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При интенсивном разведении рыб усиливается воздействие стресс-факторов, 

провоцирующих снижение общей резистентности. Применение иммуномодуляторов способствуют 

усилению иммунной устойчивости организма. Цихловые представляют ценность как объекты 

аквакультуры: тиляпия – неприхотливая в выращивании товарная рыба с высокими 

потребительскими качествами; дискус – популярный объект в мировой аквариумистике. Цель 

работы – изучение влияния пробиотика субтилис-С, содержащего живые природные штаммы 

Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, на физиологическое состояние и клеточный иммунитет у 

дискусов и тиляпий. В лейкограмме дискусов, получавших пробиотик, отмечено значительное 

увеличение доли моноцитов, что свидетельствует об усилении неспецифической клеточной защиты 

(фагоцитоза). У тиляпий опытной группы в крови выявлено увеличение процентной доли 

лимфоцитов и появление эозинофилов и базофилов. Применение добавки пробиотика увеличивало 

у дискусов и тиляпий содержание катионного лизосомального белка в нейтрофилах крови, что 

свидетельствует об увеличении потенциальной фагоцитарной активности, повышающей 

способность организма противостоять инфекции и инвазии. Пробиотик повышал выживаемость 

икры и личинок у дискусов и оплодотворяемость икры у тиляпий. Заключили, что применение 

пробиотика способствует у рыб повышению резистентности к заболеваниям и показателей 

воспроизводства.  
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Введение 
 

В условиях аквакультуры рыбы подвергаются воздействию стресс-факторов, связанных с 

интенсивным разведением: изменение температурного режима, гидрохимических параметров, 

увеличение плотности посадки, кормление концентрированными кормами, в которых преобладают 

ингредиенты наземного происхождения (Silveira-Coffigny et al., 2004). Водная среда является 

хорошим субстратом для развития микроорганизмов, в т.ч. патогенных; в результате этого 

происходит снижение иммунитета культивируемых объектов (Martin, Krol, 2017). Поэтому 

повышение общей резистентности у рыб в аквакультуре является актуальной задачей. Одним из 

путей усиления иммунной устойчивости организма является применение иммуномодуляторов. 

Пробиотики являются эффективными и безопасными иммуномодуляторами, которые 

стимулируют выделение хемокинов эпителиальными клетками, привлекающих клетки 

врождённого иммунитета к эпителию и слизистой оболочке кишечника (Бондаренко, 2005; 

Забодалова, 2006). Благодаря выработке хемокинов и цитокинов происходит регуляция 

врождённого и приобретённого иммунного ответа (Shi et al., 2007; Харченко и др., 2015). 

Наиболее популярными являются бактерии рода Bacillus в связи с их способностью к 

ферментативной активности и продуцированию значительного количества аминокислот, в том 

числе и незаменимых: треонин, глутаминовую кислоту, аланин, валин, тирозин, гистидин, орнитин 

(Смирнов и др., 1988). Доказано, что уже на третьи сутки после введения спорообразующего 

пробиотика значительно снижается количество патогенной микрофлоры: Staphylococcus aureus и 

Escherichia сoli, а в последующие дни происходит полная элиминация их из организма (Осипова и 

др., 2005). При попадании бактерий рода Bacillus в пищеварительный канал нормализуется 



81 
 

соотношение белковых фракций крови, вероятно, за счет активации синтеза специфических 

иммуноглобулинов (Сорокулова, 1996; Zhang et al., 2010). Доказана активация индукции 

эндогенного интерферона при парентеральном введении культур бактерий рода Bacillus, а 

последние исследования выявляют подобный эффект и после перорального их введения (Скрыпник, 

Маслова, 2009). 

Цихловые (дискусы, тиляпия) являются ценными культивируемыми видами: тиляпию 

используют как быстрорастущую, неприхотливую в выращивании товарную рыбу с высокими 

потребительскими качествами; дискус – популярный объект аквариумной аквакультуры. Кроме 

того, эти рыбы можно рассматривать как модельные объекты, демонстрирующие заботу о 

потомстве, позволяющие изучать физиологические механизмы размножения, выкармливания 

потомства и передачи ему иммунных свойств, а также для понимания эволюционных 

закономерностей развития колострального иммунитета (Привезенцев, 2011; Iq, Shu-Chien, 2011; 

Wen et al., 2018). 

