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Аннотация 
Современные высокопроизводительные молекулярно-

генетические и геномные технологии находят в настоящее 
время самое широкое применение в прикладных исследо-
ваниях на сельскохозяйственной птице. В предлагаемой 
молекулярно-генетической работе были изучены эффекты 
заражения кур-несушек сальмонеллой и добавления в корм 
фитобиотика Интебио на основе эфирных масел. Показано 
как угнетающее, так и активирующее влияние этих факто-
ров на уровень экспрессии ряда генов, связанных с имму-
нитетом, транспортом молекул и ионов в кишечнике и 
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продуктивностью как через сутки, так и через 7 суток по-
сле заражения. Кормовая добавка может содействовать 
формированию мобилизующего статуса напряженности 
иммунной системы за счет активации ключевых генов. 

Ключевые слова: молекулярно-генетические техноло-
гии, экспрессия генов, RT-PCR, кишечник, куры-несушки, 
фитобиотик, иммунитет 

Введение 
Развитие современных высокопроизводительных моле-

кулярно-генетических и геномных методов и технологий, 
используемых в сочетании с доступной геномной последо-
вательностью домашней курицы (International Chicken 
Genome Sequencing Consortium, 2004), дало мощный им-
пульс для широкомасштабных, в первую очередь, при-
кладных исследований, проводимых на птицах. 

На современном этапе развития промышленного яично-
го птицеводства одной из основных задач является сниже-
ние затрат на производство продукции и повышение ее ка-
чества. Для этого необходимо создать условия содержания 
и кормления птицы, обеспечивающие максимальную реа-
лизацию генетически обусловленных потенциальных воз-
можностей организма. 

Важнейшими экономическими показателями в птице-
водстве являются яйценоскость и масса яйца кур-несушек. 
В настоящее время наиболее слабо изученным фактором, 
влияющим на продуктивность и устойчивость птицы к за-
болеваниям, является состояние микрофлоры кишечника и 
его изменения под влиянием различных кормовых доба-
вок. 

Микрофлора желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) сель-
скохозяйственной птицы, особенно резидентная и симбио-
тическая, влияет на здоровье птицы (в первую очередь, на 
иммунитет), на продуктивность и, соответственно, на срок 
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продуктивного использования. Особенности микрофлоры 
кур влияют и на санитарно-гигиенические требования к 
продукции птицеводства (мясо, яйца). Например, многие 
возбудители пищевых токсоинфекций и токсикозов у лю-
дей, особенно кампилобактериозов, вызываются за счет 
контаминации мяса и яиц бактериями, являющимися нор-
мальными обителями ЖКТ у кур. 

В связи с этим актуальной является разработка новых 
молекулярно-генетических технологий оценки экспрессии 
генов, связанных с продуктивностью и устойчивостью к 
негативным факторам, обеспечивающих сохранение здо-
ровья птицы и повышение биобезопасности, продуктивно-
сти и качества продукции птицеводства. 

Система коррекции микрофлоры основана на примене-
нии безопасных для человека кормовых добавок (пробио-
тики, фитобиотики) и системы мониторинга микрофлоры с 
помощью молекулярно-генетических методов анализа, на-
пример, методики терминального полиморфизма длин ре-
стрикционных фрагментов (T-RFLP; Фисинин и др., 2015; 
Ilina et al., 2016). 

В последние годы в МВА имени К.И. Скрябина разраба-
тываются современные биотехнологии для оценки экс-
прессии генов в связи с устойчивостью к болезням и про-
дуктивностью у домашней птицы, а также системы мони-
торинга различных физиологических состояний животных 
и таких важных процессов, как переваривание и всасыва-
ние в ЖКТ биологически активных соединений посту-
пающих с пищей, колостральный и постнатальный имму-
нитет и др. К числу наиболее перспективных и активно 
развиваемых направлений при этом относится оценка воз-
действия кормовых добавок на микрофлору кишечника и 
продуктивность птицы. В частности, несомненную важ-
ность имеет изучение сочетанного влияния кормовых до-
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бавок на эмбрионы и молодняк кур яичного и мясного на-
правления продуктивности. 

