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Резюме. Согласно современным представлениям, стресс оказывает существенное влияние на состав микро-

биоценоза за счет изменения проницаемости кишечного барьера и провоспалительного действия. Данное 

обстоятельство, в свою очередь, изменяет поведенческие реакции, тревожность и стресс-реакцию. В связи 

с этим представляется перспективным использование нейротропных препаратов на основе регуляторных 

пептидов, к числу которых относится селанк, для коррекции стресс-индуцированного дисбиоза. Целью ра-

боты явилась оценка состояния микробиоценоза толстой кишки крыс при применении селанка и в условиях 

экспериментально моделированного хронического иммобилизационного стресса. Исследование выполнено 

на 65 крысах-самцах Вистар, которые были разделены на пять групп по 13 особей в каждой: первая группа 

представлена крысами, которым вводили физиологический раствор; во вторую группу вошли животные, ко-

торым вводили физиологический раствор и моделировали хронический иммобилизационный стресс; живот-

ным третьей, четвертой и пятой групп вводили селанк в дозах 80, 250 и 750 мкг/кг массы тела соответственно 

и моделировали хронический иммобилизационный стресс. Количественное и качественное исследование 

пристеночной микробиоты толстой кишки экспериментальных животных проводили по методике Л.И. Ка-

фарской и В.М. Коршунова. Идентификацию микроорганизмов осуществляли с помощью масс-спектрометра 

«Maldi Biotyper Microflex» (Bruker, США). Удельное содержание микроорганизмов выражали в lg КОЕ/г мас-

сы исследуемого материала. Для каждого идентифицированного рода микроорганизмов вычисляли относи-

тельное среднее и частоту встречаемости. Статистическую значимость различий средних величин определя-

ли с помощью t-критерия Стьюдента. Хронический иммобилизационный стресс в эксперименте не привел 

к смене доминантных представителей микробиоты толстой кишки крыс и не снизил частоту их встречае-

мости, однако существенно повлиял на значения определяемых показателей в отношении факультативных 

микроорганизмов, изменив структуру исследуемых популяций за счет увеличения доли условно-патогенных 

бактерий. Применение селанка привело к нивелированию сдвигов в составе толстокишечного микробиоце-

ноза, вызванных стрессом. Причем значения определяемых показателей в результате применения селанка 

в дозе 750 мкг/кг достигали таковых в группе не стрессированных животных. Установленные эффекты се-

ланка, предположительно, могут реализовываться за счет как центрального, так и периферического действия 

препарата, в том числе иммуномодулирующего и противовоспалительного. Таким образом, применение се-

ланка способствовало восстановлению состава микробиоценоза толстой кишки при стрессе.
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STATE OF RAT COLON MICROBIOCENOSIS IN CHRONIC RESTRAINT STRESS TREATED WITH SELANK

Mukhina A.Yu.a, Medvedeva O.A.a, Svishcheva M.V.a, Shevchenko A.V.a, Efremova N.N.a, Bobyntsev I.I.a, 

Kalutsky P.V.a, Andreeva L.A.b, Myasoedov N.F.b

a Kursk State Medical University, Kursk, Russian Federation
b Institute of Molecular Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. It is currently accepted that stress significantly affects composition of microbiocenosis due to changes in perme-

ability of intestinal barrier and pro-inflammatory effects. This, in turn, changes behavioral reactions, anxiety and stress 

response. In this regard, it seems promising to use regulatory peptide-based neurotropic drugs including Selank to correct 

stress-induced dysbiosis. Our study was aimed at assessing state of rat colon microbiocenosis in modelled chronic restraint 

stress and treated with Selankby using 65 Wistar male rats divided into five groups (per 13 rats in each): group 1 — rats injected 

with saline; group 2 — injected with saline and induced chronic restraint stress; group 3–5 — administered with Selank at 

dose of 80 μg/kg, 250 μg/kg and 750 μg/kg body weight, respectively, and induced chronic restraint stress. Quantitative and 

qualitative study of animal colon microbiota was carried out according to the method by L.I. Kafarskaja and V.M. Kor-

shunov. Identification of microorganisms was carried out by using a Maldi Biotyper Microflex mass spectrometer (Bruker, 

