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В условиях интенсификации скотоводства негативное влияние на микробиоту рубца и, 
как следствие, на физиологию крупного рогатого скота оказывает совокупность стресс-факторов, 
в частности экстремально высокая молочная продуктивность, несогласованность нейрогуморальной 
и гормональной регуляции потребления корма и синтеза молока, отрицательный энергетический 
баланс, использование кормов, содержащих избыточное количество крахмала. В представленной 
работе впервые показано, что физиологические периоды у молочного скота — это важный фактор, 
определяющий относительное изобилие неатрибутируемых бактерий из кандидатных семейств 
vadinBE97 и WCHB1-41, функции которых практически не изучены. Наиболее выраженные изме-
нения метаболического потенциала микробиоты, а именно угнетение различных типов обмена ве-
ществ в химусе рубца, в частности энергетического (цикл трикарбоновых кислот), белкового, уг-
леводного, липидного, включая синтез летучих жирных кислот (ЛЖК), наблюдаются у коров в 
период стабилизации и спада лактации по сравнению с сухостойными, новотельными и раздойными 
животными. Цель работы — изучение состава и метаболического потенциала микробиома рубца у 
коров молочного направления в различные физиологические периоды. Эксперимент проводили ле-
том 2020 года в АО «Агрофирма Дмитрова Гора» (Тверская обл.) на 15 коровах (Bos taurus) мо-
лочного направления черно-пестрой голштинизированной породы 2-3-й лактации. Животные были 
разделены на пять групп (по n = 3): I группа — сухостойные (в среднем за 30 сут до отела), II — 
новотельные (среднее число дней доения — 20), III — в период раздоя (среднее число дней дое-
ния — 90), IV — в период стабилизации лактации (208-е сут лактации), V — в период спада лактации 
(310-е сут лактации). Рационы коров рассчитывали в программе AMTS.Cattle.Professional в соот-
ветствии с общепринятыми требованиями. Тотальную ДНК из образцов химуса рубца выделяли с 
использованием набора Genomic DNA Purification Kit («Fermentas, Inc.», Литва). Оценку бактери-
ального сообщества рубца проводили методом NGS-секвенирования на платформе MiSeq («Illumina, 
Inc.», США) с применением праймеров для V3-V4 региона 16S рРНК. Секвенирование осуществ-
ляли с использованием реагентов для подготовки библиотек Nextera® XT IndexKit («Illumina, Inc.», 
США), для очистки ПЦР продуктов Agencourt AMPure XP («Beckman Coulter, Inc.», США) и для 
проведения секвенирования MiSeq® ReagentKit v2 (500 cycle) («Illumina, Inc.», США). Биоинфор-
матический анализ данных выполняли с помощью программного обеспечения Qiime2 ver. 2020.8. 
Фильтрацию шумовых последовательностей проводили методом Deblur. Для построения филогении 
de novo применяли программный пакет MAFFT. Для анализа таксономии использовали справочную 
базу данных Silva 138 (https://www.arb-silva.de/documentation/release-138/). Реконструкцию и про-
гнозирование функционального содержания метагенома осуществляли при помощи программного 
комплекса PICRUSt2 (v.2.3.0). Для анализа метаболических путей и ферментов пользовались ба-
зой данных MetaCyc. Тотальную РНК из образцов рубцового содержимого выделяли с помощью 
набора Aurum Total RNA («Bio-Rad», США). На матрице РНК получали кДНК (набор iScript RT 
Supermix, «Bio-Rad», США). Относительную экспрессию генов Ldh-L и Ldb 0813 бактерий опре-
деляли в количественной ПЦР. Реакцию амплификации с праймерами гена Ldb 0813, связанного 
с синтезом D-лактатдегидрогеназы, и L-лактатдегидрогеназы (ген Ldh-L) проводили при помощи 
набора SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix («Bio-Rad», США). В результате 16S мета-
геномного секвенирования содержимого рубца показано снижение α-разнообразия бактериальной 
микробиоты у коров из IV и V групп (р ≤ 0,05). Обнаружены 12 суперфилумов и филумов микро-
организмов. Суперфилум Bacteroidota и филум Firmicutes были определены как «доминантные» 
бактерии рубца (соответственно до 59,94±1,86 и 46,82±14,40 % сообщества). Бактерии суперфи-
лума Actinobacteriota полностью элиминировались из рубца лактирующих коров, присутствуя 
только в рубце сухостойных животных. Бактерии суперфилума Armatimonadota исчезали из рубца 
новотельных коров и животных в период стабилизации лактации, филума Chloroflexi — в периоды 
раздоя и стабилизации лактации. Выявлены существенные различия между животными по 8 бак-
териальным семействам, в том числе Muribaculaceae, Prevotellaceae, Erysipelatoclostridiaceae, Oscil-
lospiraceae, Ruminococcaceae, Saccharimonadaceae, кандидантым семействам WCHB1-41, vadinBE97. 

                                                            
* Исследование выполнено при поддержке гранта РФФИ № 20-016-00168 «Исследование особенностей экс-

прессии генов метаболизма микробного сообщества рубца крупного рогатого скота под влиянием различ-
ных кормовых факторов». 
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Обнаружено появление в составе микробиома коров в новотельный период и персистирование в по-
следующие периоды лактации родов Asteroleplasma, Sharpea, Moryella, Oribacterium, Shuttleworthia. 
Эти бактерии отсутствовали в составе микробиома рубца в период сухостоя. Предсказанный функ-
циональный потенциал 17 метаболических путей микробиома различался (р ≤ 0,01) у коров из 
разных опытных групп. Наиболее выраженные изменения, а именно угнетение разных типов об-
мена веществ в химусе рубца, наблюдались у коров из IV и V групп в сравнении с I, II и III 
группами (р ≤ 0,01). У новотельных животных по сравнению с сухостойными в рубце повышалась 
экспрессии генов, связанных с синтезом лактатдегидрогеназ, Ldh-L (p ≤ 0,01) и Ldb 0813 (p ≤ 0,05). 
У бактериального сообщества рубца коров значительно усиливалась экспрессия генов Ldh-L (в 
10,6 раза при p ≤ 0,001) и Ldb 0813 (в 2,8 раза при p ≤ 0,05) в период спада лактации по сравнению 
с показателями в IV группе. 
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чатка, NGS-секвенирование, PICRUSt2, MetaCyс, метаболические пути. 

 

Основная проблема современной стратегии молочного животновод-
ства состоит в необходимости обеспечить максимальное использование пи-
тательных веществ рационов при минимизации риска дисбиоза экосистемы 
рубца, расстройства пищеварения и возникновения метаболических нару-
шений. Известно, что потребности молочных коров в энергии удовлетворя-
ются на 70 % за счет микробной ферментации. Это указывает на важнейшую 
роль микробиоты рубца в метаболизме животных и необходимости изуче-
ния состава и функций микроорганизмов (1). 

