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Резюме

Кишечная микробиота, обладая огромным метаболическим потенциалом, вносит существенный вклад в физио-
логические и патологические процессы человека и животных и в настоящее время рассматривается как важный 
фактор патогенеза онкологических заболеваний. Целью данного исследования является определение изменений 
количественного и качественного состава кишечной микробиоты у крыс Wistar при химической индукции рака 
молочной железы (РМЖ). Материал и методы. Работа выполнена на самках крыс Wistar (n = 40) в возрасте 
3 мес., массой 200–210 г, с использованием культурального метода исследований фекальной микробиоты у ин-
тактных животных (группа 1) на 1-й, 14-й, 35-й день и у крыс с индукцией РМЖ (группа 2) на 1-й (до инъекции 
N-метил-N-нитрозомочевины), 14-й, 35-й день после введения N-метил-N-нитрозомочевины. Результаты и их 
обсуждение. У всех животных преобладали представители, характерные для нормобиоты кишечника теплокров-
ных, а именно: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Escherichia coli с выраженными ферментативными свой-
ствами, Enterococcus spp., Clostridium spp. Помимо этого выявлены Staphylococcus spp., дрожжеподобные грибы 
рода Candida и плесени. Также обнаружена E. coli со сниженной ферментативной активностью. Установлено, 
что выделенные бактерии принадлежали к трем типам, четырем классам, пяти порядкам, шести семействам, ше-
сти родам домена бактерий. Также выделено два рода грибов, относящихся к порядку Saccharomycetales. Наи-
более значимые и достоверные изменения в составе кишечной микробиоты отмечены у крыс с химически инду-
цированным РМЖ на 35-й день индукции опухоли: выявлено появление патогенной микрофлоры в кишечнике. 

Ключевые слова: самки крыс Wistar, кишечная микробиота, индукция, N-метил-N-нитрозомочевина, дис-
биоз, рак молочной железы, канцерогенез. 
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Abstract

The intestinal microbiota, having enormous metabolic potential, makes a significant contribution to the physiological 
and pathological processes of humans and animals and is currently considered as an important factor in the pathogenesis 
of cancer. The aim of this study is to determine changes in the quantitative and qualitative composition of the intestinal 
microbiota in Wistar rats during chemical induction of breast cancer (BC). Material and methods. The work was 
performed on female Wistar rats (n = 40) aged 3 months, weighing 200–210 g, using cultural methods for studying 
fecal microbiota in intact rats (1 group) on the 1st, 14th, 35th days and in rats with induction of breast cancer and and in 
rats, whereby N-methyl-N-nitrosourea was administered to induce breast cancer (2 group) on the 1st (before injection 
of N-methyl-N-nitrosourea), 14th, 35th days after injection of N-methyl-N-nitrosourea. Results and discussion. In all 
experimental animals, representatives characteristic of the intestinal normobiota of warm-blooded animals predominated, 
namely: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Escherichia coli with pronounced enzymatic properties, Enterococcus 
spp., Clostridium spp. In addition, Staphylococcus spp., yeast-like fungi of the genus Candida and mold. Escherichia 
coli with reduced enzymatic activity was also detected. It was established that the isolated bacteria belonged to 3 
types, 4 classes, 5 orders, 6 families, 6 genera of the bacterial domain. Also, 2 genera of fungi belonging to the order 
Saccharomycetales were isolated. The most significant changes in the composition of the intestinal microbiota were 
noted in rats with chemically induced breast cancer on the 35th day tumor induction: the appearance of pathogenic 
microflora in the intestine was revealed. 

Key words: female Wistar rats, intestinal microbiota, induction, N-methyl-N-nitrosourea, dysbiosis, breast cancer, 
carcinogenesis.
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Введение
С современных позиций микробиоту же-

лудочно-кишечного тракта рассматривают как 
самостоятельный «орган», который регулирует 
множество метаболических процессов в организ-
ме хозяина и по своей значимости не уступает лю-
бому другому жизненно важному органу [1]. За 
последние несколько десятилетий исследования 
микрофлоры приобрели особую актуальность, 
пристальное внимание сегодня уделяется связи 
между микробиотой и целым рядом патологий 
человека, включая злокачественные новообразо-
вания, в том числе рак молочной железы (РМЖ) 
[2]. Учитывая современные знания о роли ми-
кробного ландшафта в развитии канцерогенеза, 
актуальным является исследование микробиоты 
при РМЖ – одного из самых распространенных 
видов злокачественных новообразований в мире 
[3]. РМЖ представляет собой многофакторное 
заболевание с разнообразными генетическими и 
эпигенетическими детерминантами, являющи-
мися этиологическими факторами и факторами 
патогенеза [4, 5]. В настоящее время микробио-
ту организма-хозяина стали рассматривать в ка-
честве фактора, способного запускать механизмы 
канцерогенеза [6, 7]. 