Исследования иммунных реакций у неклассических биомоделей (в т.ч. рыб) с успехом 

используются для открытия ранее неизвестных молекул и биохимических путей, участвующих в 

системах иммунитета у млекопитающих (Sunyer, 2013). Использование сравнительных подходов 

позволяет получить информацию о том, как врожденный и адаптивный иммунитет совместно  

влияют на постоянно развивающиеся отношения между человеком, комменсальными организмами 

и микробными патогенами (Litman, Cooper, 2007). 

Цель данной работы –  изучение влияния пробиотика Субтилис-С, содержащего живые 

природные штаммов микроорганизмов Bacillus subtilis и Bacillus licheniformis, на физиологическое 

состояние и клеточный иммунитет у дискусов (Symphysodon haraldi) и тиляпии (Oreochromis 

niloticus). 
 

Материал и методы 
 

Объектом исследования были половозрелые самцы и самки дискусов (Symphysodon haraldi) 

и тиляпии (Oreochromis niloticus). В опыте участвовало 18 пар (самцы и самки) дискусов (9 пар в 

контроле и 9 пар в опыте) и 8 пар тиляпий (4 пары в контроле и 4 в опыте). Взрослые дискусы 

содержались в 400 л. аквариумах с принудительной аэрацией и водоочисткой. Родительские пары 

дискусов содержались в 100-л. аквариумах; рыбы нерестились и выкармливали личинку до 

перехода на самостоятельное питание. Условия среды в аквариумах соответствовали нормам. 

Температура воды – 30±1℃, рН 6,0, фотопериод – по 12 ч. света и темноты, жёсткость 1-2 gH. 

Кормом для дискусов служили личинки хирономид (Chironomus plumosus) 2,5% от массы 

тела. Кормление тиляпий осуществлялось комбикормом «Акварекс» 0,5% от массы тела. Рыбам 

опытной группы к корму добавлялся пробиотик «Субтилис-С» из расчёта 1 г/кг корма. Контрольные 

группы рыб (дискусов и тиляпий) получали корм без пробиотика. 

Длительность эксперимента с дискусами и тиляпиями составляла 2 мес. В начале 

эксперимента самки тиляпии находились отдельно от самцов. Самки тиляпии по 8 голов на 

аквариум содержались в 600 л. аквариумах. Самцы находились в отдельных аквариумах 

индивидуально. Самцы и самки опытных групп получали пробиотик в качестве кормовой добавки. 

Через месяц от начала эксперимента самцы были подсажены к самкам (по одному самцу в каждый 

аквариум). После вынашивания личинку отбирали у самок и высаживали в отдельные емкости.  

Температура воды в аквариумах поддерживалась на уровне 28±1℃, рН 8,3, фотопериод 14 ч. 

света и 10 ч. темноты, жёсткость 12 gH. По окончании опыта проводили исследования крови рыб, 

эпидермального секрета кормящих дискусов и ротовой слизи тиляпий, вынашивающих личинку. 

Кровь для анализа отбиралась у рыб прижизненно из хвостовой вены. 

Мазки крови (по 2 шт. от каждой рыбы: один для лейкограммы, второй для цитохимической 

реакции определения катионного белка) изготовляли сразу после отбора крови. Эпидермальный 

секрет у кормящих самцов и самок дискусов получали in vivo спонжем, затем выдавливали в шприц 

(Chong et al., 2006). Ротовую слизь тиляпии получали также с помощью спонжа. 

Физиолого-иммунологическая оценка рыб проводилась по гематологическим и 

цитохимическим показателям. Гематологические показатели лабильны и подвержены изменениям, 
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в т.ч. сезонным. Соотношение иммунокомпетентных клеток (лейкоцитарная формула) отражает 

физиологическое состояние и иммунный статус рыб. Лейкоцитарная формула определялась 

методом дифференциального подсчёта в окрашенных по Паппенгейму мазках периферической 

крови. Уровень гемопоэза рыб определялся по доле незрелых форм эритроцитов и лейкоцитов. 

