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Аннотация. Целью исследования являлась комплексная оценка генетической безопасности и функцио-
нальной надежности рекомбинантных пробиотических штаммов в ветеринарной практике на примере био-
корригирующего средства на основе рекомбинантного штамма Lactobacillus plantarum B-11007, несущего 
плазмидную конструкцию pLacDualIL-10/IL-22 для экспрессии иммуномодулирующих цитокинов IL-10 
и IL-22. Генетическая безопасность рассматривалась с позиции стабильности плазмидных конструкций и 
риска их горизонтального переноса, а функциональная надежность – через воспроизводимость иммуно-
модулирующего эффекта. Методы. Исследования выполнялись в 2024–2026 гг. на базе Геномного центра 
Северо-Кавказского федерального университета и лаборатории Ставропольского аграрного университе-
та. В исследовании проведена оценка вероятности горизонтального переноса плазмидной ДНК к другим 
бактериям с учетом филогенетической дистанции, отсутствия конъюгативных и мобилизационных генов. 
Выполнено моделирование условий желудочного и кишечного сегментов с использованием пепсина, пан-
креатина и желчных кислот для анализа деградации ДНК. Дополнительно изучались локальные иммуно-
модулирующие эффекты синтезируемых цитокинов на слизистую оболочку кишечника телят. Результаты. 
Установлено, что штамм характеризуется высокой структурной и функциональной стабильностью, мини-
мальным риском межродовой передачи плазмидной ДНК и выраженным локальным иммуномодулирую-
щим действием. Показаны укрепление барьерной функции эпителия, стимуляция синтеза антимикробных 
пептидов и противовоспалительный эффект при отсутствии системной циркуляции и накопления цито-
кинов в организме. Научная новизна. Впервые проведена комплексная оценка генетической биобезопас-
ности и функциональной надежности рекомбинантного пробиотического штамма Lactobacillus plantarum 
B-11007/pLacDualIL-10/IL-22 с учетом риска горизонтального переноса, устойчивости плазмидной кон-
струкции и локального иммуномодулирующего действия. Выводы. Полученные данные подтверждают 
безопасность и эффективность применения рекомбинантного штамма у телят и формируют научную осно-
ву для разработки биокорригирующих пробиотических средств нового поколения, направленных на целе-
направленную иммуномодуляцию и повышение устойчивости кишечной микробиоты.
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Abstract. The purpose of the study was to conduct a comprehensive assessment of the genetic safety and function-
al reliability of recombinant probiotic strains in veterinary practice using a biocorrective agent based on the recom-
binant strain Lactobacillus plantarum B-11007 carrying the plasmid construct pLacDualIL-10/IL-22 for the ex-
pression of  immunomodulatory cytokines IL-10 and IL-22. Genetic safety was considered in terms of plasmid 
stability and the risk of horizontal gene transfer, while functional reliability was evaluated through the reproduc-
ibility of the immunomodulatory effect. Methods. The study was conducted in 2024–2026 at the Genome Center 
of  the  North-Caucasus Federal University and the  laboratory of  the  Stavropol Agrarian University. The  study 
assessed the probability of horizontal transfer of plasmid DNA to other bacteria, taking into account phylogenetic 
distance and the absence of conjugative and mobilization genes. Simulated gastric and intestinal conditions were 
performed using pepsin, pancreatin, and bile acids to evaluate DNA degradation. Additionally, local immuno-
modulatory effects of  the synthesized cytokines on the  intestinal mucosa of calves were investigated. Results. 
The strain demonstrated high structural and functional stability, a minimal risk of intergeneric plasmid DNA trans-
fer, and pronounced local immunomodulatory activity. Strengthening of the epithelial barrier function, stimulation 
of antimicrobial peptide synthesis, and anti-inflammatory effects were observed, with no systemic circulation or 
accumulation of cytokines in the body. Scientific novelty. This study provides, for the first time, a comprehensive 
evaluation of  the genetic biosafety and functional reliability of  the  recombinant probiotic strain Lactobacillus 
plantarum B-11007/pLacDualIL-10/IL-22, considering horizontal gene transfer risk, plasmid stability, and local-
ized immunomodulatory activity. Conclusion. The obtained results confirm the safety and efficacy of the recom-
binant strain for use in calves and establish a scientific basis for the development of next-generation biocorrec-
tive probiotic agents aimed at targeted immunomodulation and enhancement of  intestinal microbiota stability.
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Постановка проблемы (Introduction)
В условиях ветеринарной медицины особую 

