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 Введение. Сегодня птицевод-

ство является одним из самых тех-

нологичных и самых автоматизи-

рованных направлений АПК. Об 

этом говорят и масштабы отрасли, 

и наличие отлично оборудован-

ных птичников с регулируемым 

микроклиматом. Стоит обратить 

внимание лишь на то, что при та-

кой организации бóльшая часть за-

трат современной птицефабрики 

идет на корма. Именно от их ка-

чества и состава зависит здоровье 

кур-несушек и цыплят. Поэтому 

современная наука уделяет боль-

шое внимание таким вопросам, 

как усвоение питательных веществ 

из корма, выброс азота и его про-

изводных в окружающую среду и 

ее загрязнение, баланс аминокис-

лот для достижения оптимального 

роста и продуктивности в каждом 

возрастном периоде, обеспечение 

птицы микроэлементами, витами-

нами, ферментами, биологически 

активными добавками для получе-

ния оптимальной продуктивности 

и жизнеспособности [1,2].

Современная наука и, прежде 

всего, генетика и селекция позво-

лили значительно увеличить про-

дуктивность у яичных кроссов кур. 

Однако лимитирующим фактором 

движения вперед всего птицевод-

ства является способность пищева-

рительной системы кур и цыплят 

вовлекать питательные вещества 

из комбикормов во внутренний 

биосинтез. Особенности организма 

птицы требуют обязательной под-

держки пищеварительной систе-

мы и коррекции всей микрофло-

ры желудочно-кишечного тракта 

(ЖКТ). Микрофлора ЖКТ влияет на 

здоровье цыплят и взрослой птицы 

(в частности, на их иммунитет) и 

общую продуктивность [2,3].

В последние годы в сельском 

хозяйстве, особенно в птицевод-

стве, все больше внимания уде-

ляется вопросам повышения и 

поддержания продуктивности 

животных и их здоровья. Одним 

из основных направлений со-

временной науки является поиск 

препаратов, способных миними-

зировать негативное воздействие 

стрессовых факторов, таких как 

тепловой стресс, а также способ-

ствовать улучшению метаболизма, 
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Кубанскими учеными добав-

ка была исследована на цыпля-

тах-бройлерах [3]. Проведенный 

научно-производственный опыт 

показал, что «Провитол» увели-

чивает переваримость клетчатки 

корма. Кроме того, использование 

«Провитола» в рационе бройлеров 

позволяет повысить сохранность 

цыплят, увеличить их среднесуточ-

ный прирост и уменьшить затраты 

корма. По мнению авторов, при-

менение «Провитола» в рационе 

кур-несушек позволяет повысить 

их яйценоскость.

Процесс яйцеобразования про-

текает поэтапно, и самым длитель-

ным этапом является образование 

подскорлупной оболочки и скор-

лупы. Этот процесс занимает 80% 

всего времени формирования 

яйца. Для оценки влияния до-

бавки на яичную продуктивность 

были выбраны гены RARRES1 (OCX-

32), BPIFB3 (OCX-36), MEPE (oc-116) 

и CALB, которые, как сообщалось 

ранее [7], изменяют свою экспрес-

сию в ответ на введение кормовых 

добавок. Была показана корреля-

ция экспрессии этих генов с фаза-

ми яйцеобразования, что говорит 

об их непосредственном участи в 

образовании кутикулы и скорлу-

пы [8]. Изменение уровня экспрес-

сии этих генов может доказывать 

эффект от введения добавки на 

скорость образования скорлупы и, 

соответственно, на продуктивные 

характеристики птицы [9].

Также для исследований были 

выбраны гены AvBD9, AvBD10, IL-8, 

связанные с иммунитетом, чтобы 

исследовать влияние добавки на 

резистентность несушек. Недавно 

были проанализированы и выбра-

ны гены-кандидаты для анализа 

экспрессии генов резистентно-

сти кур [10], они принадлежат к 

группам противовоспалительных 

жатся два пробиотических микро-

организма, Ruminococcus albus и 

Lactobacillus acidofilus, а также 

смесь эфирных масел тимьяна, 

розмарина, чеснока и эвкалипта. 