Однако до конца не ясно, является ли микро-
биота хозяина основной причиной РМЖ или спо-

собствует его развитию. В своем исследовании 
мы используем модель химически индуцирован-
ного РМЖ на самках крыс Wistar для изучения 
возможного влияния состояния кишечной микро-
биоты на развитие РМЖ. Ее можно рассматри-
вать как потенциальный диагностический онко-
биомаркер, с одной стороны, и патогенетический 
фактор, на который будет направлена терапия и 
профилактика РМЖ, с другой стороны.

Целью данного исследования является опре-
деление изменений количественного и каче-
ственного состава кишечной микробиоты у крыс 
Wistar при химической индукции рака молочной 
железы.

Материал и методы
Все экспериментальные исследования про-

водились в соответствии с принципами Евро-
пейской конвенции по защите позвоночных жи-
вотных, используемых при экспериментальных 
исследованиях, директивами Европейского пар-
ламента и Совета Европейского Союза 2010/63/
ЕС от 22.09.2010 о защите животных, использу-
ющихся для научных целей, Хельсинкской де-
кларацией, «Правилами проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных», 
а также с разрешения локального этического ко-
митета НИИ клинической и экспериментальной 
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лимфологии – филиала ФИЦ Институт цитологии 
и генетики СО РАН (протокол заседания № 180 от 
28.04.2023).

Изучение параметров микробной колониза-
ции толстой кишки проводили у самок крыс Wis-
tar (n = 40) в возрасте 3 мес., массой 200–210 г, 
содержащихся в виварии Института цитологии 
и генетики СО РАН. Содержание животных осу-
ществлялось в стандартных условиях вивария, с 
неограниченным доступом к пище и воде, при ре-
гулируемой температуре воздуха в помещении, с 
искусственной сменой освещенности: 12 ч – свет, 
12 ч – темнота. РМЖ индуцировали N-метил-N-
нитрозомочевиной (МНМ) (Sigma-Aldrich, США) 
по методике А.Р. Чочиева и соавт. [8]. Вещество 
вводили пятикратно с интервалом 7 дней подкож-
но в область одной и той же молочной железы с 
правой стороны (2-я молочная железа) у основа-
ния правой лапы в дозе 2,5 мг на крысу в объеме 
0,2 мл (общая доза – 12,5 мг). 

Для исследования были сформированы следу-
ющие группы: 1-я – интактные животные (n = 20); 
2-я – группа крыс, которым вводили МНМ для 
индукции РМЖ (n = 20). У интактных крыс за-
бор кала для исследования микрофлоры толсто-
го кишечника выполняли в 1-й, 14-й и 35-й день 
параллельно с группой индукции РМЖ, у живот-
ных которой забор фекалий проводили в 1-й день 
(до инъекции МНМ), на 14-й и 35-й день после 
введения МНМ. Пробу для исследования брали 
из последней порции фекалий. Взятый кал поме-
щали в стерильный транспортный контейнер и в 
течение двух часов доставляли в специализиро-
ванную микробиологическую лабораторию «На-
учно-производственный центр» (р.п. Кольцово, 
Новосибирская область), где готовили навески 
массой 100 мг, которые помещали в стерильный 
0,9%-й раствор хлорида натрия в соотношении 
1:10. Из этой суспензии готовили последователь-
ные 10-кратные разведения до концентрации 10–8. 
Из полученных разведений материал высевали на 
питательные среды. 

Показатели для оценки особенностей микро-
биоты кишечника для испытаний были выбраны 
согласно рекомендациям Отраслевого стандарта 
91500.11.0004-2003 «Протокол ведения больных. 
Дисбактериоз кишечника» [9]. Для культивиро-
вания лактобактерий (Lactobacillus spp.) исполь-
зовали плотную среду МРС («Биокомпас-С», 
РФ), бифидобактерий – Бифидум-среду (Обо-
ленск, РФ), энтеробактерий – агар Эндо 
(Himedia, Индия) и тест-подложки Rida®Count 
Coliformi (R-Riopharm, Германия). Культивиро-
вание стафилококков (Staphylococcus spp., St. 
aureus) осуществляли на желточно-солевом ага-
ре и тест-подложках Rida®Count (R-Riopharm), 

дрожжеподобных грибов и плесени – на тест-
подложках Rida®Count Yeast&Mold и среде Сабу-
ро (R-Riopharm) в соответствии с инструкциями 
производителя. Результаты принимались в рас-
чет по числу выросших колоний с определением 
культуральных, морфологических (микроскопия) 
и тинкториальных свойств (окраска по Граму) по-
сле истечения сроков инкубации.

