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Резюме. В данной работе выявлено изменение таксономического состава микробиома желудочно-
кишечного тракта крупного рогатого скота при включении в питание животных экстрактов (вытя-
жек) растительного происхождения. Согласно схеме исследования, животные контрольной группы 
получали основной рацион (ОР), I опытной – ОР+экстракты листьев берёзы (ЭЛБ) 50 %+травы 
зверобоя (ЭТЗ) 50%, II опытной – ОР+экстракты коры дуба 50 %+травы зверобоя 50 %. Экстракты 
вводили в индивидуальные поилки из расчёта 1,66 мл/кг массы тела. Введение животным I группы 
ЭЛБ 50 %+ЭТЗ 50 % позволило повысить число бактерий класса Bacteroidia на 1,99 % и умень-
шить число бактерий на 0,74 % из класса Clostridia и класса Negativicutes на 1,39 % по сравнению ϲ 
контрольной. Видовое разнообразие ϲ наибольшей долей было представлено Prevotella – 11,96 % 
от общего числа, неопределённые Bacteroidales – 25,08 % от общего числа, неопределённые 
Lachnospiraceae – 4,73 % от общего числа, неопределённые Ruminococcaceae – 10,56 % от общего 
числа, Succiniclastricum – 6,92 % от общего числа. При введении экстрактов кора дуба 50 %+травы 
зверобой 50 % бычкам наблюдалось уменьшение числа бактерий семейства Lachnospiraceae (на 
2,16 и 2,71 %) и Ruminococcaceae (на 2,52 и 3,1 %) относительно контрольной и I групп. 
Ключевые слова: бычки, красная степная порода, кормление, рубец, вытяжка, таксономический 
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Abstract. In this work, a change in the taxonomic composition of the microbiome of the gastrointestinal 
tract of cattle was revealed when plant extracts (extracts) were included in the animal diet. According to 
the study scheme, the animals of the control group received basic diet (BD), I experimental – BD + ex-
tracts of birch leaves (EBL) 50% + St. John's wort grass (JWG) 50%, II experimental – BD + extracts of 
oak bark 50% + St. John's wort grass 50%. The extracts were administered to individual drinkers at the 
rate of 1.66 ml/kg of body weight. The introduction of EBL 50% + JWG 50 % to animals of group I al-
lowed to increase the number of bacteria of the Bacteroidia class by 1.99% and to reduce the number of 
bacteria by 0.74% from the Clostridia class and the Negativicutes class by 1.39% compared to the control 
group. The largest share of species diversity was represented by Prevotella – 11.96% of the total number, 
indeterminate Bacteroid-25.08% of the total number, indeterminate Lachnospiraceae – 4.73% of the total 
number, indeterminate Ruminococcaceae – 10.56% of the total number, Succiniclastricum – 6.92 % of the 
total number. When introducing extracts of oak bark 50% + St. John's wort herb 50 % to bulls, a decrease 
in the number of bacteria of the Lachnospiraceae family (by 2.16 and 2.71%) and Ruminococcaceae (by 
2.52 and 3.1%) was observed relative to the control and I group. 
Keywords: bulls, Red Steppe Breed, feeding, rumen, extract, taxonomic composition. 

 
Введение. 
Изменчивость эффективности использования корма у жвачных животных частично контро-

лируется микробиотой желудочно-кишечного тракта. Модулирование состава микробиоты может 
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способствовать более устойчивому и эффективному животноводству. Известно, что существуют 
различия между составами микробиоты высоко- и низкоэффективных животных как на таксоно-
мическом, так и на генетическом уровнях. Эти различия ещё более очевидны с точки зрения уров-
ней потребления (Delgado B et al., 2019; Lei Z et al., 2019). 

Запрет на использование антибиотических средств из питания животных способствовал ак-
тивному поиску веществ с аналогичными свойствами. Одним из путей решения данной проблемы 
стало изучение свойств химических соединений растительного происхождения, ранее применяе-
мых при лечении болезней животных (Schauder C and Bassler BL, 2001; Mutlur KR et al., 2017; Ат-
ландерова К.Н. и др., 2019). 

Растительные экстракты, издревле применялись в рационах с целью укрепления иммуните-
та и снижения окислительной, воспалительной, микробной, паразитарной активности (Newman DJ, 
2008). Большинство растений имеют полезные свойства, и создаваемые на их основе биологически 
активные добавки способны благоприятно повлиять на организм животного. Среди биогенных 
низкомолекулярных молекул растений выделяют различные вторичные метаболиты, такие как ал-
калоиды, гликозиды, фенолы и терпеноиды (Hashemi SR and Davoodi H, 2011; Cheng G et al., 2014). 

