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Аннотация. Качественное кормление – залог получения сельскохозяйственной продукции высоко-
го класса. С целью оптимизации кормления и коррекции нутриентного состава рационов проводят-
ся многочисленные исследования, направленные на изучение таксономического состава рубца. Ко-
личественный и качественный составы микробиома рубца не могут напрямую повысить усвояе-
мость кормов и выход готовой продукции, но они дадут знания, которые помогут разработать но-
вые рациональные диетические вмешательства для повышения эффективности кормления и увели-
чения продуктивности. Целью исследования явилось изучение степени переваримости сухого ве-
щества (СВ) рациона и влияние на состав микрофлоры рубца путём дополнительного введения 
льняного масла (3 % от СВ рациона) in vitro с использованием модели «искусственного рубца» на 
установке-инкубаторе «ANKOM Daisy II» (модификации D200 и D200I). Изучение микробиома 
рубца проводили на модели бычков с фистулой рубца (n=3). Анализ микрофлоры – с помощью 
MiSeq («Illumina», США) методом секвенирования нового поколения (NGS). При введении льня-
ного масла отмечено повышение переваримости СВ корма на 2,3 %. Дополнительное включение 
льняного масла в рацион крупного рогатого скота способствовало увеличению видового разнооб-
разия микробиоты рубца, численности бактерий филума Bacteroidetes (64,2 %), а также достовер-
ному повышению представителей домена археи, участвующих в метаногенезе рубца. Установлено, 
что при введении льняного масла уровень видового разнообразия был выше, чем в контроле на 45 %. 
Индекс доминирования Симсона в контрольной группе составил 0,44, в опытной группе – 0,54. 
Наиболее выраженное изменение уровня разнообразия было отмечено в опытной группе, индекс 
Шеннона (Р≤0,05) составил 0,76. Индексы β-разнообразия Жаккара и Серенсена свидетельствуют о 
полном совпадении сообществ в контрольной и опытной группах. 
Ключевые слова: крупный рогатый скот, кормление, льняное масло, микробиом, рубец, перева-
римость. 
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Summary. High-quality feeding is the key to obtaining high-class agricultural products. In order to opti-
mize feeding and correct the nutrient composition of diets, numerous studies aimed at studying the taxo-
nomic composition of the rumen are done. The quantitative and qualitative compositions of rumen micro-
biome cannot directly increase feed digestibility and yield of finished products, but they will provide 
knowledge that will help to develop new rational dietary interventions to improve feeding efficiency and 
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increase productivity. The aim of the study was to study the degree of digestibility of the dry matter (DM) 
of the diet and the effect on the composition of the rumen microflora by additional administration of flax-
seed oil (3 % of the DM of the diet) in vitro using the "artificial rumen" model on the "ANKOM Daisy II" 
incubator (modifications D200 and D200I). The study of rumen microbiome was carried out on a model of 
bulls with a rumen fistula (n=3). Microflora analysis was performed using MiSeq ("Illumina", USA) by 
the new generation sequencing (NGS) method. With the introduction of flaxseed oil, an increase in the 
digestibility of SV feed by 2.3% was noted. The additional inclusion of flaxseed oil in the diet of cattle 
contributed to an increase in the species diversity of the rumen microbiota, the number of bacteria of Bac-
teroidetes (64.2%), as well as a significant increase in representatives of the archaea domain involved in 
rumen methanogenesis. It was found that the level of species diversity was 45% higher with the introduc-
tion of flaxseed oil than in the control. The Simpson index in the control group was 0.44, in the experi-
mental group – 0.54. The most pronounced change in the level of diversity was observed in the experi-
mental group, the Shannon index (P≤0.05) was 0.76. The indices of β-diversity of Jaccard and Sørensen 
indicate a complete coincidence of the communities in the control and experimental groups. 
Keywords: cattle, feeding, flaxseed oil, microbiome, rumen, digestibility. 

