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РЕФЕРАТ  
Кормовые добавки на основе фитобиотиков являются перспективными в 
кормлении сельскохозяйственных животных, обеспечивая улучшение здоро-
вья и продуктивности. Данные соединения обладают разнообразными эф-
фектами, включая антиоксидантный, противовоспалительный, антибактери-
альный и анти-QS. Таким образом, фитобиотики могут представлять потен-
циальный инструмент для лечения и профилактики инфекционных заболева-

ний сельскохозяйственных животных. Однако значимым побочным эффектом у некото-
рых из них является гепатотоксичность, поэтому для безопасного использования данных 
соединений в качестве кормовых добавок необходимы более детальные исследования, 
включая дозу, биодоступность, метаболические взаимодействия и риски, связанные с 
длительным воздействием. Целью данного исследования стала оценка токсичности кор-
мовых добавок на основе фитобиотиков 7,8-дигидрокси-4-метилкумарина и ванилино-
вой кислоты с использованием рекомбинантного люминесцирующего штамма Escherich-
ia coli K12 MG1655 pXen7 и представителя реснитчатых простейших Stylonychia mytilus, 
являющегося стандартным тест-объектом для определения общей токсичности кормов. 
Оценка токсичности изучаемых соединений с использованием двух тест-объектов пока-
зала различия в их активности. В ходе исследований была зафиксирована абсолютная 
токсичность ванилиновой кислоты. Для бактериального биосенсора наблюдалось полное 
подавление свечения при максимальных концентрациях (0,0125 и 0,125 М), а для стило-
нихий – мгновенный лизис клеток во всем диапазоне концентраций уже через 1 ч экспо-
зиции. На этом фоне меньший токсический эффект был характерен для 7,8-дигидрокси-4
-метилкумарина, у которого токсический эффект проявлялся при высоких дозах и исче-
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зал с уменьшением концентрации тестируемого соединения. Однако для Stylonychia 
mytilus через 3 ч экспозиции было зафиксировано токсическое действие во всех остав-
шихся экспериментальных точках. Результаты исследования указывают на необходи-
мость строгого контроля использования фитобиотиков в кормлении сельскохозяйствен-
ных животных и подчеркивают важность более глубокого изучения данных кормовых 
добавок.   

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Кормовые добавки играют ключевую 

роль в современном рационе сельскохо-
зяйственных животных, обеспечивая 
улучшение здоровья и продуктивности. 
Данные добавки включают в себя широ-
кий спектр различных соединений. Со-
гласно многочисленным научным иссле-
дованиям, высокую перспективу среди 
них имеют биологически активные веще-
ства растительного происхождения – фи-
тобиотики, а также их аналоги, синтези-
рованные искусственным путем [1, 2]. 
Такие добавки имеют ряд преимуществ, 
включая натуральность, высокую усвояе-
мость и недорогую стоимость [3].  

Биоактивный потенциал фитобиоти-
ков связан с содержанием в них таких 
веществ, как терпеноиды, фенольные со-
единения и азотсодержащие вещества [4]. 
Одной из наиболее разнообразных групп 
являются фенольные соединения, облада-
ющие значительными структурными ва-
риациями [5]. Среди них можно выделить 
кумарины, которые широко распростра-
ненные в растительном мире, чаще встре-
чаются в высших растениях, редко в гри-
бах и лишайниках. Они наиболее типич-
ны для семейств Зонтичных (Apiaceae), 
Рутовых (Rutaceae), Бобовых (Fabaceae), 
Конскокаштановых (Hippocastanaceae). 
Кумарины накапливаются в различных 
органах растений, чаще всего в корнях, 
коре, плодах. В настоящее время из рас-
тительных объектов выделено порядка 
200 таких соединений [6, 7]. Другим 
представителем является ароматическая 
фенольная кислота – ванилиновая кисло-
та, встречающаяся в различных травах, 
таких как Дудник китайский (Angelica 
sinensis), Базилик душистый (Ocimum 
basilicum), Душица обыкновенная 
(Origanum vulgare), Шалфей розмарино-
вый (Salvia rosmarinus) и Тимьян обыкно-

венный (Thymus vulgaris), а также в зла-
ках, некоторых овощах и фруктах [8, 9].  