значимость пробиотические средства приобретают 
при работе с молодняком крупного рогатого скота, 
поскольку ранний постнатальный период характе-
ризуется незрелостью как микробиоты желудоч-
но-кишечного тракта, так и иммунной системы. 
Формирование устойчивых микробных сообществ 
и становление механизмов врожденного и адаптив-
ного иммунитета в этот период во многом опре-
деляют темпы роста, физиологическое развитие и 
резистентность животных к инфекционным и вос-
палительным патологиям [6].

Применение функционально активных проби-
отических штаммов способствует нормализации 

микробного равновесия в кишечнике, усилению 
барьерной функции эпителиального слоя и коорди-
нации локальных иммунных реакций. В совокуп-
ности это обеспечивает оптимальные условия для 
адаптационных процессов в раннем онтогенезе и 
снижает риск развития дисбиотических и иммуно-
патологических состояний [2; 9].

С научной точки зрения пробиотики – это жи-
вые микроорганизмы, которые при адекватном 
количестве оказывают положительное влияние на 
здоровье хозяина. Наиболее известными пробио-
тическими штаммами на данный момент являются 
представители родов Lactobacillus, Lactococcus и 
Bifidobacterium. Они могут способствовать повыше-
нию иммунитета сельскохозяйственных животных, ©
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а также применятся в профилактических и терапев-
тических целях в ветеринарной практике [2; 6; 16].

Несмотря на многообещающие преимущества 
пробиотиков, их широкое применение по-прежнему 
сопряжено с различными трудностями: вариабель-
ность эффективности штаммов, отсутствие стан-
дартизированных протоколов дозирования, нали-
чие генов устойчивости к антибиотикам и неполно-
ценное понимание специфичных для животных ре-
акций на применение различных пробиотиков [16]. 
Добавление пробиотиков в корм улучшает показа-
тели роста и усвояемости питательных веществ, 
значительно снижает уровень холестерина в сыво-
ротке крови, а также снижает частоту встречаемо-
сти желудочно-кишечных патологий у молодняка 
[17]. В то же время использование антибиотиков 
в ветеринарии привело к формированию высокого 
уровня антибиотикорезистентных штаммов бакте-
рий, что на сегодняшний день представляет серьез-
ную проблему, для решения которой требуются но-
вые стратегии, направленные на повышение резуль-
тативности применения пробиотических средств. 

Одним из быстро развивающихся направлений 
повышения эффективности пробиотиков является 
генная инженерия. Генетически модифицирован-
ные штаммы, несущие рекомбинантные плазмиды 
с генами целевых белков (например, IL-10 и IL-22) 
или бактериоцинов, представляют собой перспек-
тивный подход в профилактике и лечении желудоч-
но-кишечных заболеваний в ветеринарной медици-
не и животноводстве [10; 13]. Плазмидные векторы 
обеспечивают непрерывную экспрессию целевых 
белков без необходимости добавления внешних ин-
дукторов, что критически важно при создании био-
корригирующих средств на основе рекомбинант-
ных штаммов [5; 10].