United States). Microbial species-specific composition was presented as lg CFU/g mass of examined sample. For each iden-

tified microbial genus, the relative mean and frequency of occurrence were calculated. Statistical significance of differences 

in mean values was determined by using Student’s t-test. Chronic restraint stress in the experiment did not result in affect-

ing dominant microbiota species in rat colon nor reduce their frequency, however, it significantly influenced examined 

parameters for commensal microbiota disturbing pattern of pathogenic bacterial strains. Use of Selank led to the reversing 

changes in composition of colonic microbiocenosis caused by stress model. Moreover, magnitude of parameters examined 

in experiment after applying Selank at dose of 750 μg/kg reached those in non-stressed animals. Thus, effects related to Se-

lank administration may presumably be mediated due to both central and peripheral effects including immunotropic and 

anti-inflammatory activities which contributed to restoring colon microbiocenosis composition in stress model.

Key words: Selank, microbiocenosis, restraint stress, microbiota, dysbiosis.

Введение

В общебиологическом плане стресс является 

неспецифической психофизиологической реак-

цией организма на воздействие любых экстре-

мальных факторов физической, биологической 

и психогенной природы [9]. Современные ус-

ловия жизнедеятельности приводят к тому, что 

различные по продолжительности и природе 

стрессорные факторы воздействуют на человека 

на протяжении всей жизни. Хронический иммо-

билизационный стресс, являясь важным аспек-

том современной медицины, обусловлен такими 

физиологическими и социальными причинами, 

как снижение нагрузки на опорно-двигатель-

ный аппарат, пребывание в помещениях малого 

объема, информационные перегрузки, малопод-

вижный образ жизни.

Известно, что стрессорное воздействие спо-

собно модулировать профиль микробиоты [7, 12]. 

Причем даже кратковременный стресс на ранних 

этапах развития способен влиять на состояние 

микробиоценоза толстой кишки в течение всей 

жизни [8, 11]. Данные аберрации качественного 

и количественного состава микробиоты, в свою 

очередь, влияют на поведенческие реакции, ког-

нитивные способности, тревожность и стресс-

реакцию [7]. В связи с этим представляется пер-

спективным и патогенетически обоснованным 

исследование возможности применения нейро-

тропных препаратов на основе регуляторных пеп-

тидов для коррекции стресс-индуцированных 

сдвигов в составе толстокишечного микробиоце-

ноза. Препараты данной группы, к числу которых 

относится гептапептид селанк, выгодно отлича-

ются от других анксиолитиков и антидепрессан-

тов высокой биологической активностью, поли-

функциональностью и отсутствием при этом не-

желательных эффектов [3]. Установлено, что се-

ланк наряду с нейротропным действием обладает 

иммуномодулирующей активностью, антикоагу-

лянтными свойствами, снижает ульцерогенные 

эффекты стресса, что и послужило основанием 

для выбора селанка с целью коррекции стресс-

индуцированного дисбиоза [1, 4, 6].

В связи с вышеизложенным, целью рабо-

ты явилась оценка состояния микробиоценоза 

толстой кишки крыс при применении селанка 

и в условиях экспериментально моделированно-

го хронического иммобилизационного стресса.

Материалы и методы

Исследование проведено на 65 крысах-сам-

цах Вистар весом 250–280 г, которые были по-

лучены из Питомника лабораторных животных 

Филиала Института биоорганической химии 

имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Ов-

чинникова РАН (г. Пущино) и содержались 

в стандартных условиях со свободным досту-

пом к воде и гранулированному корму, при 

световом режиме 12 ч — свет, 12 ч — темнота 

и температуре воздуха 22–24°С. Эксперимент 

выполнен в соответствии с Хельсинкской дек-

ларации о гуманном отношении к животным, 

директивы Европейского парламента и Совета 

Европейского Союза 2010/63/ЕС от 22 сентября 

2010 г. о защите животных, использующихся 

для научных целей, и в соответствии с реше-

нием регионального этического комитета при 
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Курском государственном медицинском уни-

верситете. Исследуемые животные были раз-

делены на пять групп по 13 особей в каждой. 