Важным маркером иммунной устойчивости является цитохимический показатель кислород 

независимого фактора клеточного иммунитета. Неферментные катионные белки лизосом 

(дефенсины) обладают прямым киллерным действием на патогенны (Pronina, 2017; Chowdhury, 

2020). Фагоцитарная активность нейтрофилов рыб оценивалась с использованием лизосомально-

катионного теста, адаптированного для гидробионтов, и цитохимического анализа с 

бромфеноловым синим (Пронина, 2014) Определялось содержание неферментного катионного 

белка в лизосомах нейтрофилов периферической крови. По степени фагоцитарной активности 

исследуемые клетки делились на 4 группы: 0 – гранулы катионного белка отсутствуют; 1 – 

единичные гранулы; 2 – гранулы занимают примерно 1/3 цитоплазмы; 3 – гранулы занимают 1/2 

цитоплазмы и более 

Средний цитохимический коэффициент (СЦК) рассчитывали по формуле: 
 

СЦК=(0×Н0 + 1×Н1 + 2×Н2 + 3×Н3)/100;     Н0 + Н1 + Н2 + Н3 = 100 
 

где Н0, Н1, Н2, Н3 — количество нейтрофилов с активностью 0, 1, 2 и 3 балла соответственно. 
 

Анализ биохимических показателей крови является наиболее ценным современным 

методом исследования, поскольку было показано, что их физиологические значения являются 

видоспецифичными. Такие факторы, как: возраст, пол, условия окружающей среды и диета, могут 

существенно влиять на биохимические и гематологические показатели крови рыб (Patriche, 2011). 

Для получения сыворотки кровь рыб набиралась шприцем в сухую пробирку. Пробирка с 

кровью оставлялась в штативе на 1 ч. при комнатной температуре. После образования сгустка крови 

сыворотка пастеровской пипеткой отделялась от образовавшегося сгустка и помещалась в 

холодильник при температуре +3℃ на 3-5 ч. для завершения образования сыворотки. Затем 

сыворотка отсасывалась шприцом с тонкой иглой или пипеткой и переносилась в пробирку 

Эппендорфа. Для биохимического анализа сыворотка замораживалась при температуре – 28℃ и 

транспортировалась в лабораторию в замороженном виде в термоконтейнерах. Биохимический 

анализ сыворотки крови проводили на приборе ChemWellAwarenesTechnology с использованием 

реактивов VITAL. 

Лактоферрин в плазме крови рыб определяли методом иммуноферментного анализа. Кровь 

отбирали с гепарином на льду, в течение 20 мин. после сбора крови отделяли плазму 

центрифугированием при 1500 g и 4°C в течение 15 мин. Перенесённую в свежую 

полипропиленовую пробирку плазму центрифугировали, чтобы избежать контаминацию 

лейкоцитами (1500 g при 4°C в течение 15 мин.). Образцы хранились при температуре -70°C в 

полипропиленовых пробирках. 

 

Результаты и обсуждение 
 

Дискусы, получавшие и не получавшие пробиотик, не различались по массе тела. Субтилис-

С не оказал влияния на показатели прироста и интенсивности роста рыб (табл. 1).  По показателям 

эритропоэза у нерестящихся и кормящих дискусов существенных различий между группами не 

отмечено (табл. 1). Изменения в лейкоцитарной формуле под влиянием пробиотика у нерестящихся 

и кормящих дискусов показали, что иммуномодулятор активирует неспецифическую и 

специфическую резистентность. Доля моноцитов (макрофагов крови) у опытных дискусов более 

чем в два раза выше контроля. В лейкограмме дискусов опытной группы, в отличие от контрольных 

рыб, отсутствуют эозинофилы, что является физиологической нормой. Под действием пробиотика 

в крови нерестящихся и кормящих дискусов выявлено увеличение доли моноцитов.  
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Таблица 1. Размерно-весовые, гематологические и цитохимические 

показатели дискусов в эксперименте (M±m, n =12+) 

 