В последнее время во многих странах Европы они обширно применяются в рационах как 
катализаторы роста и способны защитить организм животных (Manzanilla EG et al., 2004; 
Namkung H et al., 2004; Zanchi R et al., 2008). Таким образом, хотя фитобиотики являются нату-
ральными добавками, необходимо изучить полноту их функционирования, сбалансированности с 
рационом и особенно безопасности перед широким применением их в промышленных масштабах. 
До конца не изучено влияние комплексных растительных экстрактов, включающих смеси лекар-
ственных растений в разном соотношении на количественный и качественный состав бактерий 
рубца. 

 
Цель исследования. 
Изучение влияния экстрактов на метагеномный статус рубца у бычков молочной породы. 
 
Материалы и методы исследования. 
Объект исследования. Рубцовое содержимое, бычки красной степной породы средней 

массой 300 кг, в возрасте 12 месяцев.  
Обслуживание животных и экспериментальные исследования были выполнены в соответ-

ствии с инструкциями и рекомендациями российских нормативных актов (1987 г.; Приказ Мин-
здрава СССР No 755 от 12.08.1977 «О мерах по дальнейшему совершенствованию организацион-
ных 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 исследо-
ваний были предприняты меры для обеспечения минимума страданий животных и уменьшения 
количества исследуемых опытных образцов.  

Схема эксперимента. Место проведения исследования – физиологический двор Покров-
ского сельскохозяйственного колледжа-филиал ФГБОУ ВО «Оренбургский государственный аг-
рарный университет» и ЦКП БСТ РАН (https://ckp-rf.ru/ckp/77384).  

Отбор рубцовой жидкости молодняка крупного рогатого скота (n=3) проводился через хро-
ническую фистулу рубца. 

Основной рацион (ОР) включал в себя сено суданковое второго укоса, сено люцерновое, 
смесь концентратов (ячмень, овёс, пшеница). Животные контрольной группы получали ОР, 
I опытной – ОР+экстракты листьев березы (ЭЛБ) 50 % (Россия, ООО Фирма «Здоровье»)+травы 
зверобоя (ЭТЗ) 50 % (Россия, АО «Красногорсклексредства»), II опытной – ОР+экстракты коры 
дуба 50 % (Россия, АО «Красногорсклексредства»)+травы зверобоя 50 % (Россия, АО «Красно-
горсклексредства»). Для приготовления экстракта помещали соответствующий компонент лекар-
ственного растения (из расчёта: компонент лекарственного растения – 20 г, вода – 500 мл) в ём-
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кость на плиту. Кипятили в течение 10 минут, после этого настаивали его ещё полчаса и процежи-
вали. Экстракты вводили в индивидуальные поилки из расчёта 1,66 мл/кг массы тела. 

Отбор проб для исследования микробиома рубца проводили шприцом дозатором «Экохим 
ОПА-02-20» (ООО «Экросхим», Россия) с последующим размещением проб в стерильные микро-
пробирки типа «Eppendorf» объёмом 1,5 мл (Nuova Aptaca S.R.L., Италия). 

Метагеномный анализ содержимого рубца. Микробное биоразнообразие содержимого 
рубца анализировали с помощью MiSeq («Illumina», США) методом секвенирования нового поко-
ления (NGS) с набором реагентов MiSeq® Reagent Kit v3 (600 cycle) в Центре коллективного поль-
зования научным оборудованием «Персистенция микроорганизмов» (Институт клеточного и внут-
риклеточного симбиоза УрО РАН). При выделении ДНК отобранные пробы содержимого инкуби-
ровали при +37 ºС в течение 30 мин в 300 мкл стерильного буфера для лизиса (20 мМ – EDTA, 
1400 мМ – NaCl, 100 мМ – 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 кон-
центрации 10 мг/мл и додецилсульфат натрия (sodium dodecyl sulfate, SDS) до конечной концен-
трации 1,0 % и инкубировали в течение 30 мин при +60 ºС. ДНК очищали смесью фенола и хло-
оформа (1:1), осаждали добавлением ацетата натрия (3 М, до 10 % по объёму) и трёх объёмов аб-
солютного этанола при +20 ºС 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 ºС. Осадок ДНК отделяли центрифугированием (12000 об./мин), дважды промы-
вали 80 % этанолом, сушили и растворяли в ТЕ-буфере (1 М – Trs-HCL, pH 8,0 – 1 мл, 0,5 М – 
EDTA, pH 8,0 – 200 мклб, H2O – до 100 мл; «Евроген», Россия). Чистоту экстракции оценивали по 
отрицательному контролю выделения (100 мкл стерильной деионизированной воды). Чистоту по-
лученных препаратов ДНК проверяли электрофорезом в 1,5 % агарозном геле с фотометрией 
(NanoDrop 8000, «Thermo Fisher Scientific, Inc.», США). Для этого готовили 1,5 % агарозный гель 
путём растворения навески агарозы в буфере, содержащем 0,04 М Tris, 0,01 М – EDTA-Na, 0,05 M 
ацетата натрия при pH 7.7, который стерилизовали, затем охлаждали до +50 °С и заливали пласти-
ны геля размером 70х100х3 мм. Препарат ДНК в объёме 2 мкл смешивали с красителем в соотно-
шении 5:1, содержащем 0,25 % бромфеноловый синий и 50 % сахарозы в электрофоретическом 
буфере. Вносили препараты в лунки геля под электофоретический буфер и проводили электрофо-
рез при напряжении 80 В и силе тока 50 мА в течение двух часов. Для окрашивания гель погружа-
ли в раствор бромистого этидия. Концентрацию ДНК измеряли флуориметрическим методом 
(Qubit 4 Fluorometer «Life Technologies», США). 