Первая группа представлена крысами, которым 

вводили физиологический раствор; во вторую 

группу вошли животные, которым вводили 

физиологический раствор и моделировали хро-

нический иммобилизационный стресс (ХИС); 

животным третьей, четвертой и пятой групп 

вводили селанк в дозах 80, 250 и 750 мкг/кг мас-

сы тела соответственно и моделировали ХИС.

Применяемый в работе гептапептид Thr-Lys-

Pro-Arg-Pro-Gly-Pro (селанк), синтезированный 

в Институте молекулярной генетики РАН, рас-

творяли в физиологическом растворе и вводили 

экспериментальным животным парентераль-

но (внутрибрюшинно) в соответствующих до-

зах за 15 минут до начала стрессорного воздей-

ствия в объеме из расчета 1 мл на 1 кг массы тела. 

Контрольным животным вводили эквивалент-

ные объемы физиологического раствора.

Хронический иммобилизационный стресс 

моделировали помещением крыс в индивиду-

альные тесные пластиковые боксы с отверстия-

ми для вентиляции ежедневно на 2 часа в тече-

ние 14 дней [10]. По истечении указанного срока 

животных выводили из эксперимента под эфир-

ным наркозом обескровливанием путем забора 

крови из правого желудочка сердца и выделяли 

биоптаты толстой кишки.

Количественное и качественное исследова-

ние пристеночной микробиоты толстой киш-

ки экспериментальных животных проводили 

по методике Л.И. Кафарской и В.М. Коршунова 

[2]. Идентификацию микроорганизмов осущест-

вляли с помощью масс-спектрометра «Maldi 

Biotyper Microflex» (Bruker, США). Удельное 

содержание микроорганизмов выражали в lg 

КОЕ/г массы исследуемого материала.

Для оценки состояния микробиоценоза тол-

стой кишки крыс рассчитывали частоту встре-

чаемости рода. Данный показатель отражает 

долю животных, у которых обнаружен соответ-

ствующий род микроорганизмов. Кроме того, 

для каждого идентифицированного рода микро-

организмов вычисляли относительное среднее, 

то есть долю в исследуемой популяции [5].

Статистическую значимость различий сред-

них величин определяли с помощью t-критерия 

Стьюдента после проверки нормальности распре-

деления изучаемых показателей в исследуемых 

группах. Обработку полученных данных прово-

дили в программе Microsoft Excel (Microsoft, США).

Результаты

При исследовании частоты встречаемости 

идентифицированных микроорганизмов было 

установлено, что формирование ХИС не при-

вело к изменению значений данного показателя 

для таких облигатных представителей микро-

биоценоза, как лактобациллы, бифидобактерии 

и кишечная палочка с нормальной фермента-

тивной активностью, однако кишечная палоч-

ка со сниженной ферментативной активностью 

встречалась на 46,5% чаще, чем у животных, 

не подвергшихся стрессу (табл.).

Вместе с тем отмечалось достоверное увели-

чение частоты встречаемости ряда факульта-

тивных микроорганизмов, относящихся к ро-

дам Klеbsiеllа (на 61% по сравнению с нестрес-

сированным контролем), Моrgаnеlla (на 38%), 

Stарhуlососсus (коагулазоотрицательные) (на 62%), 

Candida (на 38%). Отдельные условно-патогенные 

представители микробиоты, в том числе энтеро-

бактеры, цитробактеры, протеи, ацинетобактеры 

и золотистый стафилококк, были зарегистриро-

ваны только у животных, подвергшихся ХИС.

Статистически значимые различия между 

значениями определяемого показателя при при-

менении селанка в дозе 80 мкг/кг в условиях 

ХИС были установлены только для ацинетобак-

теров, которые не идентифицировались в дан-

ной группе животных, и золотистого стафило-

кокка, частота встречаемости которого сократи-

лась на 53,5% по сравнению со стрессированным 

контролем.

Введение селанка в дозе 250 мкг/кг крысам, 

подвергшимся ХИС, привело к достоверному 

снижению частоты встречаемости энтеробак-

теров на 46,5%, протеев — на 23%, клебсиелл — 

на 77%, морганелл — на 38,5%, коагулазоотрица-

тельных стафилококков — на 46%, грибов рода 

Candida — на 38% по сравнению со стрессирован-

ным контролем. При этом в исследуемой груп-

пе не были идентифицированы Сitrоbасtеr sрр., 

Асinеtоbасtеr sрр. и Stарhуlососсus аurеus, которые 

регистрировались у стрессированных животных 

в 46±13,82, 38±13,46 и 61,5±13,5% случаев соот-

ветственно.