Уникальная особенность метаболизма жвачных — их способность 
переваривать растительную клетчатку, содержащую целлюлозу, гемицеллю-
лозу и ксиланы, благодаря сложившемуся в процессе эволюции симбиозу с 
микробиотой рубца (2-4). Представители микробиома пищеварительной си-
стемы, различающиеся по филогенезу, неразрывно связаны между собой, 
их симбиотические отношения и метаболические сети играют центральную 
роль в функционировании рубца, особенно в переваривании клетчатки (5). 
Так, в исследованиях D. Akin с соавт. (6) и P.H. Janssen с соавт. (7) проде-
монстрирована междоменная взаимозависимость на примере бактерий и ар-
хей. Бактерии, разлагающие лигноцеллюлозный материал, выделяют водо-
род (6), который, в свою очередь, используют метаногенные археи (7). Ана-
логичным образом большая часть лактата, произведенного одними микро-
организмами, далее метаболизируется бактериями, утилизирующими это ве-
щество (8). В результате образуются летучие жирные кислоты (ЛЖК), кото-
рые всасываются через стратифицированный плоский эпителий рубца. С од-
ной стороны, ЛЖК обеспечивают прямое пополнение энергетических суб-
стратов (прежде всего, для глюконеогенеза) (9), внося важный вклад в фор-
мирование метаболического пула животного (10). С другой стороны, преоб-
разование лактата в ЛЖК способствует буферизации содержимого рубца, что 
служит важным механизмом противодействия развитию ацидоза (11).  

В условиях интенсивного скотоводства негативное влияние на мик-
робиоту рубца и, как следствие, физиологию крупного рогатого скота ока-
зывает совокупность стресс-факторов, в частности экстремально высокая мо-
лочная продуктивность, несогласованность нейрогуморальной и гормональ-
ной регуляции потребления корма и синтеза молока, отрицательный энер-
гетический баланс, использование кормов с избыточным количеством крах-
мала. Известно, что кормление сухостойных коров должно быть направлено 
на снижение риска возникновения послеотельных осложнений, что пред-
определяет использование кормов высокого качества, содержащих повы-
шенное количество клетчатки и умеренную долю концентратов. Это сти-
мулирует жевательную активность, моторику рубца, повышает рН, восста-
навливает микробиоту рубца и, следовательно, общую метаболическую ак-
тивность животных (12-14). Ряд исследователей (4, 15, 16) отмечают высокое 
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разнообразие рубцовой микробиоты, состоящей в основном из целлюлоли-
тических бактерий, у коров в сухостойный период. 

Как считает G. Henderson с соавт. (17), в отличие от моногастричных 
животных, у жвачных роль состава рациона в формировании микробного 
сообщества рубца значительно выше, чем генотипа и индивидуальных фи-
зиологических характеристик хозяина. Новотельный период — критический 
в отношении становления физиологического статуса коров и молочной про-
дуктивности (18). В результате стремительного нарастания потребностей в 
глюкозе у новотельных коров выход энергии для производства молока ста-
новится больше, чем потребление энергии из корма, что приводит к от-
рицательному энергетическому балансу (14). Как результат низкого содер-
жания глюкозы и инсулина в плазме крови включается физиологический 
механизм преодоления дефицита энергии: организм активно мобилизуют 
триглицериды из жировой ткани в попытке удовлетворить высокие энерге-
тические потребности (19). Все это индуцирует дисбаланс в соотношении 
глюкогенных и липогенных соединений плазмы крови, что имеет тяжелые 
последствия для метаболизма (20). 

Известно, что на физиологию новотельных животных отрицательно 
влияют корма, содержащие крахмал и моносахара, которые служат основ-
ными энергетическими компонентами, используемыми в рационе кормле-
ния лактирующих коров (21, 22). В то же время крахмал и моносахара — 
это основной источник гликогенных предшественников (например, пропи-
оната) и ферментируемой энергии для микроорганизмов рубца. Тем не ме-
нее избыточное образование короткоцепочечных жирных кислот снижает 
рН рубца (23), поскольку на фоне возрастания продукции ЛЖК увеличива-
ется численность кислотоустойчивых бактерий филума Bacteroidetes и сни-
жается численность Firmicutes (24). Осуществляемый бактериями филума 
Bacteroidetes активный синтез лактата как промежуточного продукта фер-
ментации крахмала и неспособность микробиоты поддерживать соответ-
ствующий кислотно-щелочной баланс рубца приводят к внутрипросветному 
накоплению протонов и последующему падению рН ниже физиологиче-
ского диапазона (14, 25, 26). Это состояние широко известно как ацидоз 
рубца. На фоне ацидоза в разы увеличивается риск ожирения печени и ке-
тоза, метрита, смещения сычуга. Подобные нарушения имеют далеко иду-
щие последствия для здоровья и продуктивности крупного рогатого скота, 
приводя к хромоте (27, 28), ухудшению репродуктивных функций, сниже-
нию молочной продуктивности и сокращению продуктивного долголетия 
(29, 30). По мнению Q. Zebeli с соавт. (14), частота и тяжесть метаболиче-
ских расстройств зависят от количества крахмала в рационе и потребления 
корма. Показано, что постепенное увеличение концентратов на 0,25 кг су-
хого вещества (СВ) в сутки в послеотельный период обеспечивает лучшую 
адаптацию микробиоты рубца, чем увеличение суточной нормы концентр-
ата на 1 кг сухого вещества СВ в сутки (18). Совокупность таких факторов, 
как резкий переход к высокоэнергетическому рациону, стресс от отела и 
лактации, отрицательный энергетический баланс связаны с высоким риском 
развития метаболических нарушений у коров в новотельный период (31, 32). 

Коровы в периоды раздоя, стабилизации и спада лактации также 
подвержены высокому риску нарушений микробиома рубца и возникнове-
ния метаболических расстройств (14). По наблюдению нескольких исследо-
вателей (26, 33, 34), высокие концентрации растворимого крахмала в рубце 
коров в период раздоя были связаны с увеличением численности 
Lactobacillus sp. и амилолитического микроорганизма Streptococcus bovis, про-
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дуцирующих лактат (34). Это индуцировало снижение рН и угнетение цел-
люлозолитических и ЛЖК-продуцирующих бактерий, а также нарушения в 
процессах синтеза ЛЖК.  

Изучение микробиома рубца — один из фундаментальных подходов 
к разработке эффективных мер профилактики метаболических нарушений 
на молочных фермах. Представляет интерес комплексный анализ измене-
ний состава и метаболического потенциала микробиома рубца в различные 
физиологические периоды у молочных коров. Влияние физиологических 
периодов и рационов на таксономический состав микробиома рубца до-
статочно подробно изучено отечественными учеными с применением 
классических методов микробиологии (35-37) и зарубежными исследова-
телями (13, 14, 23). Однако конкретные биологические и метаболические 
функции микробиома рубца для разных физиологических периодов мо-
лочных коров полностью не раскрыты. Кроме того, микробиомы живот-
ных, выращенных в соответствии с практикой молочного скотоводства Рос-
сийской Федерации, мало исследовались с использованием молекулярно-
биологических методов. 

В представленной работе мы впервые показали, что период физио-
логического состояния молочного скота — это важный фактор, определяю-
щий относительное изобилие неатрибутируемых бактерий из кандидатных 
семейств vadinBE97 и WCHB1-41, функции которых практически не изу-
чены. Наиболее выраженные изменения метаболического потенциала мик-
робиоты, а именно угнетение различных типов обмена веществ в химусе 
рубца, в частности энергетического (цикл трикарбоновых кислот), белко-
вого, углеводного, липидного, включая синтез ЛЖК, наблюдаются у коров 
в период стабилизации и спада лактации по сравнению с сухостойными, 
новотельными и раздойными животными. 

Цель работы — изучение состава и метаболического потенциала 
микробиома рубца у коров молочного направления в различные физиоло-
гические периоды. 