ДНК-библиотеки для секвинирования 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-секвинирование выполняли на платформе MiSeq Reagent Kit V3 PE600 («Illumina, 
Inc.», США). Классификацию полученных операционных таксономических единиц (ОТЕ) прово-
дили с использованием интерактивного инструмента VAMPS и базы данных RDP 
(http://rdp.cme.edu). Некоторые ОТЕ выравнивали с помощью алгоритма BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), используя базы данных нуклеотидных последовательностей 
nr/nt (National Center for Biotechnological Information, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) и вырав-
ненных последовательностей генов «рибосомальной» РНК SILVA (https://www.arb-silva.de).  

Для биоинформатической обработки результатов использовали программу PEAR (Pair-End 
AssembeR PEAR v.0.9.8) (Zang J et al., 2014). 

Результаты секвенирования обрабатывали с использованием пакета данных Microsoft 
Excel 2013, программного обеспечения Microsoft Office (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 микробиома рубца производили с использованием модели «искусственного 
рубца» с использованием установки – инкубатора «ANKOM Daisy II» (модификации D200 и 
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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 непарамет-
рический метод анализа. Различия считали статистически значимыми при Р≤0,05. 

 
Результаты исследования. 
При введении с основным рационом различных видов растительных экстрактов оказывает-

ся влияние на изменение микробного состава рубца (рис. 1).  
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Рис. 1 – Метагеномный анализ рубцовой жидкости по филуму, % 

Figure 1 – Metagenomic analysis of ruminal fluid of bulls according to phylum, % 
 

Наиболее выраженным в количественном отношении от общего числа классифицирован-
ных бактерий являлся таксон Bacteria 99,82-99,90 %. В анализируемых контрольных пробах боль-
ше присутствовало филума Bacteroidetes – 58,43 % и Firmicutes – 38,18 % от общего количества 
бактерий. Систематический профиль таксонов контрольной группы был представлен в основном 
10 выявленными классами, главные из которых Bacteroidia – 50,29 %, Clostridia – 28,74 %, 
Negativicutes – 9,01 %, Deltaproteobacteria – 1,01 %. При этом бактерий из класса Bacteroidia оказа-
лось меньше на 1,99 и 0,9 %, а из класса Clostridia, напротив, больше на 0,74 и 5,2 % в сравнении ϲ 
I и II группами. 

Введение животным I группы ЭЛБ 50 %+ЭТЗ 50 % позволило повысить число бактерий 
класса Bacteroidia на 1,99 % (P≤0,05) и уменьшить числа бактерий на 0,74 % из класса Clostridia и 
класса Negativicutes на 1,39 % (P≤0,05) по сравнению ϲ контрольной. Экстракты листьев березы и 
травы зверобоя способствовали развитию бактерий семейств Bacteroidaceae (на 0,27 (P≤0,05) и 
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0,78% (P≤0,05)), Prevotellaceae (на 4,45 (P≤0,01) и 3,41 % (P≤0,05)), Ruminococcaceae (на 0,58 и 
3,1 %), Lachnospiraceae (на 0,55 и 2,71 %) Rikenellaceae (на 0,14 и 0,99 %), Candidatus 
Saccharibacteria (на 0,64 и 0,73 %) в отличии ϲ контрольной и II группами (рис. 2). 
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Рис. 2 – Метагеномный анализ рубцовой жидкости по классу, % 
Figure 2 – Metagenomic analysis of ruminal fluid of bulls according to class, % 

 
Видовое разнообразие ϲ наибольшей долей было представлено Prevotella – 11,96 % от об-

щего числа, неопределённые Bacteroidales – 25,08 % от общего числа, неопределённые Lachnospi-
raceae – 4,73 % от общего числа, неопределённые Ruminococcaceae – 10,56 % от общего числа, 
Succiniclastricum – 6,92 % от общего числа. Остальные виды бактерий были представлены менее 3 %. 