В результате применения селанка в дозе 

750 мкг/кг сократилась частота встречаемос ти 

факультативных бактерий, представленных эн-

теробактерами (на 46,5%), протеями (на 54%), 

клебсиеллами (на 69%), морганеллами (на 38,5%) 

и коагулазоотрицательными стафилококка-

ми (на 62%) по сравнению со стрессированным 

контролем. Кроме того, идентифицированные 

в условиях ХИС цитробактеры, ацинетобакте-

ры и золотистый стафилококк не определялись 

в исследуемой группе.

Анализируя полученные результаты, следует 

отметить, что во всех исследуемых группах ве-

дущую долю популяции составили лактобацил-

лы и бифидобактерии (рис.). Однако в условиях 

ХИС их относительное среднее значительно со-

кратилось, как и количество E. coli с нормальной 

ферментативной активностью, при этом доля 

E. coli со сниженной ферментативной активнос-

тью возросла на 3,88%.

Снижение под влиянием ХИС числа облигат-

ных представителей толстокишечного микро-
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биоценоза привело к увеличению относитель-

ного среднего отдельных условно-патогенных 

родов микроорганизмов, идентифицированных 

как Klеbsiеllа sрр., Моrgаnеllа sрр., Stарhуlососсus 

(коагулазоотрицательные), Саndidа sрр., а также 

появлению отсутствовавших у нестрессирован-

ных животных бактерий, относящихся к ро-

дам Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter и виду 

Staphylococcus aureus.
Применение селанка в дозе 80 мкг/кг суще-

ственно не изменило структуру микробиоценоза 

по сравнению со стрессированным контролем.

В результате введения селанка в дозе 250 мкг/

кг доля факультативных представителей микро-

биоты сократилась за счет увеличения количе-

ства облигатных микроорганизмов, однако от-

носительное среднее не достигло значений, соот-

ветствующих животным, не подвергшимся ХИС.

Наиболее близкие к нестрессированному 

контролю значения определяемого показателя 

были зарегистрированы при применении селан-

ка в дозе 750 мкг/кг.

Обсуждение

Согласно современным данным, стресс ока-

зывает провоспалительное действие на кишеч-

ник. Это связано с тем, что хронический стресс 

ингибирует противоспалительные эффекты 

вагуса [13]. С другой стороны, гормоны стресса 

разрушают плотные межклеточные контакты, 

увеличивают проницаемость стенки кишки, 

способствуя миграции микроорганизмов и ак-

тивации местного иммунитета [8, 9, 11, 13].

По нашему мнению, именно эти механизмы ле-

жат в основе того, что ХИС в эксперименте не при-

вел к смене доминантных представителей микро-

биоты толстой кишки крыс и не снизил частоту 

их встречаемости, однако существенно повлиял 

на значения определяемых показателей в отноше-

нии факультативных микроорганизмов, изменив 

структуру исследуемых популяций за счет увели-

чения доли условно-патогенных бактерий.

Применение селанка привело к нивелирова-

нию сдвигов в составе толстокишечного микро-

Таблица. Частота встречаемости представителей мукозной микробиоты толстой кишки крыс 

при применении селанка и в условиях ХИС (%, P±mp)

Table. The occurrence frequency of rats’ colon mucous microbiota representatives under restraint stress and Selank 
administration (%, P±mp)

Выделенные микроорганизмы

Isolated microorganisms

Контроль 
без стресса 
(введение 
физ. р-ра)

Stress-free 
control 

(injection 
of saline)

Контроль 
(физ. р-р + 

ХИС)

Control 
(injection 
of saline + 
restraint 
stress)