Методика. Работу проводили летом 2020 года в АО «Агрофирма 
Дмитрова Гора» (Тверская обл.) на 15 коровах (Bos taurus) молочного 
направления черно-пестрой голштинизированной породы 2-3-й лактации. 
Выбор коммерческого животноводческого хозяйства в качестве опытной 
площадки был основан на экспериментах, описанных в ранее опубликован-
ных исследованиях микробиома дойных коров (38, 39). Животные находи-
лись в одинаковых условиях на привязном содержании. 

Коров разделили на пять групп (по n = 3): I группа — сухостойные 
(в среднем за 30 сут до отела), II — новотельные (среднее число дней 
доения — 20), III — в период раздоя (среднее число дней доения — 90), 
IV — в период стабилизации лактации (208-е сут лактации), V — в период 
спада лактации (310-е сут лактации). Сухостойных коров отбирали по ожи-
даемой дате отела. Число животных в группах выбирали в соответствии с 
методиками, представленными в ранее опубликованных исследованиях (40, 
41). Средняя живая масса животных в I группе — 703 кг. Средний суточ-
ный надой коров из II группы составлял 27,0 л/гол., содержание жира в 
молоке — 3,7 %, масса животных — 637 кг. Средний суточный надой коров 
в период раздоя — 38,5 л/гол., содержание жира в молоке — 3,7 %, масса 
животных — 650 кг. Живая масса коров из IV и V групп — соответственно 
667 и 681 кг. 

Пробы химуса (30-50 г от каждой коровы) отбирали из верхней части 
вентрального мешка рубца вручную стерильным зондом с максимально воз-
можным соблюдением условий асептики.  
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Тотальную ДНК из образцов выделяли с использованием набора 
Genomic DNA Purification Kit («Fermentas, Inc.», Литва) согласно прилагае-
мой инструкции (3). Анализ был основан на селективном осаждении ДНК 
из субстрата с применением растворов для лизиса клеточных стенок, оса-
ждения ДНК, 1,2 М хлорида натрия, хлороформа. 

Бактериальное сообщество рубца оценивали методом NGS-секве-
нирования на платформе MiSeq («Illumina, Inc.», США) с праймерами для 
V3-V4 региона 16S рРНК. Прямой праймер: 5´-TCGTCGGCAGCGTCAG-
ATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3´, обратный прай-
мер: 5´- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACH-
VGGGTATCTAATCC-3´. Секвенирование проводили с использованием ре-
агентов для подготовки библиотек Nextera® XT IndexKit («Illumina, Inc.», 
США), для очистки ПЦР-продуктов Agencourt AMPure XP («Beckman 
Coulter, Inc.», США) и для секвенирования MiSeq® ReagentKit v2 (500 cycle) 
(«Illumina, Inc.», США). Максимальная длина полученных последователь-
ностей составила 2½250 п.н.  

Биоинформатический анализ данных выполняли с помощью про-
граммного обеспечения Qiime2 ver. 2020.8 (https://docs.qiime2.org/2020.8/). 
После первоначального импорта последовательностей в формат Qiime2 
парные строки прочтений выравнивали. Далее последовательности филь-
тровали по качеству с использованием настроек по умолчанию. Шумовые 
последовательности фильтровали методом Deblur, при этом использо-
вали максимальную длину последовательности обрезки, равную 250 п.н. 
(https://msystems.asm.org/content/msys/2/2/e00191-16.full.pdf). Для построе-
ния филогении de novo применяли программный пакет MAFFT, далее про-
водили маскированное выравнивание последовательностей. Для анализа 
таксономии использовали справочную базу данных Silva 138 (https://www.arb-
silva.de/documentation/release-138/).  

На основании полученной таблицы оперативно-таксономических 
единиц (ОТЕ) с помощью плагинов программного пакета Qiime2 рассчиты-
вали индексы α-разнообразия и строили графики зависимости числа ОТЕ 
от числа прочтений. При статистическом анализе индексов разнообразия 
их дополнительного преобразование не проводили. 

Реконструкцию и прогнозирование функционального содержания 
метагенома, семейств генов, ферментов выполняли при помощи программ-
ного комплекса PICRUSt2 (v.2.3.0) (https://picrust.github.io/picrust/). С про-
граммой работали согласно рекомендованному сценарию, все настройки 
использовали по умолчанию. Для анализа метаболических путей и фермен-
тов пользовались базой данных MetaCyc (https://metacyc.org/). Прогнозиру-
емые профили метаболических путей MetaCyc оценивали по обилию ASV 
(Amplicon Sequence Variants) (42). 

Тотальную РНК из образцов рубцового содержимого выделяли с по-
мощью набора Aurum Total RNA («Bio-Rad», США) согласно инструкции 
производителя. На матрице РНК получали кДНК (набор iScript RT Supermix, 
«Bio-Rad», США) (43). Относительную экспрессию генов Ldh-L и Ldb 0813 
бактерий, способных осуществлять молочнокислое брожение, анализиро-
вали при помощи количественной ПЦР. Реакцию амплификации с прай-
мерами гена Ldb 0813, связанного с синтезом D-лактатдегидрогеназы (F: 5´-
CTGGGATCCGTTGAGGGAGATGCTTAAG-3´, R: 5´-TCCGAAGCTTTT-
AGTTGACCCGGTTGAC-3´) и L-лактатдегидрогеназы (ген Ldh-L) (F: 5´-CA-
TCAAAAAGTTGTGTTAGTCGGCG-3´, R: 5´-TCAGCTAAACCGTCGTT-
AAGCACTT-3´) проводили на детектирующем амплификаторе ДТ Lite-4 
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(ООО «НПО ДНК-Технология», Россия). Условия амплификации: 1 мин 
при 95 °С (1 цикл); 15 с при 95 °С, 1 мин при 50 °С (45 циклов). Использо-
вали реакционную смесь для амплификации, которая входила в состав 
набора SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix («Bio-Rad», США), при-
готовленную согласно протоколу производителя.  

Относительную экспрессию рассчитывали методом 2−ΔΔCT (44). Уни-
версальный ген, кодирующего 16S-рибосомальную субъединицу прокариот 
(соответствующая пара праймеров: F — 5´-AGGCCTTCGGGTTGTAAAGT-3´, 
R — 5´-CGGGGATTTCACATCTCACT-3´), служил референсным. 

Индексы биоразнообразия микробиома рубца Сhao1, Шеннона (Н), 
Симпсона (D) вычисляли согласно описанию (45). 

Математическую и статистическую обработку результатов осуществ-
ляли методом однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) в програм-
мах Microsoft Excel XP/2003, R-Studio (Version 1.1.453) (https://rstudio.com). Для 
коррекции ошибки 1-го типа рассчитывали критерий достоверно значимой 
разности Тьюки (Tukey’s HSD test) (https://www.rdocumentation.org/pack-
ages/stats/versions/3.6.1/topics/TukeyHS). Результаты представлены как сред-
ние значения (M) и стандартные ошибки средних (±SEM). Уровень стати-
стической значимости — р ≤ 0,05. Для оценки достоверности использовали 
t-критерий Стьюдента.  

Результаты. Рационы коров в каждой группе рассчитывали с помо-
щью программы AMTS.Cattle.Professional (https://agmodelsystems.com) в со-
ответствии с общепринятыми требованиями (46-48) (табл.). Рецепты пре-
миксов для каждой группы рассчитывали индивидуально. Состав премиксов 
полностью обеспечивал потребности в витаминно-минеральном питании 
под заданную продуктивность. 