Важнейшим критерием оценки биокорригиру-
ющих средств на основе рекомбинантных проби-
отических штаммов является их биобезопасноть. 
Данная оценка включает анализ природы использу-
емого микроорганизма, метод введения плазмиды 
в клетку-реципиента и физиологических функций 
целевых белков, а также подтверждение отсутствия 
генетической нестабильности плазмидных векто-
ров в ходе доклинических исследований [9; 11].
Методология и методы исследования (Methods)

Исследования проводились в 2024–2026 годах 
на базе Геномного центра Северо-Кавказского фе-
дерального университета. Экспериментальная ра-
бота была направлена на комплексную лаборатор-
ную оценку биологических свойств и показателей 
генетической безопасности разработанного биокор-
ригирующего средства, содержащего рекомбинант-
ный штамм Lactobacillus plantarum B-11007.

Оценка ключевых характеристик эксперимен-
тального образца проводилась в рамках доклиниче-
ского этапа с акцентом на показатели биобезопасно-
сти, переносимости и функциональной активности 

систем на основе живых микроорганизмов. Дизайн 
исследований формировался с учетом действую-
щих нормативно-методических требований, вклю-
чая положения ГОСТ 32644-2014 и руководства 
ФГБУ НЦЭСМП (2012), регламентирующие под-
ходы к ранней оценке токсикологических и обще-
биологических параметров биологических средств.

В ходе исследования анализировали стабиль-
ность генетической конструкции и потенциальные 
риски, ассоциированные с применением рекомби-
нантных штаммов, включая вероятность горизон-
тального переноса генетического материала. Ком-
плексная оценка генетической биобезопасности 
включала структурный анализ плазмиды pLacDu-
alIL-10/IL-22 – выявление элементов, обеспечиваю-
щих конъюгативную мобилизацию (tra-, mob-гены, 
oriT); сравнительную филогенетическую характе-
ристику микроорганизмов (Lactobacillus plantarum, 
Escherichia coli); моделирование устойчивости 
плазмидной ДНК в условиях, имитирующих желу-
дочно-кишечный тракт: искусственный желудоч-
ный сок (pH 2,0) с пепсином (2000 Ед/мл).

Результаты (Results)
По результатам проведенного исследования ве-

роятность горизонтального переноса плазмидной 
конструкции pLacDualIL-10/IL-22 от рекомбинант-
ного штамма Lactobacillus plantarum B-11007 к 
представителям кишечной микробиоты оценивает-
ся как крайне низкая и не имеющая биологически 
значимого характера. Анализ возможных механиз-
мов горизонтального переноса генетического мате-
риала (конъюгация, естественная трансформация, 
трансдукция) показал отсутствие эффективных пу-
тей межродовой передачи плазмидной ДНК в усло-
виях желудочно-кишечного тракта.

В составе плазмиды не выявлены tra-гены, ко-
дирующие белки системы бактериальной конъю-
гации, а также oriT-последовательность, обеспечи-
вающая инициацию переноса ДНК. Кроме того, в 
генетической структуре конструкции отсутствуют 
mob-гены и другие элементы, участвующие в мо-
билизации плазмидной ДНК (таблица 1). Данные 
указывают на то, что исследуемая плазмида отно-
сится к категории неконъюгативных и немобилизу-
емых генетических элементов. Даже при наличии 
в микробном сообществе вспомогательных конъ-
югативных плазмид передача рассматриваемой 
конструкции представляется невозможной из-за от-
сутствия специфических сигнальных участков, рас-
познаваемых системами переноса.

Дополнительным ограничивающим фактором 
выступает значительная филогенетическая дистан-
ция между организмом-донором и потенциальны-
ми реципиентами. Бактерия Lactobacillus plantarum 
относится к грамположительным микроорганизмам 
с клеточной стенкой, сформированной толстым 
слоем пептидогликана, тогда как Escherichia coli яв-
ляется грамотрицательной бактерией, обладающей 
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сложной двухмембранной клеточной оболочкой и 
выраженным периплазматическим пространством. 
Существенные различия в организации клеточ-
ных оболочек и механизмах межклеточного взаи-
модействия существенно ограничивают возмож-
ность прямого переноса генетического материала 
между представителями таксономических групп 
Firmicutes и Enterobacteriaceae.