Вспышки болезней пищевого происхождения у людей 
нередко ассоциируется с Salmonella enterica серовар 
Enteritidis (SE) (Mughini-Grass et al., 2014). Сальмонеллез, 
вызываемый данным патогеном, является одной из наибо-
лее распространённых инфекционных болезней в птице-
водстве в Российской Федерации (Спиридонов и др., 2015). 
У сельскохозяйственных животных и птиц слизистая обо-
лочка кишечника формирует наибольшую поверхность 
контакта с внешней средой и представляет собой основные 
ворота для проникновения SE (Galán, Curtiss, 1989). 

Известно, что кишечные патогены при проникновении в 
организм хозяина способны модулировать его транскрип-
ционную программу (Aldridge et al., 2005; Jenner, Young, 
2005). Распознание патогена — это крайне сложный про-
цесс, который вызывает изменения уровней экспрессии 
множества генов хозяина и находится в зависимости от 
значительного количества факторов: генотипа, иммуноло-
гического статуса хозяина, диетических факторов и т.д. 

У кур первоначальное распознавание сальмонеллы в 
слепых отделах кишечника происходит при помощи ре-
цепторов TLR, что сопровождается последующей индук-
цией генов, связанных с синтезом хемокинов, цитокинов и 
многих эффекторных генов, которые составляют основу 
системы врожденного иммунитета. Это приводит к ин-
фильтрации гетерофилов, макрофагов и В- и Т-лимфоци-
тов (Barrow et al., 1987; Kogut et al., 1994). 

Развитию воспалительной реакции у кур способствуют 
такие цитокины, как интерлейкин-1β (IL1B), интерлейкин-
6 (IL6), интерлейкин-17 (IL17A), интерлейкин-22 (IL22) и 
др. Кроме того, в различных органах и тканях у кур, в том 
числе в эпителиальных клетках кишечника, отмечена экс-
прессия генов, связанных с синтезом β-дефензинов 
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(AvBD), или галлинацинов (van Dijk et al., 2007), а также 
хемокинов — пептидов, основной функцией которых явля-
ется регуляция движения лейкоцитов. В геноме курицы 
идентифицированы 24 гена, связанных с синтезом хемоки-
нов, в том числе IL8L1 (CXCLi1, K60), участвующий в пе-
редаче сигналов между иммунными клетками (Moser et al., 
2005). По наблюдению van Hemert (2007), у бройлеров 
наиболее выраженные изменения в уровне экспрессии ге-
нов, связанных с иммунитетом, были отмечено через сутки 
после заражения сальмонеллой. 

На фоне того, что заражение кур сальмонеллой, как 
правило, характеризуется индукцией воспалительного от-
вета и повышением экспрессии множества генов, отмече-
но, что уровень экспрессии иных генов может быть 
уменьшен вследствие инфицирования данным патогеном 
(Coble et al., 2013). Как было отмечено (Coble et al., 2013), 
заражение кур 5-месячного возраста SE приводило к сни-
жению уровня экспрессии 32 различных генов в слепых 
отделах кишечника и печени через 10 дней после инфици-
рования. Данные гены преимущественно принадлежали в 
двум функциональным категориям: контролирующие ме-
таболические функции и клеточный цикл. Наибольшее уг-
нетение экспрессии отмечалось для генов, связанных с 
синтезом аквапорина 8 (AQP8), кальбиндина 1 (CALB1), 
белка FABP1, связывающего жирные кислоты (FABP1). 

Важно, что эпителиальная оболочка, защищая хозяина 
от патогенов, присутствующих в просвете кишечника, вы-
полняет задачу по поглощению питательных веществ через 
многочисленные ионные каналы и транспортеры, присут-
ствующие на апикальной кишечной эпителиальной грани-
це. Известно, что микробные инфекции способны оказы-
вать влияние на транспорт ионов в кишечнике птицы, что 
зависит от таких факторов, как иммунитет хозяина, виру-
лентность патогенных микроорганизмов и структурная ор-
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ганизация слизистой оболочки конкретного сегмента ки-
шечника, возраст животного (Norkina et al., 2004; 
Withanage et al., 2005; Larmonier et al., 2013). Исследования 
(Chang et al., 1990; Norkina et al., 2004; Larmonier et al., 
2013) показали, что нарушение функционирования пере-
носчиков ионов, таких как CFTR и NHE, в результате за-
ражения кур патогенами может проявляться в виде диареи, 
мальабсорбции и воспаления кишечника, что приводит к 
низкой эффективности производства (Berkes et al., 2003). 