Показатели питательности рационов для черно-пестрых голштинизированных 
коров (Bos taurus) молочного направления в разные физиологические периоды 

Показатель 
Группа 

I II III IV V 
Содержание сухого вещества (СВ), % 39,02 45,10 42,31 43,50 42,50 
Потребление СВ, кг  11,82 18,94 25,00 25,60 27,60 
Обеспеченность обменной энергией из рациона  
к норме, %  106,86 103,82 104,87 105,52 100,20 
Обеспеченность обменным протеином из рациона  
к норме, %  103,47 97,08 104,57 105,33 105,43 
Сырой протеин (СП), %  14,86 16,44 17,48 17,50 17,60 
Чистая энергия лактации, МДж/кг 6,29 6,47 6,86 6,60 6,30 
Нейтрально-детергентная клетчатка, % СВ 41,63 25,75 28,28 29,28 30,20 
Кислотно-детергентная клетчатка, % СВ  26,64 16,25 17,75 18,50 18,80 
Расщепляемый в рубце протеин, % от СП 56,0 57,0 52,0 55,0 56,0 
Не расщепляемый в рубце протеин, % от СП 44,0 43,0 48,0 45,0 44,0 
Крахмал, % СВ 16,20 23,54 26,64 26,45 24,50 
Са, % СВ 0,49 0,82 0,74 0,71 0,68 
Р, % СВ 0,51 0,39 0,40 0,40 0,41 
Mg, % СВ 0,47 0,39 0,37 0,39 0,42 
П р и м е ч а н и е. Описание групп см. в разделе «Методика». 

 

Мы изучили состав и структуру бактериального сообщества рубца 
коров методом NGS-секвенирования. При вычислении индексов Шеннона 
и Chao1 оказалось, что их значения у животных из II группы (новотельные) 
и I группы (сухостойные) не различались (р ≥ 0,05) (рис. 1). Это интересный 
результат, поскольку обе метрики оценивают степень видового разнообра-
зия (49). Ожидаемым было более выраженное в том или ином направлении 
изменение разнообразия в новотельный период по сравнению с сухостойным 
в связи с действием ряда негативных факторов на организм животного в 
совокупности с резкими изменениями в структуре рациона, стрессами от 
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отела и начала лактации. Так, A. Bach с соавт. (50) наблюдали снижение 
значений индекса Н у микробного сообщества пищеварительной системы 
коров после отела относительно сухостойного периода. В нашем исследо-
вании индекс Н немного увеличивался (р ≤ 0,05) в период раздоя по срав-
нению с новотельным. Резкое снижение (р ≤ 0,05) значений индексов Н и 
Chao1 при сопоставлении с предыдущими физиологическими периодами 
отмечали в период стабилизации (IV группа) и спада лактации (V группа). 
В целом известно, что уменьшение разнообразия микробиоты пищевари-
тельной системы происходит при дисбиотических нарушениях, в частности 
при лечении антимикробными препаратами (51), и гастроэнтеритах (52). 
Тем не менее разнообразие микробных сообществ рубца — это достаточно 
стабильный показатель, поскольку в нашем исследовании у коров в ново-
тельный период и период раздоя не отмечалось снижения значений индек-
сов Шеннона и Chao1. При расчете индекса Симпсона для каждой иссле-
дованной группы оказалось, что полученные значения не имели достовер-
ных различий (р ≥ 0,05) (см. рис. 1, В). 

 

А Б 

  
В 

Рис. 1. Параметры α-биоразнообразия у черно-
пестрых голштинизированных коров (Bos tau-
rus) молочного направления в разные физиоло-
гические периоды: А — индекс Шеннона, Б — 
индекс Chao1, В — индекс Симпсона; I — су-
хостойные, II — новотельные, III — раздой-
ные коровы, IV — животные в период стаби-
лизации, V — в период спада лактации (АО 
«Агрофирма Дмитрова Гора», Тверская обл., 
2020 год). 
a-c При отсутствии в обозначении одинако-
вых букв различия статистически значимы 
(р ≤ 0,05). 

 
Чтобы выяснить, были ли 

связаны вариации в α-биоразнооб-
разии с составом и функциями мик- 
 

роорганизмов, мы оценили изменения в таксономической структуре мик-
робиоты рубца на основе данных NGS-секвенирования. 

В составе микробиома рубца коров были обнаружены 12 суперфи-
лумов и филумов микроорганизмов (рис. 2), из которых суперфилум 
Bacteroidota и филум Firmicutes можно считать доминантными бактериями 
рубца (соответственно до 59,94±1,86 и 46,82±14,40 % микробиоты). Две 
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эти таксономические группы допустимо рассматривать как ядро бактери-
ального микробиома, поскольку они присутствуют в значительном коли-
честве практически у всех Bos taurus (12, 53, 54). Доминирующие бактерии, 
обнаруженные в нашем исследовании, вероятно, ответственны за большую 
часть трансформации веществ в рубце, преимущественно целлюлозы, гемицел-
люлозы, крахмала, органических кислот и белка, так как эти вещества служат 
компонентами рациона и промежуточными энергетическими субстратами (1). 

 

 
Рис. 2. Таксономический состав микробиома рубца у черно-пестрых голштинизированных коров 
(Bos taurus) молочного направления в разные физиологические периоды: I — сухостойные, II — 
новотельные, III — раздойные коровы, IV — животные в период стабилизации, V — в период 
спада лактации (анализ методом NGS-секвенирования; АО «Агрофирма Дмитрова Гора», 
Тверская обл., 2020 год). 

 

Оказалось, что снижение α-разнообразия рубцового микробиома 
имело связь со уменьшением относительной численности некоторых таксо-
нов, что было зафиксировано уже на уровне филумов. Например, бактерии 
суперфилума Actinobacteriota полностью элиминировались из рубца лакти-
рующих коров, присутствуя только в рубце у сухостойных животных; бак-
терии суперфилума Armatimonadota исчезали из рубца новотельных коров и 
коров в период стабилизации лактации, филума Chloroflexi — в период раз-
доя и стабилизации лактации. Исчезновение этих микроорганизмов могло 
внести отрицательный вклад в процессы метаболизма в период лактации ко-
ров. Так, бактерии суперфилума Actinobacteriota — это широко распростра-
ненные симбионты эукариот (55), их целлюлолитические ферменты способ-
ствуют более эффективному расщеплению клетчатки (56).  

Обилие бактерий суперфилума Verrucomicrobiota уменьшалось в 
рубце коров в период раздоя и стабилизации лактации по сравнению с су-
хостойными животными (р ≤ 0,05). Несмотря на повсеместное распростра-
нение указанных микроорганизмов, в чистой культуре были получены 
только немногочисленные изоляты (57), поэтому их экологическая зна-
чимость до сих пор точно не установлена. Известно, что Verrucomicrobia в 
значительном количестве присутствуют в кишечнике термитов, где участ-
вуют в превращении растительных полисахаридов в ацетат (57). Недавно 
открыта способность некоторых представителей суперфилума Verrucomic-
robia окислять метан (свойство, описанное ранее только для протеобакте-
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рий) в кислых условиях среды (рН 0,8-2,0) (58). Поэтому снижение содержа-
ния бактерий суперфилума Verrucomicrobiota в нашем эксперименте в пери-
оды раздоя и стабилизации лактации может быть связано с угнетением про-
цессов переваривания клетчатки, а также метаногенеза при высококонцен-
тратном кормлении. 