 
Введение.  
Млекопитающие могут синтезировать все жирные кислоты (ЖК), необходимые для нор-

мального течения обменных процессов, за исключением полиненасыщенных жирных кислот 
(ПНЖК), которые должны поступать с рационом. ПНЖК, входящие в состав льняного масла, 
участвуют во многих химических реакциях в организме, поэтому добавка их в рацион представля-
ет особый интерес в кормлении крупного рогатого скота с обогащением этих пищевых продуктов 
ЖК (Moallem U, 2018).  

Включение в рацион на основе ячменного силоса льняного масла (60 г/кг сухого вещества) 
способствовало большему (P≤0,01) накоплению полезных промежуточных продуктов биогидриро-
вания (C18:2 транс-11, цис-15; C18:1 цис-15), что отражает способность льняного масла произво-
дить более желательные ЖК (Ding S et al., 2016; Kronberg SL et al., 2012).  

Использование такой муки из семян льна в количестве до 15 % в рационах животных не 
вызывает отрицательного влияния на организм и способствует повышению продуктивности (Gush-
chin VV et al., 2016), благодаря значительному содержанию в ней протеина и жира, благодаря чему 
можно регулировать питательную ценность корма (Chung MWY et al., 2005). 

Установлено, что отвар из льняного жмыха и семени легко усваивается организмом живот-
ного, обволакивает стенки кишечника, препятствует всасыванию вредных веществ, выделяемых 
кишечными микробами, способствует удалению их из организма. Льняные белки характеризуются 
высокой биологической ценностью. Сравнение аминокислотного состава льняных белков с соста-
вом «идеального» белка показывает, что содержание изолейцина, фенилаланина (с тирозином) и 
триптофана в льняном семени превышает таковое в «идеальном» белке и составляет соответствен-
но 106, 115,8 и 180 %. Содержание валина (97 %) и треонина (92,5 %) приближается к эталонному 
показателю. Лимитирующей аминокислотой, которая характеризует биологическую ценность 
льняных белков, является лизин (72,7 %) (Зубцов В.А. и Миневич И.Э., 2015). 

Рубец, по-видимому, является основным местом превращения секоизоларицирезинола ди-
глюкозида в энтеролигнаны, энтеродиол и энтеролактон. Однако имеется ограниченная информа-
ция о видах микробиоты рубца, участвующих в метаболизме диглюкозида секоизоларицирезинола 
(Brito AF and Zang Y, 2019).  

Микрокапсулы масла могут не только улучшать структуру кишечника, но также увеличи-
вать число бактерий Paenibacillus и уменьшать количество вредных бактерий Pseudoalteromonas, а 
также Roseovarius в кишечнике. Липиды из льняного семени (и жиры вообще), добавляемые в ра-
цион, заменяют часть пищевых углеводов и, поскольку рубцовые микробы не ферментируют их, 
вырабатывается меньше водорода. Установлено, что при добавлении льняного масла число про-
стейших уменьшается (Guyader J et al., 2015; Martin C et al., 2016), хотя этот эффект наблюдался не 
всегда (Benchaar C et al., 2012).  
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Цель исследования.  
Изучение степени переваримости сухого вещества (СВ) рациона и влияние на состав мик-

робиома рубца дополнительного введения льняного масла. 
 
Материалы и методы исследования.  
Объект исследования. Рубцовое содержимое, бычки казахской белоголовой породы, сред-

ней массой 220-225 кг, в возрасте 8 месяцев. 
Обслуживание животных и экспериментальные исследования были выполнены в 

соответствии с инструкциями и рекомендациями российских нормативных актов (1987 г.; Приказ 
Минздрава СССР № 755 от 12.08.1977 «О мерах по дальнейшему совершенствованию 
организационных форм работы с использованием экспериментальных животных») и «Guide for the 
Care and Use of Laboratory Animals» (National Academy Press, Washington, D.C., 1996). При 
проведении исследований были предприняты меры, чтобы свести к минимуму страдания 
животных и уменьшения количества исследуемых опытных образцов.  

Схема эксперимента. Изучение микробиома рубца производили на модели бычков с 
фистулой рубца (n=3) методом латинского квадрата.  