Данные соединения обладают разно-
образными эффектами, включая антиок-
сидантный, противовоспалительный, ан-
тибактериальный и анти-QS, что позволя-
ет рассматривать их в качестве потенци-
ального инструмента для лечения и про-
филактики инфекционных заболеваний 
сельскохозяйственных животных [9-13]. 
Также известны положительные эффекты 
данных соединений при их добавлении в 
рацион сельскохозяйственной птицы. 
Наблюдается увеличение массы тела, по-
ложительное влияние на липидный об-
мен, увеличение биологической ценности 
мышечной ткани, а именно увеличение 
ряда незаменимых аминокислот, ненасы-
щенных жирных кислот и важных макро- 
и микроэлементов [14-16]. Однако значи-
мым побочным эффектом у некоторых из 
них является гепатотоксичность, поэтому 
для безопасного использования данных 
соединений в качестве кормовых добавок 
необходимы более детальные исследова-
ния, включая дозу, биодоступность, мета-
болические взаимодействия и риски, свя-
занные с длительным воздействием [17, 
18]. 

Принимая во внимание вышеизло-
женное, целью данного исследования 
стала оценка токсичности 7,8-дигидрокси
-4-метилкумарина и ванилиновой кисло-
ты с использованием рекомбинантного 
люминесцирующего штамма Escherichia 
coli K12 MG1655 pXen7 и представителя 
реснитчатых простейших Stylonychia 
mytilus.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Фитобиотики. Объектами изучения в 
данном исследовании являлись 7,8-
дигидрокси-4-метилкумарин и ванилино-
вая кислота («Merc», США).  

Бактериальные штаммы и проти-
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сты. Для оценки токсического действия 
тестируемых соединений был использо-
ван рекомбинантный люминесцирующий 
биосенсор Escherichia coli K12 MG1655, 
полученный путем трансформации с по-
мощью плазмиды pXen7, содержащей 
кассету люминесцентных генов почвен-
ного микроорганизма Photorhabdus lumi-
nescens ZM1 [19]. Еще одним тест-
организмом для изучения токсичности 
стал представитель реснитчатых простей-
ших Stylonychia mytilus, являющийся 
стандартным тест-объектом для опреде-
ления общей токсичности кормов [20]. 
Эксперимент проводился на базе Центра 
коллективного пользования ФНЦ БСТ 
РАН (https://ckp-rf.ru/ckp/77384/) 
(Оренбург, Россия). 

Биолюминесцентный тест. Биосен-
сор E. coli K12 MG1655 pXen7 культиви-
ровали в течение суток на LB-агаре 
(Диаэм, Россия) при 37 °C, при этом в 
среду добавляли селективный маркер 
ампициллин (100 мкг/мл). Далее клетки 
суспендировали в растворе NaCl (0,9 %) и 
доводили до оптической плотности 0,5 
отн. ед. при 450 нм, данные измерения 
проводили в пластиковых прозрачных 
лунках с помощью микропланшетного 
фотометра AMR-100 (Allsheng, КНР). 
После этого бактериальную суспензию 
объемом 500 мкл вносили в 1000 мкл LB-
бульона без дополнительного подращива-
ния. Аликвоты бактериальных суспензий 
по 100 мкл вносили в лунки белых непро-
зрачных планшетов, содержащих предва-
рительно внесенные тестируемые веще-
ства в конечной концентрации от 0,125 М 
до 0,125×10-10 М. Далее планшет помеща-
ли в измерительный блок люминометра 
«Infinite 200 Pro» («Tecan», Австрия). Из-
мерение проводили в кинетическом режи-
ме в течение 60 минут при 37°C. Полу-
ченные результаты первично обрабатыва-
ли с использованием программного обес-
печения планшетного люминометра Ma-
gellan дальнейшую обработку получен-
ных данных осуществляли с помощью 
компьютерной программы «Еxcel 
2010» (Microsoft Inc.). Первичные значе-
ния свечения нормализовали по контро-

лю. Нормализация позволила 
«избавиться» от характера кривой в кон-
трольной пробе и оценить непосредствен-
но эффект анализируемого вещества. Рас-
чет проводили по формуле:  

 
где I0 и In – интенсивность люминес-

ценции в начале эксперимента и измерен-
ная в заданное время (n).  