Показатели Контроль Опыт 

Размерно-весовые 

Масса тела, г 89,7±2,2 90,5±1,7 

Длина тела, см 11,3±0,3 11,6±0,3 

Эритропоэз, % 

Гемоцитобласты, эритробласты 0,5±0,3 0,5±0,3 

Нормобласты 7,1±0,9 8,8±1,2 

Базофильные эритроциты 13,5±1,4 17,0±1,6 

Зрелые эритроциты 78,9±2,3 73,7±4,2 

Лейкоцитарная формула, % 

Миелобласты 0,3±0,3 0,3±0,2 

Промиелоциты 1,0±0,7 0,7±0,3 

Миелоциты - 1,2±0,5 

Метамиелоциты 0,7±0,5 0,7±0,5 

Палочкоядерные нейтрофилы 2,9±0,8 4,8±0,9 

Сегментоядерные 1,3±0,7 0,7±0,3 

Эозинофилы 0,7±0,3 - 

Базофилы - - 

Моноциты 3,8±0,7 12,8±1,2* 

Лимфоциты 89,3±2,3 78,8±1,4* 

Лизосомально-катионный тест 

СЦК, ед. 1,18±0,03 1,43±0,07* 
 

Примечание: +6 пар (самцы и самки). Здесь и далее в таблицах: *P˂0,05 

по  t - критерию при сравнении с контролем. 
 

Это согласуется с литературными данными (Dowidar et al., 2018; Шленкина и др., 2018). 

Показано, что пробиотики в кишечнике активизируются и выделяют продукты метаболизма, 

которые модулируют активность иммунокомпетентных клеток, принадлежащих к 

неспецифическому барьеру: моноциты, макрофаги и нейтрофилы, а также слизеобразующие 

(бокаловидные) клетки. В результате стимуляции эти клетки выделяют антимикробные пептиды и 

синтезируют дефенсины (Rook et al., 2005; Аверина и др., 2015). Выявлено, что пробиотики влияют 

на активность макрофагов рыб, увеличивая миграцию к местному повреждению и увеличивая их 

способность к фагоцитозу (Dias et al., 2020). 

Результаты лизосомально-катионного теста показали, что кормление пробиотиком 

увеличило содержание цитотоксичного катионного белка в лизосомах нейтрофилов, на 0,25 ед (на 

21%) что свидетельствует об усилении неспецифического клеточного иммунитета. Вероятно, 

данный факт связан со стимуляцией пробиотиком выработки дефенсинов (Бондаренко, 2005). 

Применение пробиотика у дискусов снижает стрессовую реакцию и уменьшает процент пар 

дискусов, уничтожающих кладки (табл. 2). Выход икры у опытной группы дискусов был выше, чем 

в контроле на 10%; снятого малька – на 27% (P<0.05). Скармливание пробиотика родителям не 

оказало влияния на выживаемость потомства на стадии предличинки, так как предличинка питается 

за счёт желточного мешка. Увеличению выживаемости личинки и малька, по всей вероятности, 

способствуют свойства эпидермального секрета родителей, стимулирующие выработку 

иммунитета у выкармливаемого потомства.  

За время эксперимента у тиляпии произошло оплодотворение икры у 75% самок в опытной 

группе и 50% в контроле. По массе тела существенных различий в опыте и контроле у самок 

тиляпий не отмечено (табл. 3). В работах по изучению действия пробиотиков на рост и развитие 

нильской тиляпии описывались схожие результаты (Marzouk et al., 2015; Dowidar et al., 2018). 
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Таблица 2. Показатели жизнестойкости потомства дискусов 

 (M±m, n=18+) 
 

Показатели Контроль  Опыт 

Количество уничтоженных кладок, шт 30 14 

Количество уничтоженных кладок, 

приходящихся на одну пару 

 

3,3 

 

1,6 

Гибель пометов, шт 7 8 

Выращено и высажено пометов, шт. 10 22 

Количество выращенных личинок с 

одного помета, шт 

 

52,3±2,9 

 

65,1±3,4* 

Выживаемость икры, % 80,1±2,9 89,2±2,4* 

Выход предличинки, % 61,8±7,2 51,4±6,8 

Выход малька, % 40,3±3,3 51,0±2,3* 
 

Примечание: +9 пар (самцы и самки). 