В исследованиях использовали нерафинированное льняное масло (ООО «Планета вкуса», 
ООО «Бизнесойл», Россия) – СТО 40490379-001-2015, ТР ТС 024/2011 Технический регламент на 
масложировую продукцию (табл. 1). Исследуемое масло добавляли в количестве 3 % от сухого ве-
щества рациона путём замешивания в корм (в качестве субстрата использовали пшеничные отруби 
– контроль). 
 

Таблица 1. Жирнокислотный состав льняного масла, % 
Table 1. Fatty acid composition of flaxseed oil, % 

 
Условное обозначение 

жирной кислоты/ 
The symbol of the fatty acid 

Наименование жирной кислоты/ 
Name of the fatty acid 

Содержание, %/ 
Content, % 

С16:0 Пальмитиновая/ Palmitic acid 6,2 
С18:0 Стеариновая / Stearic acid 4,4 
С18:1 Олеиновая/ Oleic acid 16,9 
С18:2 Линолевая/ Linoleic acid 16,6 
С18:3 Линоленовая/ Linolenic acid 55,5 
С22:2 Арахиновая/ Arachnoid 0,4 

 
Содержание насыщенных жирных кислот в этом масле составило 11 %, олеиновой кислоты – 

16,9 %, линолевой – 16,6 %, линоленовой – 55,5 %. 
Исследования переваримости СВ и микробиома рубца производили методом in vitro по 

специализированной методике. В качестве дисперсионной среды была выбрана дистиллированная 
вода.  

У фистульных животных через 3 часа после кормления брали пробы рубцового содержимо-
го, которые фильтровали через 4 слоя марли и вносили в камеру инкубатора «ANKOM Daisy II», 
предварительно в камеру помещали образцы с исследуемыми кормами (мешочки), после чего за-
мещали воздух углекислотной средой и выдерживали при температуре +39 °С в течение 48 часов. 
По окончанию инкубации образцы промывались и высушивались при температуре +60 °С до кон-
стантного веса. 

Коэффициент переваримости сухого вещества in vitro вычисляли как разницу масс образца 
корма с мешочком до и после инкубации по следующей формуле: 

К=(А-В)/С×100 %, 
где: К – коэффициент переваримости сухого вещества корма (%); 
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А – исходная масса 1 (образец корма с мешочком) (мг); 
В – масса после инкубации (образец корма с мешочком) (мг); 
С – исходная масса 2 (образец корма без массы мешочка) (мг). 
После инкубирования производили отбор рубцовой жидкости шприцом дозатором «Экохим 

ОПА-02-20» (ООО «Экросхим», Россия), в микропробирки типа «Eppendorf» объёмом 1,5 мл. Для 
анализа отбирали 1,5 мл субстрата рубцовой жидкости, по одной пробе для каждого образца. 

Метагеномный анализ содержимого рубца. Микробное биоразнообразие содержимого 
рубца проводили с помощью MiSeq («Illumina», США) методом секвенирования нового поколения 
(NGS) с набором реагентов MiSeq® Reagent Kit v3 (600 cycle) в Центре коллективного пользования 
научным оборудованием «Персистенция микроорганизмов» (Институт клеточного и 
внутриклеточного симбиоза УрО РАН). При выделении ДНК отобранные пробу содержимого 
инкубировали при +37 °С в течение 30 мин в 300 мкл стерильного буфера для лизиса (20 мM 
EDTA, 1400 мM NaCl, 100 мM Tris-HCl, pH 7,5; 50 мкл раствора лизоцима в концентрации 100 
мг/мл). К смеси добавляли 10 мкл протеиназы К («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США) в концентрации 
10 мг/мл и SDS до конечной концентрации 1,0 % и инкубировали в течение 30 мин при +60 °С. ДНК 
очищали смесью фенола и хлороформа (1:1), осаждали добавлением ацетата натрия (3 М, до 10 % 
по объёму) и трёх объёмов абсолютного этанола при +20 0С в течение 4 ч. После экстракции 
смесью фенол-хлороформ-изоамиловый спирт (25:24:1) и хлороформ-изоамиловый спирт (24:1) 
ДНК в водной фазе осаждали 1 М ацетатом аммония (до 10 % по объёму) и 3-кратным объёмом 
безводного этанола в течение 12 часов при +20 °С. Осадок ДНК отделяли центрифугированием 
(12000 об./мин, 10 мин), дважды промывали 80 % этанолом, сушили и растворяли в ТЕ-буфере (1 M Тris-
HCl, pH 8,0 – 1 мл, 0,5 М EDTA, pH 8,0 – 200 мкл, Н2О – до 100 мл; «Евроген», Россия). Чистоту 
экстракции оценивали по отрицательному контролю выделения (100 мкл автоклавированной 
деионизированной воды). Чистоту полученных препаратов ДНК проверяли электрофорезом в 1,5 % 
агарозном геле с фотометрией (NanoDrop 8000, «Thermo Fisher Scientific, Inc.», США). 
Концентрацию ДНК измеряли флуориметрическим методом (прибор Qubit 2.0 с высокой 
чувствительностью определения dsDNA, «Life Technologies», США. 