Количество выделенных микроорганизмов 
рассчитывали по формуле: 

КОЕ/г = К × 10 × n, 
где К – количество выросших колоний; n – разве-
дение суспензии; 10 – коэффициент пересчета на 
1 см3 суспензии при посеве 0,1 см3. Полученный 
результат переводили в десятичный логарифм 
числа колониеобразующих единиц в 1 г исследу-
емого материала (log10 КОЕ/г). 

Данные представлены в виде средней ариф-
метической величины и стандартной ошибки 
средней (M ± m), а также медианы, нижнего и 
верхнего квартилей (Me [Q1; Q3]. Для межгруп-
пового сравнения использовали U-критерий Ман-
на – Уитни. Критический уровень значимости (p) 
при проверке статистических гипотез в данном 
исследовании считали p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Во время наблюдения за внешним видом, 

активностью, аппетитом и характером фекалий 
экспериментальных животных характерных при-
знаков расстройства пищеварительного тракта в 
виде беспокойства, апатии, снижения аппетита, 
метеоризма, изменения цвета, запаха, консистен-
ции фекалий, наличия примеси в них слизи/кро-
ви нами не отмечено. Родовая принадлежность, 
частота встречаемости и количественный уро-
вень микроорганизмов, выделенных из образцов 
фекалий крыс, представлены в таблице. У всех 
животных преобладали представители, характер-
ные для нормобиоты кишечника теплокровных, 
а именно: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., 
Escherichia coli с выраженными ферментатив-
ными свойствами, Enterococcus spp., Clostridium 
spp. Помимо этого выявлены Staphylococcus spp., 
дрожжеподобные грибы рода Candida и плесени. 
Также обнаружена E. coli со сниженной фермента-
тивной активностью. Таким образом, установле-
но, что у всех крыс доминирующие по количеству 
и частоте встречаемости бактерии принадлежали 
к типам Actinobacteria (род Bifidoibacterium), Fir-
micutes (род Enterococcus) и Proteobacteria (род 
Escherichia), типичным представителям микро-
биоты желудочно-кишечного тракта крыс [10].

В фекалиях, полученных от интактных крыс, 
не наблюдали изменений содержания типичных 
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Видовая принадлежность культивируемых бактерий кишечной микрофлоры, выделенных от крыс-самок 
Wistar в интактной группе и при химически индуцированном РМЖ, log10 КОЕ/г

Species of cultivated bacteria of intestinal microflora isolated from female Wistar rats in the intact group and in 
chemically induced breast cancer, log10 CFU/g

Выделяемый таксон Интактные 
крысы

Число 
обнаруже-
ний, n (%)

14-й день 
индукции 

РМЖ 

Число 
обнаруже-
ний, n (%)

35-й день 
индукции 

РМЖ

Число 
обнаруже-
ний, n (%)

1 2 3 4 5 6 7
Тип Actinobacteria
Класс Actinobacteria
Порядок Bifidobacteriales, 
семейство 
Bifidobacteriaceae, 
род Bifidoibacterium

8,9 ± 0,2
9,0 

[8,0; 9,0]
20 (100)

9,0 ± 0,0
9,0 

[9,0; 9,0]
20 (100)

8,9 ± 0,2
9,0 

[8,0; 9,0]
20 (100)

Тип Firmicutes
Класс Bacilli
Порядок Lactobacillales, 
семейство Lactobacillaceae, 
род Lactobacillus

5,0 ± 0,0
5,0

 [5,0; 5,0]
20 (100)

5,0 ± 0,0
5,0

 [5,0; 5,0]
20 (100)

5,0 ± 0,0
5,0

 [5,0; 5,0]
20 (100)

Класс Bacilli
Порядок 
Lactobacillalesсемейство 
Enterococcaceae, 
род Enterococcus

7,8 ± 0,2
8,0 

[7,0; 8,0]
20 (100)