Тест на простейших. Для анализа 
использовали суточную культуру стило-
нихий, которая находилась в фазе экспо-
ненциального роста [20]. Эксперимент 
проводили в диапазоне концентраций от 
0,009 до 10 мг/мл. Пересадку и подсчет 
стилонихий проводили с использованием 
микроскопа биологического Микромед 2 
(2-20 inf).  Далее автоматической пипет-
кой отбирали по 20 мкл среды со стило-
нихиями и помещали в каждую из пяти 
лунок предметных стекол. Затем туда же 
автоматической пипеткой вносили по 20 
мкл водного раствора исследуемых ве-
ществ, подготовленных для биотестиро-
вания. Через 2 мин в каждой лунке под-
считывали количество стилонихий. После 
подсчета в каждую лунку вносили по 200 
мкл водного раствора исследуемых ве-
ществ и отмечали время начала испыта-
ний. Токсичность исследуемых веществ 
определяли по выживаемости стилонихий 
через 1 и 3 ч экспозиции. Если исследуе-
мые вещества токсичны, то стилонихии 
изменяют свою обычную эллипсоидную 
форму на округлую, прекращают движе-
ние, или подвергаются распаду – лизису.  

Выживаемость стилонихий N, %, вы-
числяли по формуле: 

 
где N2 – среднеарифметическое (из 

пяти испытаний) значение количества 
стилонихий в конце опыта (через 1 и 3 ч 
экспозиции), шт.; N1 – среднеарифметиче-
ское (из пяти испытаний) значение коли-
чества стилонихий в начале опыта, шт.; 
100 – коэффициент перевода результата в 
проценты. 

Токсичность исследуемых веществ 
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определяли из расчета: от 70 % до 100 % 
выживаемости стилонихий – образец не-
токсичный; от 40 % до 69 % выживаемо-
сти стилонихий – образец слаботоксич-
ный; от 0 % до 39 % выживаемости сти-
лонихий – образец токсичный. 

Все эксперименты выполнены не ме-
нее чем в пяти повторностях. Полученные 
результаты обработаны методами вариа-
ционной статистики в программе Excel 
для Windows 10. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS  
Оценка токсичности изучаемых со-

единений с использованием двух тест-
объектов показала различия в их активно-
сти. Наиболее интенсивное ингибирова-
ние люминесценции было отмечено в 
присутствии ванилиновой кислоты. Пол-
ное подавление свечения наблюдалось в 
диапазоне максимальных концентраций 
от 0,0125 до 0,125 М. С увеличением раз-
ведения тестируемого вещества до 0,006 
М было отмечено уменьшение уровня 

токсического действия до 50 %.  При 
дальнейшем разведении исследуемого 
фитобиотика количество выживших кле-
ток увеличивалось и достигало 71 %. 

Другое соединение – 7,8-дигидрокси-
4-метилкумарин – показал меньшую ток-
сическую активность, снижая уровень 
люминесценции на 24 % только при мак-
симальной концентрации 0,125 М. Даль-
нейшее разведение до 0,125×10-10 М не 
вызывало ингибирование свечения, таким 
образом, уровень биолюминесценции 
соответствовал контрольному. 

Тестирование исследуемых веществ 
на S. mytilus показало, что наибольшим 
токсическим эффектом, как и в случае со 
штаммом E. coli K12 MG1655 pXen7, об-
ладала ванилиновая кислота, токсическое 
действие которой проявлялось мгновен-
ным лизисом клеток стилонихий во всем 
диапазоне концентраций уже через 1 ч 
экспозиции (таблица 1).  

Таблица 1 – Биотестирование исследуемых веществ на S. mytilus 

Концентрация 
мг/мл 

Время экспозиции, ч 
1 3 1 3 

7,8-дигидрокси-4-метилкумарин Ванилиновая кислота 
10,0 Tox Tox Tox Tox 
5,0 Tox Tox Tox Tox 
2,5 Tox Tox Tox Tox 

1,25  LOEC Tox Tox Tox 
0,625  LOEC Tox Tox Tox 
0,313 LOEC Tox Tox Tox 
0,156 NOEC Tox Tox Tox 
0,078 NOEC Tox Tox Tox 
0,039 NOEC Tox Tox Tox 
0,019 
0,009 

NOEC 
NOEC 

Tox 
Tox 

Tox 
Tox 

Tox 
Tox 

Примечание: Tox – 0-39 % выживаемость тест-объекта; LOEC – 40-69 % выжи-
ваемость тест-объекта; NOEC – 70-100 % выживаемость тест-объекта [21].  