ДНК-библиотеки для секвенирования были созданы по протоколу «Illumina, Inc.» (США) с 
праймерами S-D-Bact-0341-b-S-17 и S-D-Bact-0785-a-A-21 к вариабельному участку V3-V4 гена 
16S рРНК. NGS-секвенирование выполняли на платформе MiSeq («Illumina, Inc.», США) с набором 
реактивов MiSeq Reagent Kit V3 PE600 («Illumina, Inc.», США). Классификацию полученных 
операционных таксономических единиц (ОТЕ) проводили с использованием интерактивного 
инструмента VAMPS (http://vamps.mbl.edu) и базы данных RDP (http://rdp.cme.msu.edu). Некоторые 
ОТЕ выравнивали c помощью алгоритма BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), используя 
базы данных нуклеотидных последовательностей nr/nt (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM 
=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) и выравненных последовательностей генов 
рибосомальной РНК SILVA (https://www.arb-silva.de). 

Для биоинформатической обработки результатов используется программа PEAR (Pair-End 
AssembeR, PEAR v 0.9.8) (Zhang J et al., 2014).  

Результаты секвенирования обрабатывали с использованием пакета анализа данных 
офисного программного комплекса «Microsoft Office» с применением программы «Excel» 
(«Microsoft», США). 

Оборудование и технические средства. Лабораторные исследования проводили в Центре 
коллективного пользования ФНЦ БСТ РАН (аттестат аккредитации № RA.RU.21ПФ59 от 02.12.15). 
 Исследования переваримости СВ и микробиома рубца производили методом in vitro с 
использованием модели «искусственного рубца» с использованием установки – инкубатора 
«ANKOM Daisy II» (модификации D200 и D200I). Термостат ТС-1/80 СПУ (ООО «Амедис 
Инжиниринг», г. Нижний Новгород, Россия), шприц-дозатор Экохим ОПА-2-20 (ООО «Экросхим», 
г. Санкт-Петербург, Россия), микропробирки «Eppendorf». 

Статистическая обработка. Численные данные были обработаны с помощью программы 
SPSS «Statistics 20» («IBM», США), рассчитывали средние (М), среднеквадратичные отклонения 
(±σ), ошибки стандартного отклонения (±SE). Для сравнения вариантов использовали 
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непараметрический метод анализа. Различия считали статистически значимыми при Р≤0,05. 
Рассчитывали также индексы биоразнообразия Шеннона (Нꞌ), Симпсона (D), индекс 
выравненности Пиелу, индексы β-разнообразия Жаккара и Серенсена (Елина Е.Е., 2016). 