Особый интерес представляет снижение количества микроорганиз-
мов суперфилума Patescibacteria в период стабилизации лактации по срав-
нению с сухостойным (р ≤ 0,05). Дело в том, что представители суперфи-
лума Patescibacteria имеют значительно редуцированные по сравнению с 
большинством других микроорганизмов геномы и для получения энергии ис-
пользуют простые промежуточные метаболиты пищеварительной системы 
хозяина, например глюкозу и пировиноградную кислоту, а функции перева-
ривания сложных полисахаридов у них утрачены (59). Возможно, снижение 
доли бактерий суперфилума Patescibacteria в период стабилизации лактации 
связано с нарушением синтеза этих питательных субстратов в рубце коров. 

 

 
Рис. 3. Таксономический состав микробиома рубца на уровне семейств у черно-пестрых голшти-
низированных коров (Bos taurus) молочного направления в разные физиологические периоды: I — 
сухостойные, II — новотельные, III — раздойные коровы, IV — животные в период стабили-
зации, V — в период спада лактации (анализ методом NGS-секвенирования; АО «Агрофирма 
Дмитрова Гора», Тверская обл., 2020 год). 

 

Детальный анализ состава микробиома (рис. 3) показал, что неко-
торые выявленные в составе микробиоты семейства были относительно 
равномерно распределены между животными из разных экспериментальных 
групп. В то же время анализ позволил выявить существенные различия по 
8 бактериальным семействам: Muribaculaceae, Prevotellaceae, Erysipelatoclost-
ridiaceae, Oscillospiraceae, Ruminococcaceae, Saccharimonadaceae, кандидантым 
семействам WCHB1-41, vadinBE97 (см. рис. 3). 
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Мы наблюдали увеличение численности бактерий семейства Prevo-
tellaceae суперфилума Bacteroidota, представленных преимущественно родом 
Prevotella, у коров из IV группы по сравнению с I группой (р ≤ 0,05). При-
сутствие в рубце бактерий семейства Prevotellaceae на фоне рационов, бога-
тых крахмалом и монасахарами, закономерно. Известно (60, 61), что эти 
микроорганизмы используют крахмал для синтеза ЛЖК, однако избыточ-
ная продукция короткоцепочечных жирных кислот связана со снижением 
рН рубца и может привести к лактатному ацидозу, сопровождающемуся 
дисбактериозом (62). Также у коров из IV группы по сравнению с I группой 
наблюдалось снижение численности бактерий семейств Oscillospiraceae фи-
лума Firmicutes и Saccharimonadaceae суперфилума Patescibacteria (р ≤ 0,05). 
Это могло свидетельствовать о дисбиотических нарушениях микробиома 
при высококонцентратном кормлении, поскольку представители семейства 
Oscillospiraceae обладают значительным набором гликозидгидролаз. Послед-
ние выполняя разнообразные функции, в частности связанные с деграда-
цией целлюлозы и гемицеллюлозы кормов, образуют основу биологиче-
ского аппарата разрушения гликозидных связей (63).  
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Рис. 4. Представленность бактерий семейства 
Muribaculaceae (А) и кандидатных семейств 
vadinBE97 (Б) и WCHB1-41 (В) в составе мик-
робиома рубца у черно-пестрых голштинизиро-
ванных коров (Bos taurus) молочного направле-
ния в разные физиологические периоды: I — су-
хостойные, II — новотельные, III — раздойные 
коровы, IV — животные в период стабилиза-
ции, V — в период спада лактации (АО «Агро-
фирма Дмитрова Гора», Тверская обл., 2020 год). 
a-b При отсутствии в обозначении одинако-
вых букв различия статистически значимы 
(р ≤ 0,05). 

 
Бактериальное разнообразие 

рубца жвачных огромно, и в настоя-
щее время описаны далеко не все его 
представители. Очень важно сосре-
доточить внимание на ранее не куль- 

 

тивируемых формах микроорганизмов, чтобы иметь возможность пра-
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вильно анализировать такие важные процессы, как циклы превращений пи-
тательных веществ и модуляции функций организма, ассоциированных со 
здоровьем хозяина. В этой связи интересен факт выявления бактерий се-
мейства Muribaculaceae суперфилума Bacteroidota в микробиоме рубца коров 
(рис. 4). До 2019 года (64) таксон классифицировался как некультивируемые 
бактерии семейства S24-7, несмотря на широкую представленность в мик-
робиоте кишечника многих позвоночных животных. Поскольку таксономи-
ческая принадлежность была неоднозначной, сложно было оценить их вза-
имодействие с хозяином. 

Численность бактерий семейства Muribaculaceae в нашем опыте уве-
личивалось (р ≤ 0,05) у коров в период лактации по сравнению с сухостой-
ными животными (см. рис. 4). Ранее K.L. Ormerod с соавт. (65) продемон-
стрировали наличие значительного и универсального набора ферментов, 
связанных с расщеплением углеводов, в анализируемых геномах видов 
S24-7. Приспособленность к деградации углеводов, возможно, объясняет 
присутствие в рубце коров этих микроорганизмов в условиях высококон-
центратного кормления. Наличие у бактерий семейства Muribaculaceae за-
щитных механизмов в отношении действия некоторых органических кислот 
(64) может также объяснять особенности их колонизационного поведения.  

Вытеснение из состава микробиоты рубца неатрибутируемых бакте-
рий из кандидатного семейства vadinBE97 у лактирующих коров из II, III, 
IV групп и снижение доли бактерий кандидатного семейства WCHB1-41 у 
коров из III, IV групп (см. рис. 4) указывало на то, что кормление — важный 
фактор, определяющий относительное изобилие этих микроорганизмов в 
рубце. Такой вывод представляет фундаментальный интерес, поскольку в 
настоящее время функции представителей этих семейств, принадлежащих 
к суперфилуму Verrucomicrobiota, практически не изучены из-за отсутствия 
возможности их лабораторного культивирования. 

Обращает на себя внимание появление в составе рубцовой микро-
биоты в новотельный период и персистирование в последующие периоды 
лактации микроорганизмов родов Asteroleplasma, Sharpea (сем.  Erysipelatoclos-
tridiaceae) и Moryella, Oribacterium, Shuttleworthia (сем. Lachnospiraceae), от-
сутствующих в микробиоме в период сухостоя. Эти роды можно обозначить 
как маркерные таксоны, которые появлялись в ответ на стресс-факторы, 
связанные с отелом, отрицательным энергетическим балансом, изменени-
ями в составе рациона.  

Интересно, что Asteroleplasma anaerobium (единственный представи-
тель рода Asteroleplasma в составе микробиома исследованных коров) обла-
дает ферментами лактатдегидрогеназами, которые активируются фруктозо-
1,6-бисфосфатом (66). Лактатдегидрогеназы — ключевые ферменты молоч-
нокислого брожения, приводящего к образованию лактата (67, 68). Лактат 
в качестве одного из основных конечных продуктов метаболизма также об-
разуют представители родов Moryella (69), Oribacterium (70) и Shuttleworthia 
(71). Появление бактерий этих таксонов в составе микробиома в период 
лактации можно объяснить метаболическими нарушениями, нередко наблю-
даемыми при высококонцентратном кормлении (34), поскольку лактат ин-
дуцирует снижение рН и гибель целлюлозолитических и ЛЖК-синтезиру-
ющих микроорганизмов (34). 