 
По интенсивности эритропоэза опытные и контрольные рыбы существенно не различались, что 

согласуется с данными, полученными другими исследователями, которые также не отмечали изменений в 

эритрограмме нильской тиляпии при использовании пробиотика (Dowidar et al., 2018).   

 

Таблица 3. Размерно-весовые и гематологические 

показатели самок тиляпий (M±m, n=8+) 
 

Показатели Контроль Опыт 

Размерно-весовые 

Масса тела, г 883±41 879±70 

Длина тела TL, см 30,6±0,5 30,5±0,9 

Эритропоэз, % 

Гемоцитобласты, эритробласты 0,4±0,5 0,8+0,3 

Нормобласты 5,5±3,5 1,8+0,4 

Базофильные эритроциты 14,5±7,8 2,5+0,4 

Зрелые эритроциты 80±11 95+1 

Лейкоцитарная формула, % 

Миелобласты - 0,3+0,2 

Промиелоциты - - 

Миелоциты 10,0±4,5 2,2+0,6 

Метамиелоциты 8,0±3,2 2,3+0,8 

Палочкоядерные нейтрофилы 9,0±0,1 0,9+0,6* 

Сегментоядерные 2,0±1,4 0,5+0,3 

Эозинофилы - 0,7+0,4 

Базофилы - 0,3+0,2 

Моноциты 2,0±0,5 1,0+0,5 

Лимфоциты 69,0±7,2 91,8+1,5* 

Лизосомально-катионный тест 

СЦК, ед. 0,97±0,04 1,45±0,05* 
 

Примечание: +4 пары (самцы и самки) 

 

Показатели лейкоцитарной формулы рыб в обеих группах не выходили за пределы 

референтных значений для рыб. В лейкограмме у тиляпий, получавших пробиотик, возросла доля 

лимфоцитов за счёт снижения незрелых форм миелоидного ряда; для палочкоядерных нейтрофилов 

различия статистически существенны, что, вероятно, свидетельствует об активации 

специфического звена иммунной защиты. Ряд авторов также отмечают увеличение доли 

лимфоцитов в лейкограмме рыб (клариевого сома – Clarias gariepinus) при использовании 

пробиотика Споротермин, содержащего штаммы Bacillus subtilis и Bacillus licheniformis (Шленкина 

и др., 2018). 
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В отличие от контроля, в крови у опытных тиляпий присутствует небольшой процент 

эозинофилов и базофилов, т.е. происходит усиление резистентности за счёт активации 

неспецифического звена клеточного иммунитета. Аналогичная тенденция в отношении базофилов 

отмечена у дискусов под влиянием пробиотика. Данные изменения повышают способность 

организма противостоять инфекции и инвазии. 

Относительно клеточного иммунитета под влиянием пробиотика у тиляпий отмечаются 

изменения, аналогичные дискусам. В результате применения пробиотика увеличивается количество 

лизосомального катионного белка в нейтрофилах крови. Величина СЦК у тиляпий опытной группы 

была на 0,48 ед. (на 49%) выше, чем в контроле (Р<0,05). 

В крови и эпидермальном секрете у дискусов, в крови и ротовой слизи у тиляпий впервые 

обнаружен лактоферрин. Выявлено, что пробиотик вызывает увеличение фермента в 

эпидермальном секрете кормящих дискусов за счет снижения его в крови (табл. 4). 

Аналогичная тенденция отмечена и у тиляпий, вынашивающих личинку. Пробиотик вызвал 

увеличение содержание лактоферрина в ротовой слизи тиляпий и снижение фермента в крови. 

Увеличение уровня лактоферрина в кожном секрете кормящих пар дискусов, вероятно, усиливает 

иммунитет вскармливаемого потомства, что проявляется в повышении его выживаемости на 

личиночной стадии. 