Схожие результаты были описаны для 
кумарина и ванилина [22], которые оказы-
вали токсическое действие, снижая уро-
вень люминесценции бактериального био-
сенсора E. coli K12 MG1655 pXen7 на 50 
% при 2,70 мМ и 2,40 мМ соответственно, 
а также снижая выживаемость Stylonychia 
mytilus, так при 1,56 мМ выживаемость 

простейших составляла 40-69 %, дальней-
шее увеличение концентраций приводило 
к еще большему снижению выживаемо-
сти, которое проявилось в прекращении 
движения стилонихий. 

Токсическое действие исследуемых 
молекул возможно связано с наличие ОН-
группы в их структуре [5]. Известно, что 
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данные группы могут взаимодействовать 
с мембраной клетки, разрушая ее и при-
водя к утечке клеточных компонентов, а 
также с активным центром ферментов, 
изменяя клеточный метаболизм микроор-
ганизмов [23, 24]. Помимо этого, гидрок-
сильные группы способны делокализиро-
вать электроны, приводя к разрушению 
протонной движущей силы, что в конеч-
ном итоге приводит к гибели клетки [25]. 
Также возможно, что лизис клеток стило-
нихий связан с игольчатой структурой 
кристаллов кумарина и ванилиновой кис-
лоты [26]. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Анализ воздействия исследуемых 

фитобиотиков в отношении используе-
мых тест-объектов выявил высокую ток-
сичность ванилиновой кислоты и на этом 
фоне меньший токсический эффект 7,8-
дигидрокси-4-метилкумарина. Результаты 
исследования указывают на необходи-
мость строгого контроля использования 
фитобиотиков в кормлении сельскохозяй-
ственных животных и подчеркивают важ-
ность более глубокого изучения данных 
кормовых добавок на многоклеточных 
организмах, поскольку данные, получен-
ные на одноклеточных тест-объектах, не 
гарантируют безопасность их применения 
в животноводстве. 
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ABSTRACT 
Phytobiotic feed additives have promis-

ing potential in the feeding of farm animals, 
providing improved health and productivity. 
These compounds have a variety of effects, 
including antioxidant, anti-inflammatory, 
antibacterial, and anti-QS. Thus, phytobiot-
ics may represent a potential tool for the 
treatment and prevention of infectious dis-
eases of farm animals. However, hepatotoxi-
city is a significant side effect of some of 
them, so more detailed studies are needed to 
safely use these compounds as feed addi-
tives, including dose, bioavailability, meta-
bolic interactions, and risks associated with 
long-term exposure. The purpose of this re-
search was to evaluate the toxicity of two 
phytobiotic compounds, 7,8-dihydroxy-4-
methylcoumarin and vanillic acid, using a 
recombinant luminescent strain of Esche-
richia coli K12 MG1655 pXen7 and a repre-
sentative ciliated protozoon, Stylonychia 
mytilus. These two test organisms are com-
monly used to assess the overall toxicity of 
feeds. The results of the study showed differ-
ences in the toxicity levels of the two com-
pounds when tested using both organisms. 
Vanillic acid exhibited higher toxicity than 
7,8-dihydroxy-4-methylcoumarin. For the 
bacterial biosensor, complete suppression of 
luminescence was observed at maximum 
concentrations (0,0125 and 0,125 M). For 
Stylonychia, instant cell lysis was observed 
across the entire concentration range after 
one hour of exposure. In contrast, 7,8-
dihydroxy-4-methylcoumarin showed a low-
er toxic effect, with the toxic effect only 
manifesting itself at high doses and disap-
pearing with a decrease in concentration. 
However, after three hours of exposure for 
Stylonychia mytilus, a toxic effect was still 
recorded at all remaining experimental sites. 
These results emphasize the need for careful 
monitoring of phytobiotic use in animal feed 
and highlight the importance of further re-
search on these feed additives. 
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