Помимо использования антибиотиков, важным спосо-
бом профилактики бактериальных заболеваний, является 
модуляция кишечной защиты с помощью использования 
пребиотиков, пробиотиков, фитобиотиков и других кормо-
вых ингредиентов (Van den Broeck et al., 1999; Baylis, 
Goldmann, 2004). 

Несмотря на имеющиеся в литературе данные, лучшее 
представление о функционировании генов, связанных с 
иммунитетом и метаболизмом у кур, может помочь в по-
нимании механизмов адаптивного ответа на заражение 
сальмонеллой и разработке научных стратегий, направлен-
ных на максимальное улучшение состояния их здоровья и, 
в конечном итоге, продуктивности. В связи с этим целью 
настоящих прикладных исследований стало изучение эф-
фектов заражения SE и введения в рацион фитобиотика на 
основе эфирных масел на экспрессию генов, связанных с 
иммунитетом и продуктивностью несушек. 

Материалы и методы 
Эксперимент проводили на курах-несушках промыш-

ленного кросса «Ломанн Белый». Начало учетного периода 
опыта соответствовало 346 суткам жизни птиц. Птиц слу-
чайным образом распределяли на 2 аналогичные группы 
по 40 голов в каждой группе. Одна группа до конца экспе-
римента получала фитобиотик Интебио (ООО «БИО-
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ТРОФ», г. Санкт-Петербург) с кормом в количестве 90 г/т 
комбикорма. Каждая из групп в возрасте 367 суток была 
разделена случайным образом на две равные части и под-
вержена заражению эпизоотическим штаммом SE, в ре-
зультате чего были сформированы четыре группы: 
1) контрольная, 2) контрольная с заражением SE, 3) Инте-
био и 4) Интебио с заражением SE. 

Для оценки экспрессии генов с применением метода 
ПЦР с обратной транскрипцией (RT-PCR) отбирали ткани 
слепых отростков кишечника, для анализа микробиома — 
содержимого слепых отростков кишечника. Исследование 
реакции экспрессии генов в ответ на заражение сальмонел-
лой было исследовано через сутки после заражения несу-
шек, а также через 7 суток после инфицирования с целью 
наблюдения за отдаленными последствиями заражения. 
При этом были выбраны некоторые ключевые гены, свя-
занные с иммунитетом, транспортом ионов в кишечнике и 
продуктивностью. 

Результаты и обсуждение 
По результатам исследования было показано, что через 

сутки после заражения SE было отмечено снижение уровня 
экспрессии гена AvBD10 (Gal-10), который связан с синте-
зом β-дефензина-10, принимающего участие в воспали-
тельном иммунном ответе, во всех опытных вариантах по 
сравнению с контролем (рис. 1; до 1,92 раз). Сходные ре-
зультаты были получены в работе Ramasamy et al. (2011), в 
которой авторы наблюдали снижение уровня экспрессии 
гена AvBD10 в опыте по заражению цыплят S. enterica се-
ровар Pullorum. При этом уменьшение уровня экспрессии 
AvBD10 в слепых отростках кишечника при заражении 
сальмонеллой достигало 2,04 раза (при P<0,05) по сравне-
нию с контролем без инфицирования. Ранее другими ис-
следователями при заражении птиц сальмонеллой был так- 
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Рис. 1. Экспрессия генов, связанных с продуктивностью 

и иммунитетом кур-несушек, через сутки после заражения 
сальмонеллой в опытных группах: S.e. — Salmonella 

Enteritidis; I — Интебио; S.e. + I — S. Enteritidis + Интебио 
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Рис. 2. Экспрессия генов, связанных с продуктивностью 
и иммунитетом кур-несушек, через 7 суток после заражения 

сальмонеллой в опытных группах: S.e. — Salmonella 
Enteritidis; I — Интебио; S.e. + I — S. Enteritidis + Интебио 
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же зафиксирован более низкий уровень экспрессии генов 
дефензинов у чувствительных к инфицированию сальмо-
неллой кур по сравнению с устойчивыми (Sadeyen et al., 
2004). Это исследование продемонстрировало различия в 
выраженности экспрессии генов, связанных с иммуните-
том, между восприимчивыми и устойчивыми куриными 
линиями. 