 
Таблица 4. Содержание лактоферрина в крови и в эпидермальном секрете/ротовой 

слизи,  нг/мл (M±m) 
 

 

Показатели 

Дискусы Тиляпии 

Контроль, 

n=12 

Опыт, 

n=12 

Контроль,  

n=8 

Опыт,  

n=8 

Содержание лактоферрина в крови, 

нг/мл 

 

166±26 

 

91±5* 

 

98±15 

 

162±53* 

Cv, % 32,4 10,5 30,1 46,4 

Содержание лактоферрина в эпидер-

мальном секрете/ротовой слизи, нг/мл 

 

71±14 

 

113±9* 

70±9 107±11* 

Cv % 26,9 21,4 31,2 14,5 
 

Примечание: Cv – коэффициент вариабельности. 

 

Известно, что лактоферрин продуцируется клетками миелоидного ряда в костном мозге и 

затем локализуется во вторичных гранулах зернистых нейтрофилов, где вместе с лизоцимом и 

щелочной фосфатазой входит в состав компонентов бактерицидной системы. Обнаружено, что 

объём лактоферрин-положительных секреторных гранул в незрелых клетках миелоидного ряда 

значительно больше, чем в зрелых полиморфно-ядерных лейкоцитах. Выявлено, что лактоферрин 

содержится в комплексе Гольджи и части выростов эндоплазматического ретикулума незрелых 

нейтрофилов на стадии ранних метамиелоцитов и миелоцитов (Baveye et al., 2000; Kuroda et al., 

2015). 
 

Заключение 
 

Скармливание пробиотика субтилис-С не влияет на абсолютную и относительную скорость 

роста половозрелых дискусов и тиляпий. Применение пробиотика способствует активации 

фагоцитоза: увеличивается доля моноцитов в лейкограмме, однако субтилис-С не оказал влияния 

на количество моноцитов у тиляпий, так как у них значительно возросла доля лимфоцитов, т.е. 

произошла активация специфического звена клеточного иммунитета. Пробиотик вызывает 

увеличение лактоферрина в эпидермальном секрете кормящих дискусов за счёт снижения его в 

крови. 

Субтилис-С повышает содержание катионного лизосомального белка в нейтрофилах крови 

у рыб семейства Цихловые, что свидетельствует о высокой потенциальной фагоцитарной актив-

ности. В крови у цихлид при примениении пробиотика субтилис-С, присутствует небольшой 
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процент эозинофилов и базофилов. Эти изменения повышают способность организма противо-

стоять инфекции и инвазии. При применении пробиотика отмечено увеличение выживаемости икры 

и личинки у дискусов, а у тиляпий – оплодотворение икры. 

 

Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований 

(проект 20-316-90028) 
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Effect of probiotics on the physiological state 

and immune status in fish of the Cichlidae family 
 

Pronina G.I., Sanaya O.V., Cherkalin A.I. 
 

Russian State Agrarian University - Moscow Timiryazev Agricultural Academy, 

Moscow, Russian Federation 

 

ABSTRACT.  With intensive breeding of fish, the impact of stress factors increases, provoking a 

decrease in overall resistance. The use of  probiotics enhances the body's immune resistance. Cichlids are 

valuable as objects of aquaculture: tilapia is an unpretentious commodity fish in cultivation with high 

consumer qualities. The discus is a popular object in the world aquarium hobby. The aim of the work is to 

study the effect of the probiotic subtilis-C, containing live natural strains of Bacillus subtilis, Bacillus 

licheniformis, on the physiological state and cellular immunity in discus and tilapia. In the leukogram of 

discus treated with probiotic, a significant increase in the proportion of monocytes was noted, which 

indicates an increase in nonspecific cellular protection (phagocytosis). In tilapia of the experimental group, 

an increase in the percentage of lymphocytes and the appearance of eosinophils and basophils were detected 

in the blood. The use of a probiotic supplement increased the content of cationic lysosomal protein in blood 

neutrophils in discus and tilapia, which indicates an increase in potential phagocytic activity, which 

increases the body's ability to resist infection and invasion. The probiotic increased the survival of eggs and 

larvae in discus, and the fertilization of eggs in tilapia. Сoncluded that the use of a probiotic contributes to 

an increase in fish resistance to diseases and reproduction indicators. 
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