Вероятность естественной трансформации так-
же оценивается как минимальная. Известно, что 
Escherichia coli не относится к числу естественно 
компетентных микроорганизмов и в физиологиче-
ских условиях кишечной среды не обладает меха-
низмами активного захвата внеклеточной ДНК. До-
полнительным ограничивающим фактором являет-
ся высокая скорость деградации свободной нукле-
иновой кислоты в просвете желудочно-кишечного 
тракта под действием ферментов, желчных кислот 
и колебаний кислотности.

Моделирование условий желудочно-кишечной 
среды показало, что плазмидная ДНК подвергается 
интенсивной фрагментации в кислой среде желуд-
ка. При инкубации в искусственном желудочном 
соке (pH 2,0; 37 °C; пепсин 2000 Ед/мл) степень 
разрушения плазмидной ДНК превышала 90  % в 
течение первых 60–90 мин. На последующей ин-
тестинальной стадии моделирования (панкреатин 
1 мг/мл, желчные кислоты 0,3  %) интактная ДНК 
электрофоретически не детектировалась, что сви-
детельствует о полной деградации плазмидного ма-
териала (таблица 2).

Трансдукционный механизм передачи также 
представляется биологически маловероятным. Для 
реализации межродовой трансдукции необходим 
бактериофаг, обладающий широким спектром хо-
зяев и способный инфицировать как грамположи-
тельные лактобациллы, так и грамотрицательные 

энтеробактерии. Однако фаги, обладающие подоб-
ной межтиповой специфичностью, в настоящее 
время не описаны. Более того, бактериофаги, ин-
фицирующие лактобациллы и кишечную палочку, 
принадлежат к различным эволюционным линиям 
и имеют различную рецепторную специфичность.

Даже при гипотетическом попадании плазмид-
ной ДНК в клетку потенциального реципиента ее 
дальнейшее функционирование представляется 
маловероятным. Репликативный модуль плазмиды 
относится к узкоспецифичным theta-репликонам, 
адаптированным к репликационному аппарату бак-
терий рода Lactobacillus. Отсутствие элементов ши-
рокого диапазона хозяев делает невозможной авто-
номную репликацию данной конструкции в клетках 
грамотрицательных бактерий.

Дополнительным аспектом функциональной и 
генетической безопасности исследуемого средства 
является биодинамика синтезируемых интерлейки-
нов IL-10 и IL-22 после их высвобождения в про-
свет кишечника.

После перехода бактериальных клеток в метабо-
лически активное состояние синтезируемые цито-
кины секретируются во внеклеточную среду либо 
высвобождаются при физиологическом обновле-
нии бактериальной популяции. В просвете кишеч-
ника дальнейшая судьба данных белков определя-
ется локальными условиями слизистой оболочки.

Интерлейкины IL-10 и IL-22 относятся к белко-
вым молекулам со средней молекулярной массой 
около 17–22 кДа. В условиях кишечной среды они 
подвергаются частичному протеолитическому рас-
щеплению ферментами пищеварительного тракта, 
взаимодействуют с муциновой матрицей и рецеп-
торными структурами эпителиальных клеток, а так-
же обладают ограниченным временем локальной 
биологической активности.

Таблица 1
Молекулярно-генетические факторы, ограничивающие горизонтальный перенос 

плазмидной конструкции pLacDualIL-10/IL-22
Фактор Метод анализа Полученный результат Интерпретация
tra-гены Геномный анализ Не обнаружены Отсутствие системы 

конъюгативного переноса
oriT Анализ 

последовательности
Не обнаружены Невозможность 

инициации переноса
mob-гены Структурный анализ 

плазмиды
Не обнаружены Плазмида немобилизуема

Филогенетическая 
дистанция

Таксономический анализ Высокая Ограничение межродовой 
передачи

Table 1
Molecular genetic factors limiting the horizontal transfer of the plasmid construct pLacDualIL-10/IL-22