Через 7 суток после заражения сальмонеллой, напротив, 
наблюдалось усиление уровня экспрессии гена AvBD10 во 
всех опытных вариантах по сравнению с контролем без 
заражения (рис. 2). Вероятно, данный ген принимал уча-
стие в обеспечении резистентности к сальмонелле у иссле-
дованных кур, как это показано другими авторами 
(Hasenstein, Lamont, 2007; Mukhopadhyay et al., 2010), од-
нако активация его происходила позднее, чем через сутки 
после заражения сальмонеллой. 

Интересно, что через сутки после заражения введение в 
рацион фитобиотика Интебио также способствовало сни-
жению уровня экспрессии гена AvBD10 в 8,3 раза (при 
P=0,007) по сравнению с контролем без заражения. По-
видимому, данное явление носило позитивный характер. 
Дело в том, что при избыточной активации иммунной сис-
темы происходит быстрое увеличение количества иммун-
ных клеток, что вызывает существенное увеличение рас-
хода питательных веществ, ослабление организма и сни-
жение продуктивности. Противовоспалительное действие 
эфирных масел было отмечено ранее другими исследова-
телями (Yang et al., 2015; Крюков, Глебова, 2017). 

Однако через неделю после заражения, напротив, на-
блюдалось наибольшее усиление экспрессии гена AvBD10 
в варианте с введением Интебио без заражения (при 
P=0,001) по сравнению с контролем и вариантами с инфи-
цированием, что указывает на активирующее влияние фи-
тобиотика на экспрессию данного гена. Интересно, что че-
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рез сутки и через 7 суток после заражения SE было отме-
чено увеличение уровня экспрессии гена IL6 в вариантах с 
введением Интебио и инфицированием сальмонеллой по 
сравнению с другими вариантами (рис. 2). При этом в ва-
рианте с заражением сальмонеллой без введения в рацион 
фитобиотика наблюдалось снижение уровня экспрессии 
IL6 через сутки в 2,2 раза (P=0,04) и через 7 суток в 2,7 
раза (P=0,05) по сравнению с контролем без инфицирова-
ния. Вероятно, данный ген в настоящем эксперименте не 
принимал участие в обеспечении резистентности к саль-
монелле у исследованных кур, тогда как применение пре-
парата Интебио могло положительно сказаться на увели-
чении уровня резистентности к сальмонелле. 

Тем не менее в других работах (Berndt et al., 2007, 
Crhanova et al., 2011) сообщалось об увеличении количест-
ва цитокинов и иммунных белков, таких как IL1β, IL6, IL8, 
IL12, IL17, IL18, IL22, IL23, IFNγ и LITAF, после зараже-
ния кур сальмонеллой, что вступает в некоторое противо-
речие с результатами описываемых здесь исследований. 

В тоже время через сутки после заражения SE (рис. 1) 
было отмечено резкое увеличение (до 15,3 раз при 
P=0,0001) уровня экспрессии гена IL8L1 во всех опытных 
вариантах по сравнению с контролем. Интересно, что вве-
дение в рацион фитобиотика Интебио в группе без зараже-
ния также способствовало резкому увеличению уровня 
экспрессии гена IL8L1 (при P=0,0002) по сравнению с кон-
тролем без заражения, что может свидетельствовать о по-
зитивной роли фитобиотика в усилении защитных барье-
ров организма птицы. Ранее Setta et al. (2012) при инфици-
ровании SE бройлеров кросса Росс 308 наблюдали 
значительное увеличение уровня экспрессии хемокинов 
IL8L1 и IL8L2 (CXCLi2) в миндалинах слепой кишки по 
сравнению с вариантом без заражения, а также с инфици-
рованием другими серотипами сальмонеллы, протестиро-



 

24 

ванными в этом исследовании. Повышение уровня экс-
прессии гена IL8L1 достигало 3,13 раза (при P<0,05) по 
сравнению с контролем без заражения. Кроме того, van 
Hemert (2007) в ответ на заражение SE наблюдал усиление 
экспрессии генов, связанных с синтезом CXC хемокинов, в 
том числе IL8L1, в тонком кишечнике кур двух линий (бы-
стро растущей линии A и медленно растущей линии B). 