Введение экстракта кора дуба 50 % + трава зверобоя 50 % способствовало лучшему разви-
тию бактерий филума Bacteroidetes (на 3,69 (P≤0,05) и 2,58 % (P≤0,01)) и уменьшению числа бакте-
рий филума Firmicutes (на 3,55 и 1,49 %) по сравнению ϲ контрольной и I группой (рис. 3). 

Это отразилось на изменении доли в микробиоценозе микроорганизмов классов 
Bacteroidia, Clostridia и Negativicutes. При этом из всех сравниваемых групп наибольшое количе-
ство бактерий класса Negativicutes наблюдалось y бычков из II группы, что на 1,88 и 3,27 % боль-
ше, чем y аналогов из контроля и I группы.  
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Рис. 3 – Метагеномный анализ рубцовой жидкости по порядку, % 
Figure 3 – Metagenomic analysis of ruminal fluid of bulls by order, % 

 
При введении ЭКД 50 %+ЭТЗ 50 % бычкам наблюдалось уменьшение числа бактерий се-

мейства Lachnospiraceae (на 2,16 и 2,71 %) и Ruminococcaceae (на 2,52 и 3,1 %) относительно кон-
трольной и I групп. Видовое разнообразие было представлено следующим образом: Duncaniella 
(3,21 % от общего числа), Prevotella (5,0 % от общего числа), невыявленные 
unclassified_Bacteroidales (30,13 % от общего количества), unclassified_Lachnospiraceae (3,61 % от 
общего числа), Sporobacter (3,76 % от общего числа), unclassified_Ruminococcaceae (7,9 % от обще-
го числа), Succiniclasticum (9,12 % от общего числа). Остальные виды бактерий были представлены 
менее 3 %. 

 
Обсуждение полученных результатов.  
Рубцовое содержимое представлено огромным биоразнообразием микроорганизмов, кото-

рые как положительно влияют на получение энергии и аминокислот из небелковой формы азота в 
белковую, так и негативно воздействуют на пищевую ценность продуктов жвачных из-за большого 
количества выброса парниковых газов избыточных азотом. Наиболее важным фактором, корректи-
рующим микробиом рубца и его ферментативную активность, является диета. Огромный интерес 
привлекли растительные экстракты из-за запрета на использование противомикробных стимулято-
ров роста в животноводстве (Newbold CJ et al., 2020). Растительные экстракты, в состав которых 
входят полифенолы, фенолы, способствуют уменьшению возникновения метана, а именно защи-
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щают белок от распада до аммиака, тем самым снижается уровень азота (Dijkstra J et al., 2011; 
McSweeney CS et al., 2001; Sinz S et al., 2018).  

Выделенный из лугового клевера, например, изофлавон воздействует на изменение фер-
ментативных процессов рубца таких бактерий, как Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes и 
Planctomycetes (Kasparovska J et al., 2016).  

Использование экстракта гинкго для жвачных животных способствовало незначительному 
снижению уровня метана, а также бактерий Ruminobacter, Selenomonas, Fibrobacter, Ruminococcus 
и т. д. (Oh S et al., 2017).  

Результаты анализа, проведённого нами, показали, что в микрофлоре желудочно-
кишечного тракта жвачных животных преобладающими филумами среди бактерий являются Bac-
teroidetes (58,42-62,12 %) и Firmicutes (34,63-38,18 %), что схоже с данными, полученными ранее 
(Kim M and Wells JE, 2016). 

Доминирующими в филуме Bacteroidetes является семейство Prevotellaceae с преобладани-
ем уровня бактерий, необходимых для расщепления полисахаридов, в опытных группах на 1,04-
4,45 % в сравнении с уровнем контрольной группы. Значительный уровень бактерий, участвующих 
в процессах ферментации целлюлозы до летучих жирных кислот, а также расщепления клетчатки и 
крахмала: семейств Ruminococcaceae (13,04-16,14 %), Lachnospiraceae (4,32-7,03 %), Clostridiales 
(1,46-1,58 %) при использовании в питании экстрактов листьев берёзы, зверобоя и коры дуба, что 
согласуется с результатами ученых (Ильина Л.А., 2017). 

Для использования фитохимических веществ для получения целевых реакций без негатив-
ного воздействия на полезные популяции микроорганизмов необходимо изучение химических 
структурно-деятельностных связей (Deryabin D et al., 2019). Более глубокое понимание модулиру-
ющего воздействия фитохимикатов на микробные популяции рубца (Duskaev GK et al., 2019) вме-
сте с ферментацией позволит лучше управлять экосистемой рубца и практическим применением 
данной технологии кормовой добавки в животноводстве (Patra AK and Saxena J, 2009.) 

 
Выводы. 
Введение в основной рацион растительных экстрактов способствовало лучшему развитию 

нормофлоры, что нашло отражение в изменении её количественного и качественного состава. 
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