Отдельно остановимся на виде Sharpea azabuensis — единственном 
представителе рода Sharpea, зафиксированном в составе микробиома коров 
в новотельный период, а также периоды раздоя и стабилизации лактации. 
Эта бактерия способна синтезировать в рубце промежуточные транс-11-
изомеры линолевой и линоленовой кислот (72). В содержащих концен-
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траты рационах жвачных обнаруживаются в основном С18 ненасыщенные 
жирные кислоты (α-линоленовая, линолевая, олеиновая и др.) (73). Из-
вестно, что при увеличении содержания крахмала и снижении количества 
клетчатки в рационе в рубце может наблюдаться сдвиг метаболизма в сто-
рону пути формирования транс-10 изомеров жирных кислот через транс-
11 промежуточные продукты (73). Присутствие в рубце транс-10 промежу-
точных продуктов часто ассоциируется со снижением содержания молоч-
ного жира (74).  

Тем не менее в составе микробиома коров мы не наблюдали типич-
ных изменений (34, 75), свидетельствующих о возможных метаболических 
расстройствах. В частности, не происходило увеличения численности бак-
терий семейства Lactobacillaceae, которые в большинстве случаев (34) ин-
дуцируют снижение рН и провоцируют метаболические нарушения на 
фоне высококонцентратных рационов. Высоковирулентный патоген жвач-
ных Fusobacterium necrophorum, способный продуцировать гемагглютинин, 
эндотоксин и лейкотоксин (76) и нередко получающий конкурентное пре-
имущество при высококонцентратном кормлении (76), полностью отсут-
ствовал в микробиоме.  

 

 
Рис. 5. Данные (р ≤ 0,01) функциональной аннотации метаболических путей метагеномного сооб-
щества рубца у черно-пестрых голштинизированных коров (Bos taurus) молочного направления в 
разные физиологические периоды: I — сухостойные, II — новотельные, III — раздойные ко-
ровы, IV — животные в период стабилизации, V — в период спада лактации (АО «Агрофирма 
Дмитрова Гора», Тверская обл., 2020 год). ТСА — цикл Кребса, ASPASN-PWY — биосинтез 
L-аспартата и L-аспарагина, PWY-5345 — биосинтез L-метионина (через сульфгидрилирова-
ние), SER-GLYSYN-PWY — биосинтез L-серина и глицина, COBALSYN-PWY — биосинтез 
аденозилкобаламина из кобинамида I, PANTOSYN-PWY — биосинтез пантотената и кофер-
мента А I, PWY-5918 — биосинтез гема из глутамата, PWY-5920 — биосинтез гема из глицина, 
THISYN-PWY — биосинтез тиаминдифосфата I, FASYN-ELONG-PWY — удлинение цепи 
насыщенных жирных кислот, P108-PWY — ферментация пирувата до пропаноата I, PWY-
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1269 — биосинтез CMP-3-дезокси-D-маннооктулозоната I, PWY-5659 — биосинтез GDP-ман-
нозы, PRPP-PWY — биосинтез гистидина, пурина и пиримидина, PWY-6700 — биосинтез 
квевозина, PWY-7220 — аденозин-дезоксирибонуклеотидный биосинтез, PWY-7222 – гуано-
зин-дезоксирибонуклеотидный синтез. 

 

Чтобы установить, связаны ли сдвиги в составе рубцового микро-
биома, сопутствующие физиологическим периодам, с изменениями в его 
функциональности, мы провели реконструкцию и прогнозирование функ-
ционального содержания метагеномного сообщества рубца с использова-
нием программного комплекса PICRUSt2 и базы данных Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes (KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 
(https://www.genome.jp/kegg/). В результате были аннотированы 282 различ-
ных метаболических пути. По 17 путям предсказанный функциональный 
потенциал изменялся (р ≤ 0,01) у коров разных групп (рис. 5). Наиболее 
выраженные (р ≤ 0,01) изменения метаболического потенциала микро-
биоты, а именно угнетение различных типов обмена веществ в химусе рубца, 
в частности энергетического (цикл трикарбоновых кислот), белкового, угле-
водного, липидного, включая, синтез ЛЖК, наблюдали у коров из IV и V 
групп по сравнению с I, II и III группами (см. рис. 5). 

Снижение (р ≤ 0,01) связанных с осуществлением цикла Кребса про-
гнозируемых метаболических возможностей микробиома у коров из IV и V 
группы по сравнению с I, II и III группами могло привести к нарушению 
энергетического обмена веществ в рубце, поскольку цикл Кребса играет 
центральную регуляторную роль у макро- и микроорганизмов. Он включает 
в себя сложную, многоступенчатую последовательность реакций, поставля-
ющих энергетические и пластические субстраты, восстановленные и фос-
форилированные кофакторы для основных биосинтетических путей (77), ко-
торые во многом определяют последующую интенсивность и направленность 
главных метаболических потоков (78). 

Следовательно, представляется закономерным снижение потенциала 
микробиома в отношении синтеза пантотената и кофермента А (КоА) у ко-
ров из IV и V групп по сравнению с I, II и III группами (р ≤ 0,01). Ацети-
лированная форма кофермента А (ацетил-КоА) — одно из ключевых зве-
ньев регуляторного механизма активности пируват- и альфа-кетоглутарат-
дегидрогеназ в цикле Кребса (79). Предшественник биосинтеза КоА — 
3-метил-2-оксобутаноат, который служит промежуточным звеном в синтезе 
L-валина. На первом этапе это соединение преобразуется в (R)-пантоат, 
затем в (R)-4´-фосфопантотенат. Далее взаимодействие L-цистеина и (R)-
4´-фосфопантотената приводит к образованию (R)-4´-фосфопантотеноил-
L-цистеина с его последующим декарбоксилированием до 4´-фосфопанте-
теина. Конечная реакция катализируется ферментом дефосфо-КоА-киназой 
(ЕС 2.7.1.24), которая преобразует 4´-фосфопантетеин в КоА (80, 81). 

Снижение потенциала баланса энергии в рубце у коров из IV и V 
групп по сравнению с I, II и III группами (р ≤ 0,01) могло иметь связь с 
нарушением синтеза микробиальных аминокислот (L-аспартата, L-аспара-
гина, L-метионина, L-серина и глицина) (см. рис. 5). Действительно, энер-
гия и азот служат основными детерминантами количества микробиального 
белка, синтезируемого в рубце (82). Микробиальный белок представляет со-
бой основной источник аминокислот для жвачных животных (83). Воз-
можна связь описанных изменений потенциала с кормлением. Ранее (84) 
было продемонстрировано снижение скорости синтеза микробиального 
белка у коров на фоне высококонцентратного рациона. 
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На состоянии здоровья коров из IV и V групп могло негативно ска-
заться снижение числа генов, вовлеченных в преобразование пирувата до 
пропаноата, поскольку пропаноат служит важнейшим предшественником в 
глюконеогенезе у жвачных и образуются исключительно в результате дея-
тельности рубцовой микробиоты (9). На первом этапе сукцинил-КоА пре-
вращается в (R)-метилмалонил-КоА, который расщепляется, перенося еди-
ницу С1 на пируват. Эта реакция, катализируемая ферментом метилмало-
нил-КоА-карбоксилтрансферазой, приводит к образованию пропаноил-КоА 
и оксалоацетата. Образующийся пропаноил-КоА действует как донор ко-
фермента А для другой стадии цикла, на которой он переносится на сукци-
нат. В результате последующей реакции, катализируемой сукцинатной КоА-
трансферазой, образуется конечный продукт — пропаноат (85). Снижение 
рН в рубце на фоне высококонцентратного кормления подавляет размно-
жение чувствительных к подкислению среды продуцентов ЛЖК, в частно-
сти пропаноата (86). Вследствие этого скорость образования пропаноата у 
коров из IV и V групп могла быть замедлена, что угнетало глюконеогенез. 