Примечательно, что через 7 суток после заражения SE 
(рис. 2) увеличение уровня экспрессии гена IL8L1 во всех 
вариантах было не таким выраженным, как через сутки по-
сле заражения, и не превышало по сравнению с контролем 
1,82 раза (P=0,004). 

Таким образом, анализируя действие фитобиотика на 
активацию генов иммунитета, можно заключить, что через 
сутки после инфицирования адаптивный ответ на зараже-
ние сальмонеллой на фоне применения Интебио заключал-
ся в усилении уровня экспрессии таких генов, как AvBD10, 
IL6 и IL8L1, по сравнению с группой с инфицированием 
без введения фитобиотика. 

Через сутки после заражения SE (рис. 1) было отмечено 
снижение уровня экспрессии гена SLC5A1 (SGLT1) в вари-
антах с заражением сальмонеллой по сравнению с контро-
лем без заражения. Уровень снижения экспрессии в вари-
анте с заражением сальмонеллой был снижен в 2,8 раза 
(P=0,05), а с инфицированием сальмонеллой и одновре-
менным введением Интебио — в 2,9 раз (P=0,04). SLC5A1 
представляет собой мембранный белок, натрий-зависимый 
глюкозный котранспортер, который входит в семейство 
переносчиков глюкозы и является высокоаффинным 
котранспортером Na+/глюкозы (Lehmann, Hornby, 2016). 
Известно, что транспорт глюкозы и галактозы через энте-
роциты кишечника, обеспечивает эффективный ионный 
гомеостаз и является первым шагом в поглощении углево-
дов и кормов (Wright, Turk, 2004; Wright et al., 2004). Веро-
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ятно, кишечная инфекция, вызванная сальмонеллой, явля-
ясь результатом взаимодействия между различными фак-
торами вирулентности патогена и защитными механизма-
ми хозяина, может приводить к изменению процессов 
транспорта питательных веществ в кишечнике. Подобные 
исследования ранее было проведено на мышах с тяжелым 
комбинированным иммунодефицитом (Bertelsen et al., 
2003). Было показано, что инфицирование S. enterica серо-
вар Typhimurium способствовало, напротив, быстрому уве-
личению транспорта ионов Ca2+ и цАМФ. 

Через 7 суток после заражения SE (рис. 2) наблюдалось 
восстановление уровня экспрессии гена SLC5A1 и даже не-
которое его усиление в обоих вариантах с заражением 
сальмонеллой. 

Через сутки после заражения SE (рис. 1) было отмечено 
некоторое увеличение уровня экспрессии гена CA2 (Ca2) 
во всех опытных вариантах по сравнению с контролем без 
заражения. Данный ген связан с синтезом фермента карбо-
ангидразы II, участвующего в образовании CaCO3, и, как 
следствие, оказывает влияние на кальцификацию яичной 
скорлупы (Gutowska, Mitchell, 1945). Через 7 суток после 
заражения происходила резкая активация экспрессии гена 
CA2 в варианте с заражением сальмонеллой в 388 раз 
(P=0,0001) по сравнению с контролем, а также в варианте с 
применением Интебио без заражения — в 488,9 раз 
(P=0,0001) по сравнению с контролем. 

В литературе отсутствуют данные об изменении уровня 
экспрессии гена CA2 в ответ на заражение SE. Однако су-
ществуют данные об активации гена CA2 в ответ на скарм-
ливание цыплятам-бройлерам карбаматного пестицида ти-
рам, вызывающего у цыплят дисхондроплазию больше-
берцовой кости (Tian et al., 2009). 

Интересно возрастание уровня экспрессии гена CALB1 в 
3,4 раза (при P=0,005) у кур из группы без заражения с 
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применением Интебио по сравнению с контролем без за-
ражения. Это может свидетельствовать о позитивной роли 
введения в рацион несушек Интебио, поскольку данный 
ген связан с синтезом кальбиндина — белка, участвующе-
го в транспорте кальция. Показана связь данного гена с 
механическими свойствами яичной скорлупы (Sun et al., 
2016). Кроме того продемонстрировано (Sun et al., 2016), 
что у кур, несущих яйца с прочной скорлупой, уровень 
экспрессии CALB1 в яйцеводах был в 3 раза выше (при 
P<0,05), чем у кур, от которых получали яйца с непрочной 
скорлупой. 