Factor Method of analysis Result obtained Interpretation
tra-genes Genomic analysis Not detected Absence of a conjugative 

transfer system
oriT Sequence analysis Not detected Inability to initiate transfer

mob-genes Plasmid structural analysis Not detected Plasmid is non-mobilizable
Phylogenetic 

distance
Taxonomic analysis High Restriction of intergeneric 

transfer
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Функционально локальное действие интерлей-
кинов проявляется в снижении продукции провос-
палительных медиаторов, уменьшении инфильтра-
ции воспалительных клеток, усилении экспрессии 
белков плотных контактов эпителия и стимуляции 
синтеза антимикробных пептидов.

При этом концентрации IL-10 и IL-22, определя-
емые в супернатанте in vitro, находятся в физиоло-
гическом диапазоне и не достигают уровней, спо-
собных вызывать системные иммунологические эф-
фекты. В плазме крови экспериментальных живот-
ных данные цитокины либо не определялись, либо 
обнаруживались в следовых количествах, статисти-
чески не отличающихся от контрольных значений.

Таким образом, синтезируемые интерлейкины ре-
ализуют локальный и транзиторный иммунорегуля-
торный эффект на уровне слизистой оболочки кишеч-
ника, не накапливаются в организме и не создают до-
полнительных рисков биологической безопасности.

Совокупность полученных молекулярно-гене-
тических, физиологических и экологических дан-
ных позволяет сделать вывод об отсутствии эф-
фективных механизмов горизонтального переноса 
плазмидной конструкции pLacDualIL-10/IL-22 от 
рекомбинантного штамма Lactobacillus plantarum к 
представителям кишечной микробиоты. Риск меж-
родовой передачи и последующей стабилизации 
генетической конструкции оценивается как край-
не низкий и биологически незначимый, что соот-
ветствует современным требованиям генетической 
биобезопасности генно-инженерных пробиотиче-
ских препаратов.
Обсуждение и выводы (Discussion and Conclusion)

Проведенное исследование подтвердило высо-
кую генетическую стабильность и биобезопасность 

рекомбинантного штамма Lactobacillus plantarum 
B-11007, несущего плазмидную конструкцию 
pLacDualIL-10/IL-22. Анализ структуры плазмиды 
показал отсутствие элементов, обеспечивающих 
конъюгативный перенос (tra-гены, oriT, mob-гены), 
что исключает ее активную мобилизацию между 
микроорганизмами, а значительная филогенетиче-
ская дистанция между донором и потенциальны-
ми реципиентами кишечной микробиоты наряду с 
интенсивной деградацией плазмидной ДНК в ус-
ловиях желудочно-кишечного тракта делает меж-
родовой перенос крайне маловероятным. Репли-
кативный модуль плазмиды узкоспецифичен для 
Lactobacillus, препятствуя устойчивой репликации 
в других бактериях, а механизмы трансдукции и 
естественной трансформации практически не реа-
лизуются в физиологических условиях кишечника. 
Синтезируемые цитокины IL-10 и IL-22 действуют 
локально на слизистую оболочку кишечника, вза-
имодействуя с рецепторами иммунных и эпители-
альных клеток, регулируя воспалительный ответ, 
поддерживая барьерную функцию эпителия и сти-
мулируя синтез антимикробных пептидов, при этом 
их концентрации соответствуют физиологическому 
диапазону и не вызывают системной экспозиции. 
Таким образом, разработанный рекомбинантный 
штамм демонстрирует безопасный профиль и эф-
фективное локальное иммуномодулирующее дей-
ствие, что делает его перспективной платформой 
для создания биокорригирующих средств ново-
го поколения. Дальнейшие исследования должны 
быть направлены на оценку эффективности и без-
опасности in vivo и оптимизацию технологических 
параметров его применения.
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