8,0 ± 0,0
8,0 

[8,0; 8,0]
20 (100)

8,0 ± 0,0
8,0 

[8,0; 8,0]
20 (100)

Порядок Bacillales, семей-
ство Staphylococcaceae, 
род Staphylococcus

Вид S. aureus 0 – 0 –
6,0 ± 0,2*,#

6,1 
[5,7; 6,4]

12 (60)

Вид S. saprophyticus 0 – 0 –
6, 5± 0,2*,#

6,3
 [5,7; 6,9]

20 (100)

Класс Clostridia
Порядок Clostridiales, 
семейство Clostridiaceae, 
род Clostridium

5,0 ± 0,0
5,0

 [5,0; 5,0]
20 (100)

4,9 ± 0,4
5,0 

[3,0; 5,0]
20 (100)

5,0 ± 0,0
5,0

 [5,0; 5,0]
20 (100)

Тип Proteobacteria
Класс Gammaproteobacteria
Порядок Enterobacteriales, 
семейство Enterobacteria-
ceae, род Escherichia 

Вид E. coli, типичная
6,4 ± 0, 2

6,2
 [5,6; 6,8]

20 (100)
7,6 ± 0,8

5,5 
[4,0; 8,2]

20 (100)
7,1 ± 0,3

6,8 
[5,8; 7,5]

20 (100)

Вид E. coli, гемолити-  
ческая 0 – 0 – 0 –

Вид E. coli, лактозоне-
гативная

4,0 ± 0,0
4,0 

[4,0; 4,0]
20 (100)

4,0 ± 0,0
4,0

 [4,0; 4,0]
20 (100)

6,3 ± 0,6
4,0

 [4,0; 7,0]
20 (100)

Другие условно-патоген-
ные энтеробактерии

3,0 ± 0,0
3,0

 [3,0; 3,0]
20 (100)

3,0 ± 0,0
3,0

 [3,0; 3,0]
20 (100)

5,3 ± 0,6
3,0 

[3,0; 6,0]

20 (100), в 
т.ч. пробы; 

Proteus 
vulgaris 

10⁶ КОЕ/г

Неферментирующие 
бактерии

3,0 ± 0,0
3,0

 [3,0; 3,0]
20 (100)

3,0 ± 0,0
3,0

 [3,0; 3,0]
20 (100)

3,0 ± 0,0
3,0

 [3,0; 3,0]
20 (100)
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1 2 3 4 5 6 7
Тип Ascomycota
Класс Saccharomycetes
Порядок Saccharomy-
cetales, семейство Debary-
omycetaceae,
род Candida

3,0 ± 0,0
3,0

 [3,0; 3,0]
20 (100)

3,0 ± 0,0
3,0

 [3,0; 3,0]
20 (100)

3,8 ± 0,2
4,0

 [3,0; 4,0]
20 (100)

Плесневые грибы
3,9 ± 0,4

4,0
 [2,0; 4,0]

20 (100)
4,0 ± 0,0

4,0 
[4,0; 4,0]

20 (100)
3,7 ± 0,2

3,0
 [3,0; 4,0]

20 (100)

Примечание. Обозначены статистически значимые (p < 0,05) отличия от величин соответствующих показателей: * – 
интактных крыс, # – индуцированных крыс на 14-й день после введения МНМ.

Окончание таблицы 

представителей микробиоты желудочно-кишеч-
ного тракта на 1-й, 14-й и 35-й день исследования 
(см. таблицу). Средняя концентрация E. coli ти-
пичных составила 25,8×105 КОЕ/г, E. coli лакто-
зонегативных – менее 105 КОЕ/г. Уровень лакто-
бифидобактерий, клостридий и дрожжеподобных 
грибов рода Candida находился в допустимых 
пределах: от < 104 КОЕ/г для грибов рода Candida 
до 109  КОЕ/г для бифидобактерий. Стоит отме-
тить, что S. aureus и S. saprophyticus не высеива-
лись. 