Введение 
селанка 

в дозе 
80 мкг/кг + 

ХИС

Injection 
of Selank 

in dose 
80 mkg/kg + 

restraint stress

Введение 
селанка 

в дозе 
250 мкг/кг + 

ХИС

Injection 
of Selank 

in dose 
250 mkg/kg + 

restraint stress

Введение 
селанка 

в дозе 
750 мкг/кг + 

ХИС

Injection 
of Selank 

in dose 
750 mkg/kg + 

restraint stress
Lactobасillus sрр. 100±0 100±0 100±0 100±0 100±0
Bifidоbасtеrium sрр. 100±0 100±0 100±0 100±0 100±0
Е. соli с нopмaльнoй 
фepмeнтaтивнoй aктивнocтью

E. coli with normal enzymatic activity
100±0 100±0 100±0 100±0 100±0

Е. соli сo cнижeннoй 
фepмeнтaтивнoй aктивнocтью

E. coli with low enzymatic activity
15±9,9 61,5±13,5# 61,5±13,5 46±13,82 23±11,67

Еntеrоbасtеr sрр. 0 61,5±13,5## 46±13,82 15±9,9* 15±9,9*
Сitrоbасtеr sрр. 0 46±13,82## 31±12,83 0** 0**
Рrоtеus sрр. 0 69±12,83## 38±13,46 23±11,67** 15±9,9**
Klеbsiеllа sрр. 31±12,83 92±7,52## 38±13,46 15±9,9** 23±11,67**
Моrgаnеlla sрр. 23±11,67 61,5±13,5# 46±13,82 23±11,67* 23±11,67*
Асinеtоbасtеr sрр. 0 38±13,46# 0** 0** 0**
Еntеrососсus sрр. 23±11,67 23±11,67 46±13,82 15±9,9 23±11,67
Stарhуlососсus 
(кoагулазooтрицaтeльные)

Stарhуlососсus (coagulase-negative)
38±13,46 100±0## 69±12,83 54±13,82** 38±13,46**

Stарhуlососсus аurеus 0 61,5±13,5## 8±7,52** 0** 0**
Candida sрр. 31±12,83 69±12,83# 61,5±13,5 31±12,83* 38±13,46

Примечание. #р ≤ 0,05 по сравнению с группой «введение физиологического раствора», ##р ≤ 0,01 по сравнению с группой «введение 
физиологического раствора», *р ≤ 0,05 по сравнению с группой «физиологический раствор + ХИС», **р ≤ 0,01 по сравнению с группой 
«физиологический раствор + ХИС».
Note. #р ≤ 0,05 comparing to the group «stress-free control», ##р ≤ 0,01 comparing to the group «stress-free control», *р ≤ 0,05 comparing to the group 
«saline solution + restraint stress», **р ≤ 0,01 comparing to the group «saline solution + restraint stress».
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биоценоза, вызванных стрессом. Причем зна-

чения определяемых показателей в результате 

применения селанка в дозе 750 мкг/кг достигали 

таковых в группе нестрессированных животных.

Установленные эффекты селанка могут реа-

лизовываться за счет как центрального, так и пе-

риферического действия препарата, так как в на-

стоящее время, наряду с доказанными нейро-

тропными эффектами селанка, рассматриваются 

и местные механизмы действия нейропептида [1, 

3]. Так, системное введение селанка подавляло 

экспрессию гена IL-6 лейкоцитами периферичес-

кой крови, а также ингибировало экспрессию ге-

нов хемокинов и Мар2k1-киназы, что, предполо-

жительно, играет роль в комплексной регуляции 

ответа на воспаление [4, 6]. По данным Григорьева 

и коллег, использование селанка увеличивало 

фагоцитарный индекс и метаболическую актив-

ность лейкоцитов крови in vitro и in vivo. Кроме 

того, установлено иммуномодулирующее дейст-

вие селанка, выражающееся в регуляции цитоки-

нового баланса Th1/Th2 лимфоцитов [1].

Выявленные механизмы могут существенно 

влиять на состояние нормобиоценоза, способ-

ствуя восстановлению динамического равнове-

сия между состоянием слизистой толстой киш-

ки и микробиотой благодаря нейротропным 

и иммунотропным эффектам селанка.

Рисунок. Относительное среднее (доля) представителей мукозной микробиоты в группах сравнения

Figure. The relative average (share) of mucosal microbiota representatives in the comparison groups
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