферрина в
эпидермальном секрете родителей, что ведет к
усилению иммунитета потомства. Это проявляется
в лучшей выживаемости личинок и мальков рыб.

Финансирование. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Российского фонда фунда-
ментальных исследований (проект 20-316-90028).
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The Effect of the Probiotic “Subtilis-C” on the Lactoferrin Content in the Blood
and Epidermal Secretions of “Feeding” Discus Fish

G. I. Pronina1, #, O. V. Sanaya1, and A. O. Revyakin2

1 Russian State Agrarian University –Moscow Timiryazev Agricultural Academy,
49 Timiryazevskaya str., Moscow, 127550 Russia
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Probiotics modulate the immune response, displace pathogenic microorganisms from the gastrointestinal
tract, and increase the survival rate of larvae. The object of the study was selected discus feeding offspring with
an epidermal secret similar in a set of components to mammalian milk. Lactoferrin is found in the blood and
skin secretions of discus, it has antibacterial, antifungal, antiviral and antiparasitic activity. The addition of
the probiotic ”Subtilis-C” to the diet of nursing discus increases the production of lactoferrin in the epider-
mal secretions of parents, and also contributes to better survival of larvae and fry of fish.

Keywords: probiotics, immunity, discus fish, lactoferrin, epidermal secret