Микрофлора толстого отдела кишечника во 
2-й группе крыс в 1-й день (до инъекции МНМ) 
была такой же, как у интактных животных. К 
14-му дню индукции РМЖ в полученных об-
разцах кала отмечено увеличение концентрации 
типичных E. coli (в 16,5 раза больше у интакт-
ных крыс). Несмотря на то что E. coli является 
типичным представителем микрофлоры кишеч-
ника крыс, наблюдаемое увеличение, предпо-
ложительно, свидетельствует о начальном этапе 
развития дисбиоза, который в последующем мо-
жет привести к хроническому воспалительному 
ответу – одному из механизмов канцерогенеза. 
Наиболее значимые изменения в составе кишеч-
ной микробиоты отмечены у животных на 35-й 
день индукции опухоли. Выявлено появление 
патогенной микрофлоры (p < 0,05), в частности, 
в 60 % случаев – S. aureus (9,4 × 105 КОЕ/г), в 
100 % – S. saprophyticus (29 × 105 КОЕ/г) (см. 
таблицу). Отмечено сохранение типичной E. сoli 
на высоком уровне (125,6 × 105 КОЕ/г) и возрас-
тание содержания лактозонегативной E. сoli (до 
19,3 × 105 КОЕ/г; в 1,5 раза больше, чем в группе 
интактных крыс и у животных на 14-й день ин-
дукции РМЖ). У нескольких крыс на 35-й день 
индукции РМЖ обнаружено наличие в фекали-
ях условно-патогенной энтеробактерии Proteus 
vulgaris в значимой концентрации. 

Показано, что контаминирование слизистой 
оболочки кишечника энтеробактериями, среди 

которых преобладают протей и лактозонегатив-
ные эшерихии, приводит к ухудшению ее состо-
яния, а именно к нарушению слизистого слоя, 
воспалению и дистрофии [11]. Появление к 35-му 
дню индукции РМЖ фекальной микробиоты, ра-
нее не выделяемой у крыс интактной группы и у 
опытных животных, на 14-й день после индукции 
РМЖ может свидетельствовать о потенциальной 
роли вышеперечисленных бактерий в качестве 
кишечных патогенов, обусловливающих разви-
тие дисбиоза. 

Заключение
Установлено, что выделенные бактерии при-

надлежали к трем типам, четырем классам, пяти 
порядкам, шести семействам, шести родам до-
мена бактерий. Также выделено два рода грибов, 
относящихся к порядку Saccharomycetales. Тот 
факт, что выделенные у крыс первой и второй 
групп бактерии в большинстве своем принадле-
жали к типам Actinobacteria, Firmicutes и Proteo-
bacteria, согласуется с литературными данными, в 
которых указанные бактерии являются типичны-
ми представителями микробиоты желудочно-ки-
шечного тракта крыс, близкой по своему составу 
к микробиоте кишечника человека [10]. 

Количественный и качественный состав ки-
шечной микробиоты у крыс при индуцировании 
РМЖ химическим канцерогеном (МНМ) изме-
нялся достоверно с возрастанием концентра-
ции патогенных микроорганизмов к 35-му дню 
индукции РМЖ, что свидетельствует о форми-
рующемся дисбиозе кишечника, что является 
предрасполагающим фактором возникновения 
хронического воспаления – основополагающего 
звена, способствующего развитию опухолей в 
различных органах, включая молочную железу 
[12–14]. Химическая индукция РМЖ запускает 
механизмы изменения кишечной микробиоты, 
которые дополнительно могут способствовать 
дальнейшему развитию рака за счет возникшего 
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дисбиоза и последующего воспаления. Таким об-
разом, формируется порочный круг «рак – дис-
биоз» вследствие нарушения эндоэкологии ки-
шечника, которое может сыграть роль пускового 
фактора в развитии и прогрессировании канце-
рогенеза, вызывая хроническое воспаление, усу-
губляющее, в свою очередь, дисбиоз кишечника, 
и тем самым замыкая порочный круг. Так, иссле-
дование A.M. McKee et al. показывает, что изме-
нение микробиоты кишечника с возникновением 
дисбактериоза потенцирует рост опухоли молоч-
ной железы [15]. В других исследованиях пока-
зано, что дисбиоз, вызванный введением анти-
биотиков, может приводить к метастатическому 
распространению РМЖ [12, 16, 17].

Таким образом, микробиота кишечника в 
настоящее время рассматривается как важный 
фактор патогенеза онкологических заболеваний. 
Данную информацию подтверждают ранее про-
веденные исследования, в которых авторы демон-
стрируют, что нарушение комменсального гомео-
стаза приводит к циркуляции опухолевых клеток 
и последующему распространению в лимфатиче-
ские узлы, дренирующие опухоль [12]. Учитывая 
современные знания о роли микробиоты в разви-
тии канцерогенеза, дальнейшие исследования по 
возможному участию микробиоты кишечника в 
развитии РМЖ являются актуальными.
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