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Таким образом, полученные результаты указывают на способность Bacillus weihenstephanensis 
и Bifidobacterium infantis к NO-синтазной активности и отсутствия цитотоксического действия ис-
следуемых аминокислот на бактерии.  

Обнаружение высвобождения монооксида азота у Bacillus weihenstephanensis и Bifidobacterium 
infantis имеет огромное значение как для биотехнологии, так и для и медицины. Проведенное ис-
следование открывает перспективы использования пробиотических препаратов на основе щтам-
мов бактерий Bacillus weihenstephanensis и Bifidobacterium infantis для поддержания уровня NO у 
человека и животных, когда есть заболевания, связанные с отклонениями в образовании NO у ор-
ганизма. 
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Монооксид азота (NO) – бесцветный газ без запаха, обладающий высокой реакционной спо-

собностью [1]. Этот легко диффундирующий свободнорадикальный газ способен легко и быстро 
проникать сквозь биологические мембраны, достигая внутриклеточных мишеней без лишних 
энергетических затрат, что позволяет ему наилучшим образом справляется с задачей сигнальной 
регуляции. NO вовлечен в регуляцию практически всех органов и систем организма млекопитаю-
щих и рассматривается как регулятор основных систем жизнеобеспечения: сердечно-сосудистой, 
системы свертывания крови, иммунной, нервной систем и др. [2 ̶ 4]. Отклонения в гомеостазе NO 
обусловливают патофизиологию многих заболеваний, связанных либо с недостаточной биодо-
ступностью NO, либо с его гиперпродукцией, обусловливающей его цитотоксичность. Малые 
концентрации NO оказывают цитопротекторное действие, высокие концентрации NO – цитоток-
сическое, антибактериальное, противогрибковое, способствуют развитию воспалительного про-
цесса, усилению апоптоза клеток, повреждают ДНК, ингибируют митохондриальное дыхание [1, 
5]. 

Концентрация циркулирующего NO в организме млекопитающих является суммарным резуль-
татом различных путей его метаболизма, включая синтез активными NO-синтазами эндогенного 
NO, реакции денитрификации экзогенных нитратов и нитритов, поступающих с продуктами пита-
ния и др.  

Изучению процесса и особенностей синтеза оксида азота активными NO-синтазами уделяется 
большое внимание в силу выработки его в конкретном органе и по конкретному требованию. 
Например, изучению нейрональной NO-синтазы уделяется внимание при исследовании тех или 
иных реакций нервной системы, а эпителиальной NO-синтазы – при проблемах сердечно-
сосудистой.Процесс денитрификации хорошо изучен у почвенных микроорганизмов, играющих 
значительную роль в круговороте азота в природе. О роли нормальной микрофлоры млекопитаю-
щих и человека в процессе денитрификации поступающих, например, с пищей нитратов и нитри-
тов, сведений крайне мало.  

Целью работы явилось изучение способности к денитрификации пробиотических бактерий.  
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Объект исследования – бактерии, которые представлены в нормальной микрофлоре желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ) человека: Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Bacillus 
weihenstephanensis, Bacillus subtilis, Bifidobacterium infantis.  

Бактерии культивировали в питательной среде ГРМ-бульон с 10% NaNO3. NO определяли че-
рез образование ближайшего стабильного метаболита – NO2. Для обнаружения формирования NO2 
использовали спектрофотометрический метод определения нитрит-иона в культуральной среде 
при длине волны 540 нм [4], основанный на реакции нитритов с реактивом Грисса.  

Подсчет концентрации NО2 произвели по формуле Бугера-Ламберта-Бера:  

ܥ ൌ 	
ܣ

	ଵсмܣ
ଵ% ∙ ܾ

,	 

где С – концентрация вещества в г/100 мл; А – оптическая плотность испытуемого раствора; Аଵсм
ଵ%  – 

удельный показатель поглощения вещества; b – длина оптического пути или толщина слоя, в сантиметрах. 
 
В качестве контроля использовали питательную среду ГРМ-бульон с содержанием 10 % нитро-

пруссида натрия (SNP) и ГРМ-бульон с исследуемыми микроорганизмами. Нитропруссид натрия 
(SNP) в водном растворе при физиологическом значении pH (7,4) спонтанно разлагается с образо-
ванием NO, который, в свою очередь, вступает в реакцию с молекулярным кислорода воздуха с 
образованием нитрит-ионов. Последние детектировали с помощью реактива Грисса по красному 
цвету раствора [6].  