Кроме того, в рубце коров из IV и V групп был снижен (р ≤ 0,01) 
метаболический потенциал синтеза аденозинкобаламина из кобинамида. 
Аденозинкобаламин — это витамин В12, который продуцируют представи-
тели рубцового микробиома (87). Многие бактерии не обладают полным 
набором генов, необходимым для биосинтеза аденозилкобаламина de novo, 
однако способны преобразовывать кобинамид в кобаламин (88). Это про-
исходит посредством присоединения верхнего лиганда 5´-дезоксиаденозина 
к аденозилкобинамиду с последующим фосфорилированием до получения 
аденозилкобинамид-фосфата — промежуточного звена биосинтетического 
пути de novo.  

Описанные модификации функционального потенциала у коров из 
IV и V групп могли быть связаны с метаболическими нарушениями (89). 
Ранее J. Lima с соавт. (90) показали, что изменение числа генов рубцовой 
микробиоты, связанных с биосинтезом витамина В12, было обусловлено ко-
личеством потребленного корма. I. Ogunade с соавт. (91), изучая функцио-
нальную аннотацию микробиома рубца голштинских бычков с помощью 
киотской энциклопедии генов и геномов, установили, что потенциал 10 ме-
таболических путей, включая метаболизм углеводов, аминокислот, энергии, 
витаминов, кофакторов, а также формирования бактериальных биопленок, 
был изменен у скота с симптомами подострого ацидоза. В нашем исследо-
вании изменения метаболического потенциала корреспондировались со 
снижением α-биоразнообразия бактерий в рубце, а также с исчезновением 
одних таксонов микроорганизмов (суперфилума Armatimonadota, филума 
Chloroflexi) и снижением численности других (суперфилума Verrucomicro-
biota, семейства Oscillospiraceae филума Firmicutes, семейства Saccharimona-
daceae суперфилума Patescibacteria и др.) в рубце коров IV и V групп.  

Таким образом, в основном наиболее выраженными оказались сле-
дующие различия: по составу рубцового микробиома — при раздое и ста-
билизации лактации по сравнению с сухостоем, по метаболическому потен-
циалу — при стабилизации и спаде лактации по сравнению с сухостоем. 
Эти данные свидетельствует о зависимости биоразнообразия и функций 
микроорганизмов от состояния и кормления коров в разные физиологиче-
ские периоды. Кроме того, полученные результаты указывают на то, что 
рубцовый микробиом и его функциональный потенциал в периоды раздоя, 
стабилизации и спада лактации подвержены более сильным негативным из-
менениям, нежели в новотельный период, что предполагает переоценку об-
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щепринятых представлений (13, 14).  
Как уже отмечалось, образование молочной кислоты микробиотой 

рубца служит ключевым механизмом провокации метаболических наруше-
ний в организме жвачных (92). Мы сопоставили данные таксономических 
исследований и оценки метаболического потенциала рубцовых микроорга-
низмов с анализом экспрессии бактериальных генов, связанных с синтезом 
лактатдегидрогеназ. Для анализа выбрали количественную ПЦР с обрат-
ной транскрипцией как метод оценки экспрессии генов бактерий, облада-
ющий общепризнанной воспроизводимостью, высокой чувствительностью 
и специфичностью (93). Лактат образуется в результате молочнокислого 
брожения из предшественников под действием двух различных форм НАД-
связанных лактатдегидрогеназ: одна из них (ЕС 1.1.1.27) производит изо-
мер L(+)-лактат и кодируется преимущественно геном Ldh-L (51), другая 
(ЕС 1.1.1.28) — изомер D(−)-лактат и кодируется геном Ldb 0813 (94). По 
мнению исследователей (95), наблюдается ощутимая разница в воздействии 
двух энантиомеров на жвачных, хотя стереоизомеры обладают сходными 
физическими и химическими свойствами. Важное различие между изоме-
рами — их почечная экскреционная способность, более низкая для D-лак-
тата, что определяет его первостепенную роль в провокации метаболиче-
ского ацидоза (95). Поэтому гены Ldh-L и Ldb 0813 следует рассматривать, 
на наш взгляд, как важные кандидатные биомаркеры, способные дать пред-
ставление об активности синтеза молочной кислоты в рубце коров.  

 

 

Рис. 6. Относительная экспрессия генов Ldh-L (А) и Ldb 0813 (Б) в микробном сообществе рубца 
у черно-пестрых голштинизированных коров (Bos taurus) молочного направления в разные физио-
логические периоды: I — сухостойные, II — новотельные, III — раздойные коровы, IV — жи-
вотные в период стабилизации, V — в период спада лактации; ОЕ — относительные единицы 
экспрессии по сравнению с экспрессией гена у коров из I группы, принятой за единицу (АО 
«Агрофирма Дмитрова Гора», Тверская обл., 2020 год). 
*, ** Различия при сравнении II, III, IV и V групп с I группой статистически значимы соот-
ветственно при p ≤ 0,01 и p ≤ 0,001. 

 

В период раздоя (III группа) экспрессия гена Ldh-L снижалась в 11,3 
раза, Ldb 0813 — в 9,9 раза по сравнению с таковой у новотельных коров 
(II группа) (p ≤ 0,001). То есть у животных на раздое организм лучше про-
тиводействовал негативному эффекту от введения в рацион большого ко-
личества крахмала, чем у новотельных коров. Вероятно, это связано с фор-
мированием адаптивных механизмов у микробного сообщества рубца. 

Значительное повышение экспрессии генов Ldh-L (в 10,6 раза при 
p ≤ 0,001) и Ldb 0813 (в 2,8 раза при p ≤ 0,05) происходило на спаде лактации 
(V группа по сравнению с IV). Возможно, это было связано с увеличением 
численности представителей родов Asteroleplasma, Sharpea, Moryella, Oribac-
terium, Shuttleworthia, образующих лактат в качестве одного из основных 
продуктов брожения.  

Подобные вариации в экспрессии генов корреспондировались со 
снижением α-разнообразия микробного сообщества рубца и угнетением ме-
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таболического потенциала микробиоты, связанного с углеводным, белковым, 
энергетическим, липидным обменом. Основываясь на полученных нами дан-
ных, можно сделать вывод, что животные в период спада лактации также 
составляют группу риска возникновения метаболических расстройств, что 
важно учитывать при разработке стратегии снижения количества метаболи-
ческих заболеваний у дойных коров. Вероятно, ряд изменений в составе и 
функциях микроорганизмов в рубце коров взаимосвязаны с особенностями 
обмена веществ, кормления, стресса (например, вследствие отела и начала 
лактации), иммунного и гормонального статуса животных, обусловленных 
спецификой различных физиологических периодов. 