В исследовании отмечена активация экспрессии гена 
RARRES1 (OCX-32) в ответ на заражение сальмонеллой по 
сравнению с контролем без заражения через 7 суток после 
инфицирования. Ген RARRES1 связан с синтезом овока-
ликсина-32 — белка массой 32 кДа, входящего в состав 
матрикса яичной скорлупы. Известно, что яичная скорлупа 
птиц, являясь высокоупорядоченным биоминералом, со-
стоящим из карбоната кальция, связанного с органическим 
матриксом, обеспечивает развивающемуся эмбриону за-
щиту от колонизации патогенной микрофлорой (Gautron, 
Nys, 2007). В исследованиях (Gautron, Nys, 2007) было 
проведено изучение функций рекомбинантного белка 
OCX-32. Белок был извлечен из клеток Escherichia coli и 
очищен с помощью аффинной хроматографии. Было пока-
зано, что OCX-32 оказывал ингибирующее воздействие на 
рост Bacillus subtilis (Xing et al., 2007). По результатам на-
стоящих исследований можно заключить, что отдаленным 
последствием заражения несушек патогенами может яв-
ляться активация генов, связанных с увеличением защит-
ных свойств яичной скорлупы. 

Интересные данные были получены в результате изу-
чения экспрессии гена BPIFB3 (OCX-36), связанного с син-
тезом овокаликсина-36 — белка яичной скорлупы массой 
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36 кДа. Овокаликсин-36 секретируется в яйцеводах, его 
экспрессия, как правило, регулируется во время активной 
фазы кальцификации скорлупы (Gautron et al., 2007; Dunn 
et al., 2009). Экспрессия гена BPIFB3 отмечена также в 
тканях кишечника (Chiang et al., 2011). В настоящем экс-
перименте было отмечено существенное увеличение уров-
ня экспрессии гена BPIFB3 в вариантах с применением 
Интебио без заражения и применения Интебио с заражени-
ем через 7 суток после инфицирования. Эти данные пред-
ставляют большую ценность, поскольку известно (Dunn et 
al., 2009), что функционирование гена BPIFB3 было связа-
но с толщиной маммиллярного слоя скорлупы. Yang et al. 
(2007) продемонстрировали, что ген BPIFB3 является по-
тенциальным молекулярным маркером, связанным с раз-
личными темпами производства яиц. Данные результаты 
демонстрируют влияние гена BPIFB3 на продуктивность 
несушек. Кроме того, известно, что овокаликсин-36 обла-
дает антимикробной активностью и участвует в естествен-
ной защите эмбриона (Gautron et al., 2007). 

Мы не встретили в литературе данных об изменении 
уровня экспрессии гена BPIFB3 в ответ на заражение SE, 
что свидетельствует о существенной научной новизне по-
лученных результатов. 

Заключение 
Таким образом, в прикладном молекулярно-генетичес-

ком исследовании было показано, что заражение кур-
несушек SE и введение в рацион фитобиотика Интебио на 
основе эфирных масел оказывали как угнетающее, так и 
активирующее воздействие на уровень экспрессии некото-
рых генов, связанных с иммунитетом, транспортом моле-
кул и ионов в кишечнике и продуктивностью. Изменения в 
уровне экспрессии данных генов наблюдались как через 
сутки, так и через 7 суток после заражения сальмонеллой. 
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Судя по комплексной оценке данных, добавка создает оп-
ределенный мобилизующий статус напряженности иммун-
ной системы за счет активации ряда ответственных генов 
еще до инфицирования, и, как следствие, это находит от-
ражение в поддержании яичной продуктивности на уровне 
здоровой птицы. 

Исследования проведены при поддержке гранта Пра-
вительства Российской Федерации (договор № 14. 
W03.31.0013 от 20 февраля 2017 г.). 
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Abstract 
Modern high-performance molecular genetic and genomic 

technologies are currently widely used in applied research on 
poultry. In the present molecular genetic study, the effects of 
infection of laying hens with Salmonella and the feed additive 
Intebio, an phytobiotic based on essential oils, were studied. 
Both the inhibitory and the activating influence of these factors 
on the level of expression of a number of genes associated with 
immunity, transport of molecules and ions in the intestine, and 
productivity were shown both in 1 day and 7 days post infec-
tion. The feed additive can promote the formation of the mobi-
lizing status of the immune system tension by activating key 
genes. 
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