Все исследованные бактерии обладают способностью к денитрификации на что указывает из-
менение цветности раствора с прозрачно желтого цвета на красный после добавления реактива 
Грисса (рисунок).  

 
 

A. контроль (с содержанием 10% нитрорипруссида натрия) 
В. Bacillus weihenstephanensis, С. Lactobacillus delbrueckii, D. Bifidobacterium infantis, E. Bacillus subtilis, F. 

Lactobacillus acidophilus. 
Рисунок – Изменение цветности питательной среды ГРМ-бульон с 10% NaNO3 после добавления 

реактива Грисса 
 

У Bacillus weihenstephanensis (В) наибольшая окраска питательных сред обнаружена в разведе-
нии от 10-1 до 10-2 , цветность раствора прозрачно-красная, Lactobacillus delbrueckii (С) – в разве-
дении от 10-2 цветность раствора оранжево-красного цвета, Bifidobacterium infantis (D) – в разведе-
нии от 10-2 до 10-3 цветность раствора темно-красная, Bacillus subtilis (E) – в разведении от 10-2 
цветность раствора прозрачно-красного цвета, Lactobacillus delbrueckii – в разведении 10-2 до 10-3 

цветность раствора темно-красная.   
Концентрация суммарных NO2 у Lactobacillus delbrueckii составила 0,049±0,003 мкг/мл, 

Lactobacillus acidophilus – 0,070±0,004 мкг/мл, Bacillus weihenstephanensis – 0,059±0,003 мкг/мл, 
Bacillus subtilis– 0,054±0,002 мкг/мл, Bifidobacterium infantis– 0, 06± 0,005 мкг/мл.  

Таким образом, полученные результаты указывают на способность исследованных пробиоти-
ческих бактерий к денитрификации, что предполагает их роль в повышении общего количества 
NO в организме, в поддержание уровня NO при его нехватке в конкретной ситуации или при 
нарушении NO-синтазной активности в организме человека.    
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 Метаболический синдром (МС) представляет собой группу множественных кардиометаболи-
ческих факторов, включая центральное ожирение, гипертонию, дислипидемию и гипергликемию 
[1, c. 2]. МС увеличивает риск развития диабета 2 типа, инсульта, ишемической болезни сердца 
(ИБС) и других нарушений. МС обычно диагностируется при наличии трех или более факторов 
риска, среди которых абдоминальное ожирение, высокое кровяное давление, гипертриглицериде-
мия, гипергликемия и низкий уровень холестерина липопротеинов высокой плотности [2, с. 1640]. 

Исходя из изученной литературы можно предположить, что такие биохимические параметры 
как уровень С-реактивного белка, активность гамма-глутамилтрансфераза и уровень мочевой кис-
лоты могут быть использованы для раннего выявления МС.  

Так как С-реактивный белок (СРБ) представляет собой реагент острой фазы, продуцируемый 
гепатоцитами, и его продукция регулируется интерлейкином-6 и другими воспалительными цито-
кинами. Плазменный СРБ является полезным неспецифическим биомаркером, а измерение СРБ в 
плазме используется в качестве скринингового теста на органические заболевания, оценки актив-
ности заболевания при воспалительных состояниях, таких как ревматологические заболевания, 
диагностики и лечения инфекций, а также для дифференциальной диагностики или классифика-
ции воспалительных заболеваний [3, с. 2]. Также согласно научной литературе уровень СРБ выше 
у людей с центральным ожирением. Это связанно с тем, что жировая ткань секретирует цитокины, 
которые стимулируют выработку СРБ в печени, но сама жировая ткань также может секретиро-
вать СРБ и тем самым повышать уровни СРБ [4, c. 495]. 

Гамма-глутамилтрансфераза (ГГТ) – это повсеместно распространенный фермент в тканях че-
ловека, включая почки, поджелудочную железу, печень, селезенку, сердце и мозг, который участ-
вует в образовании антиоксиданта и метаболического субстрата глутатиона. По литературным 
данным ГГТ связан со стеатозом печени и резистентностью к инсулину и является предиктором 
возникновения гипертонии и диабета [5, с. 376].  

Мочевая кислота (МК) – это конечный метаболит, образующийся в результате распада пуринов 
– химических веществ, которые попадают в кровоток во время переваривания пищи или в резуль-
тате нормального распада некоторых клеток организма. Хотя сывороточная мочевая кислота не 
является одним из критериев диагностики метаболического синдрома, считается, что она может 
коррелировать с метаболическим синдромом, поскольку оба тесно связаны с сердечно-
сосудистыми заболеваниями [6, с. 294].  