Итак, у молочных коров с использованием молекулярно-биологиче-
ских и биоинформатических методов подробно изучена структура микро-
биома рубца и предсказан ее функциональный потенциал в разные физио-
логические периоды. Проведенное 16S метагеномное секвенирование пока-
зано снижение α-разнообразия рубцовой бактериальной микробиоты в пе-
риоды стабилизации и спада лактации. Обнаружены 12 суперфилумов и фи-
лумов микроорганизмов, из которых суперфилум Bacteroidota и филум 
Firmicutes определены как доминантные бактерии рубца (соответственно до 
59,94±1,86 и 46,82±14,40 % сообщества). Установлена связь между присут-
ствием определенных таксонов рубцовых микроорганизмов и физиологиче-
скими периодами у молочных коров. Бактерии суперфилума Actinobacteriota 
были обнаружены только в рубце сухостойных животных и полностью эли-
минировались из рубца лактирующих. Бактерии суперфилума Armatimonadota 
отсутствовали в рубце новотельных коров и коров в период стабилизации 
лактации, филума Chloroflexi — в период раздоя и стабилизации лактации. 
Детальный анализ состава микробиома выявил существенные различия 
между животными по восьми бактериальным семействам (Muribaculaceae, 
Prevotellaceae, Erysipelatoclostridiaceae, Oscillospiraceae, Ruminococcaceae, Sac-
charimonadaceae, кандидантым семействам WCHB1-41, vadinBE97). В со-
ставе микробиома в новотельный период появлялись и в последующие пе-
риоды лактации персистировали роды Asteroleplasma, Sharpea, Moryella, Ori-
bacterium, Shuttleworthia, отсутствующие в период сухостоя. Появление этих 
бактерий в микробиоме во время лактации может быть связано с метаболи-
ческим дисбалансом, поскольку лактат — один из их основных продуктов. 
Предсказанный функциональный потенциал рубцовой микробиоты по 17 
метаболическим путям различался. Наиболее выраженные (р ≤ 0,01) изме-
нения, а именно угнетение разных типов обмена веществ в химусе рубца, 
наблюдались у коров в периоды стабилизации и спада лактации. Выявлено 
увеличение экспрессии генов Ldh-L (p ≤ 0,01) и Ldb 0813 (p ≤ 0,05), связан-
ных с синтезом лактатдегидрогеназ, у новотельных животных по сравнению 
с сухостойными. В бактериальном сообществе рубца отмечено значительное 
повышение экспрессии генов Ldh-L (в 10,6 раза при p ≤ 0,001) и Ldb 0813 (в 
2,8 раза при p ≤ 0,05) в период спада лактации по сравнению с периодом 
стабилизации. 
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A b s t r a c t  
 

Under intensified cattle breeding, combined stress factors, in particular, extremely high milk 
productivity, inconsistency of neuro-humoral and hormonal regulation of feed intake and milk pro-
duction, negative energy balance, feeds excessive in starch negatively impact the rumen microbiota 
and, consequently, a cow’s physiology. This paper for the first time shows the phases of dairy cow 
lactation cycle as an important factor that determines the relative abundance of non-attributable bac-
teria from the candidate families vadinBE97 and WCHB1-41 which functions are practically not stud-
ied. The most pronounced changes in the metabolic potential of the microbiota, namely the inhibition 
of various metabolic pathways in the rumen chyme, e.g., energy (tricarboxylic acid cycle), protein, 
carbohydrate, lipid, including volatile fatty acid (VFA) synthesis, occurred in cows during stable and 
declining milk production phases as compared to dry, fresh and milked cows. The aim of this work is 
to study the composition and metabolic potential of the rumen microbiome in dairy cows during 
different physiological phases. The experiment (the JSC Agrofirma Dmitrova Gora, Tver Province, the 
summer 2020) was performed on 15 black-and-white Holsteinized dairy cows (Bos taurus) of the sec-
ond and third lactations. The cows were assigned to five groups (5 cows each), including the dry cows 
(on average 30 days before calving, group I), the cows of 20 milking days (group II), of 90 milking 
days (group III), at day 208 of lactation (group IV), and in late lactation phase when the milk pro-
duction is declining (day 310, group V). Dairy cows’ diets were calculated using AMTS.Cattle.Profes-
sional software in accordance with the accepted requirements. Total DNA was extracted from rumen 
chyme samples (a Genomic DNA Purification Kit, Fermentas, Inc., Lithuania). The NGS procedure 
(a MiSeq platform, Illumina, Inc., USA) was performed using primers to the 16S rRNA V3-V4 region 
and reagents for NGS library preparation (Nextera® XT IndexKit, Illumina Inc., USA), PCR product 
purification (Agencourt AMPure XP, Beckman Coulter Inc., USA), and sequencing (MiSeq® Rea-
gentKit v2, 500 cycle, Illumina Inc., USA). Bioinformatic analysis was performed with Qiime2 ver. 
2020.8 software. Noise sequences were filtered by the Deblur method. The de novo phylogeny was 
constructed using the MAFFT software package. To analyze the taxonomy, the reference database 
Silva 138 (https://www.arb-silva.de/documentation/release-138/) was used. Reconstruction and pre-
diction of the functional content of the metagenome was performed using PICRUSt2 software package 
v.2.3.0 with MetaCyc database for metabolic pathways and enzymes. Total RNA was isolated from the 
chyme samples (Aurum Total RNA kit, Bio-Rad, United States) followed by cDNA synthesis (iScript 
RT Supermix kit, BioRad, USA). The relative expression of the bacterial L-lactate dehydrogenase gene 
Ldh-L and the Ldb 0813 gene associated with D-lactate dehydrogenase synthesis was assessed using 
quantitative PCR (SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix kit, Bio-Rad, USA). The16S 
metagenomic sequencing revealed a decrease (p ≤ 0.05) in the rumen bacteria α-diversity in group IV 
and group V. We have found twelve superphila and phyla of microorganisms. The superphylum 
Bacteroidota and the phylum Firmicutes we refer to the dominant rumen bacteria (up to 59.94±1.86 
and 46.82±14.40 % of the population, respectively). The superphylum Actinobacteriota bacteria not 
found in lactating cows appeared only in dry cows. The bacteria of the superphylum Armatimonadota 

https://www.arb-silva.de/documentation/release-138/
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disappeared from the rumen of fresh cows and during stable lactation phase, and of the phylum 
Chloroflexi — during early and stable lactation phases. The cows differed significantly in eight bacterial 
families, the Muribaculaceae, Prevotellaceae, Erysipelatoclostridiaceae, Oscillospiraceae, Ruminococca-
ceae, Saccharimonadaceae, and candidate families WCHB1-41 and vadinBE97. The rumen genera As-
teroleplasma, Sharpea, Moryella, Oribacterium, Shuttleworthia appeared after calving and persisted in the 
next phases of lactation. These bacteria were absent in dry cows. The predicted functional capability 
of 17 metabolic pathways of the microbiome varied (p ≤ 0.01) in cows of different groups. The most 
pronounced changes, namely the suppression of various metabolic pathways in the rumen chyme, 
occurred in groups IV and V compared to group I, group II, and group III (p ≤ 0.01). An increase in 
the expression of the Ldh-L (p ≤ 0.01) and Ldb 0813 (p ≤ 0.05) genes associated with the synthesis of 
lactate dehydrogenases was characteristic of fresh cows compared to dry cows. There was a significant 
increase in the expression of the rumen bacteria genes Ldh-L (10.6-fold, p ≤ 0.001) and Ldb 0813 (2.8-
fold, p ≤ 0.05) when lactation declined as compared to group IV. 

 

Keywords: rumen microbiome, ruminants, dairy cows, diet, starch, cellular tissue, NGS- 
sequencing, PICRUSt2, MetaCyс, metabolic pathway. 
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