 

Результаты исследования.  
При введении льняного масла отмечено повышение переваримости СВ корма на 2,3 % 

(Р≤0,05) относительно контроля (пшеничные отруби) (рис. 1).  
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Рис. 1 – Коэффициент переваримости СВ корма при введении льняного масла, % 

Figure 1 – Digestibility of DM feed with the introduction of flaxseed oil, % 
 

По результатам проведённого метагеномного секвенирования содержимого рубца телят 
представлены значения параметров α-биоразнообразия. При сравнении групп по индексам Шенно-
на (Нꞌ) и диминирования Симсона (D) оказалось, что их значения изменялись при дополнительном 
включении льняного масла в рацион. Так, установлено, что в опытной группе уровень видового 
разнообразия был выше, чем в контроле на 45 %. Индекс доминирования Симсона в контрольной 
группе составил 0,44, в опытной группе – 0,54. На основе индекса Шеннона нами был вычислен 
показатель выравненности Пиелу (Е), данный индекс в контроле был равен 0,2, а в опытной группе – 
Е=0,3, что показывает большую выравненность микробного сообщества в рубцовой жидкости при 
включении льняного масла. В нашем исследовании индекс Шеннона (Р≤0,05) увеличивался по 
сравнению с контрольной группой и составил 0,76.  

Увеличение α-разнообразия рубцового микробиома в опытной группе не оказывало влия-
ние на β-разнообразие, так, были просчитаны индексы Жаккара и Серенсена, они оказались равны 
1, что свидетельствует о полном совпадении сообществ в контрольной и опытной группах.   

С целью оценить, были ли связаны вариации в α-биоразнообразии с изменениями видового 
состава микробиоты рубцового содержимого, проведена оценка изменений в таксономии микро-
биоты рубца на основе данных NGS-секвенирования. 

Метагеномное секвенирование содержимого рубца крупного рогатого скота контрольной 
группы показало наличие 12 филумов, из них 2 филума – доминирующих, в частности филум 
Firmicutes – 54,6 % и Bacteroidetes – 39,2 %. Эти две таксономические группы можно рассматри-
вать как «ядро бактериального микробиома», поскольку они присутствуют в значительном количе-
стве во всех исследуемых пробах. Доминирующие бактерии, обнаруженные в контрольном образ-
це, предположительно ответственны за трансформацию основных компонентов рациона – целлю-
лозу, гемицеллюлозу, крахмал, органические кислоты, белки (рис. 2). 

При введении в рацион высокоэнергетического компонента (льняного масла) на фоне воз-
растания продукции ЛЖК в рубце, наблюдается увеличение численности кислотоустойчивых бак-
терий филума Bacteroidetes (64,2 %) и снижение численности Firmicutes (19,3 %) (рис. 2).  
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Рис. 2 – Таксономический состав микробиома рубцовой жидкости in vitro на уровне филума, % 
Figure 2 – Taxonomic composition of the rumen fluid microbiome in vitro at the phylum level, % 
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Рис. 3 – Таксономический состав микробиома рубцовой жидкости in vitro на уровне класса, % 
Figure 3 – Class-level taxonomic composition of the ruminal fluid microbiome in vitro, % 

 
В опытной группе относительно контроля отмечено повышение количества микроорганиз-

мов, принадлежащих к классам Saccharibacteria в 2,8 раз, Spirochaetia – в 5 раз, Actinobacteria – в 
1,3 раз, Mollicutes – в 2,2 раз, Lentisphaeria – в 2,1 раз, Elusimicrobia – в 17 раз. Также отмечено уве-
личение представителей всех классов филума Proteobacteria при сравнении с контролем на 44 % 
(Р≤0,05). 
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При введении льняного масла отмечено преобладание представителей семейства Prevotel-
laceae, которые составили 63,1 % от общего числа представителей всех семейств, при этом выше 
контрольных значений численность данных микроорганизмов была на 40 %. В опытной группе 
относительно контроля также отмечено повышение численности микробного состава рубца се-
мейств Bifidobacteriales, Porphyromonadaceae, Rikenellaceae и некультивируемых Bacteroidales. 

При включении льняного масла отмечено снижение численности амилолитических микро-
организмов Streptococcus bovis на 99 % (Р≤0,05) относительно контроля, продуцирующих лактат, 
что приводит к увеличению ЛЖК-продуцирующих бактерий и интенсивности синтеза ЛЖК. 

Также в исследовании при добавлении льняного масла отмечено наличие в рубцовой жид-
кости домена архей, в частности Methanomassiliicoccales, концентрация которых в опытной группе 
была выше на 97 % относительно контроля.  

 
Обсуждение полученных результатов.   
Льняное масло, богатое линолевой кислотой, является одним из наиболее эффективных ис-

точников липидов, используемых в стратегиях снижения выбросов метана (Pitta DW et al., 2014). 
Льняное семя умеренно модифицирует структуру бактериального сообщества. Липиды, входящие 
в состав льняного семени, снижают относительное обилие водородпродуцирующих 
Ruminococcaceae, увеличивают долю бактерий, которые, как известно, уменьшают разложение 
сукцината до пропионата (Doreau M et al., 2014; Guyader J et al., 2015).  

Олеиновая кислота (составляющая в среднем 20 % жирных кислот льняного масла) стиму-
лировала рост Selenomonas ruminantium в чистых культурах (Maczulak AE et al., 1981). Однако для 
исследований in vivo результаты контрастны: Selenomonas был среди родов, объясняющих разли-
чия в структуре бактериального сообщества между ягнятами, получавшими льняную диету, и теми, 
кто получал контрольную диету (Lyons T et al., 2017), но не было никаких изменений в обилии 
Selenomonas, когда коров кормили подсолнечным маслом (30 % олеиновой кислоты) (Zened A et 
al., 2013). В данном исследовании установлено снижение численности порядка Selenomonadales на 
62 % в рубцовой жидкости телят при дополнительном введении льняного масла. Добавление льня-
ного масла, напротив, увеличивало обилие некультурных Bacteroidetes на 35,8 % (Р≤0,05) относи-
тельно контрольной группы. Добавление льняного масла также оказывало влияние на обилие, но 
не на разнообразие метаногенного сообщества рубца, следовательно, антиметаногенный потенциал 
жирных кислот льняного масла был связан с численностью архей в рубце, а не видовым составом. 

Ruminococcaceae являются важной группой бактерий, обитающих в рубце, и способны раз-
лагать полисахариды клеточной стенки растений на метаболизируемую энергию. Это означает, что 
повышение данного сообщества рубца повышает расщепление пищевых волокон. В настоящих ис-
следованиях добавление льняного масла имело тенденцию к повышению переваримости СВ раци-
она и составило разницу 2,3 % (р≤0,05). В текущем исследовании не было выявлено взаимосвязей 
между численностью важных таксонов и переваримостью корма. Это неудивительно, учитывая 
высокую способность микробных популяций приспосабливаться к диетическим изменениям, кото-
рые могли маскировать различия в эффективности кормов под влиянием изменений в микробных 
сообществах (Iwamoto M et al., 2002; Marais JP et al., 1988). 

Соотношение Firmicutes и Bacteroidetes (F:B) тесно связано с эффективностью корма у 
крупного рогатого скота (Jami E et al., 2014; Ramirez HA et al., 2012). Ramirez HA с коллегами 
(2012) обнаружили, что жировая добавка к рациону значительно снижала соотношение. Однако 
данные результаты не согласуются с исследованием, в котором не было отмечено значительного 
влияния липидов на соотношение F:B, что, возможно, связано с более высокими уровнями эфирно-
го экстракта в диете (McGovern E et al., 2018). В своих исследованиях нами выявлено увеличение 
соотношения Firmicutes и Bacteroidetes, которое составило 1:3,3 при дополнительном включении 
льняного масла, при этом в контроле данное соотношение было 1,4:1.  
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Выводы.  
Дополнительное включение льняного масла в рацион крупного рогатого скота способство-

вало увеличению видового разнообразия микробиома рубца, численности бактерий филума 
Bacteroidetes, а также представителей домена археи, участвующих в метаногенезе рубца. Получен-
ные данные можно использовать при разработке рационов для молодняка крупного рогатого скота 
на откорме для повышения эффективности использования кормов и оптимизации стратегий сни-
жения выбросов метана в окружающую среду. 
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