В качестве носителя используются 

подсолнечный или соевый шрот, 

а также пшеничные отруби. Про-

биотические компоненты облада-

ют ферментативной активностью и 

способствуют формированию по-

лезной микрофлоры кишечника и 

более активному перевариванию 

клетчатки корма. Растительные 

компоненты обладают противо-

воспалительным и антиоксидант-

ным эффектом [4]. «Провитол» об-

ладает высокой ферментативной 

активностью за счет действия цел-

люлаз, продуцируемых его про-

биотической составляющей, и по 

активности действия на организм 

может заменить соответствующие 

кормовые ферменты. Раститель-

ные компоненты придают добавке 

антимикробные свойства. Таким 

образом, преимуществом добав-

ки «Провитол» является ее много-

функциональность – она одновре-

менно совмещает функции про-

биотика, фермента и антибиотика.

В исследовании на курах-не-

сушках с использованием добавки 

«Провитол» во второй фазе про-

дуктивности было получено досто-

верное увеличение яйценоскости и 

снижение затрат корма на 10 яиц, 

при этом масса яиц не имела до-

стоверных различий. Были также 

проведены балансовые опыты, ко-

торые показали улучшение перева-

римости клетчатки на 2,2% и про-

теина – на 2,3% [5].

Исследования этой кормовой 

добавки в Казахстане на молодня-

ке и курах-несушках кросса «Хай-

секс Браун» показали хорошие ре-

зультаты по сохранности как мо-

лодняка, так и взрослой птицы [6].

иммунной системы и продуктивно-

сти птицы. В этом контексте особый 

интерес вызывают многофункцио-

нальные кормовые добавки, такие 

как «Провитол», которые изучают-

ся на предмет их эффективности и 

возможного положительного вли-

яния на продуктивность и иммун-

ный статус сельскохозяйственных 

животных [1-3].

Особую значимость исследова-

ниям в этой области придает те-

плый период года, когда высокие 

температуры и связанные с ними 

стрессовые факторы могут отри-

цательно влиять на состояние жи-

вотных, снижая продуктивность и 

ослабляя их иммунную систему. 

Важно понимать, как кормовые 

добавки, такие как «Провитол», 

могут модулировать экспрессию 

генов, связанных с продуктивно-

стью и иммунитетом, в этих усло-

виях. Экспрессия генов является 

одним из ключевых индикаторов 

биологических процессов, позво-

ляющих оценить реакции организ-

ма на применение добавки.

В составе фитобиотической до-

бавки «Провитол» (ООО «Биотроф, 

Санкт-Петербург, Россия) содер-

Рис. 1. Сеть связей белков группы бета-
дефензина и противовоспалительных 
цитокинов, достоверность связи 0,9



73

П
ти

ц
е

в
о

д
ст

в
о

 -
 №

1
2

-2
0

2
4

ФИЗИОЛОГИЯ И БИОХИМИЯ
PHYSIOLOGY & BIOCHEMISTRY

стабилизации РНК и консервации 

пробы для транспортировки. Ис-

следования проводили в между-

народной лаборатории молекуляр-

ной генетики и геномики птицы ка-

федры зоогигиены и птицеводства 

имени А.К. Даниловой МГАВМиБ-

МВА. Выделение РНК из тканей 

проводили на спин-колонках при 

помощи набора PN-100 (Биолаб-

Микс, Россия). Образование двой-

ной цепи ДНК происходило одно-

шагово вместе с реакцией ПЦР.

Для подбора праймеров ис-

пользовались последовательности 

мРНК целевых генов, полученные 

из базы данных GenBank (ncbi.nlm.

nih.gov/genbank/). Сведения по 

подобранным праймерам приве-

дены в табл. 1.

Для проведения ПЦР в реаль-

ном времени (ПЦР-РВ) праймеры 

были разработаны с использо-

ванием программы SnapGene 5 

(GSL Biotech LLC, США) в соответ-

ствии с общими рекомендациями. 

Специфичность праймеров про-

верялась с помощью инструмента 

NCBI Primer BLAST. Возможность 

лов, птичники были оборудованы 

клеточной системой содержания, 

системой вентиляции, водоснаб-

жения и автоматической подачи 

корма. В период проведения опы-

та температура в опытном и кон-

трольном птичниках поднималась 

днем до 30-330С, а ночью немно-

го опускалась. При такой темпе-

ратуре птица испытывает сильный 

стресс, что значительно снижает ее 

продуктивность и резистентность.

Кормовая добавка вводилась 

в комбикорм в дозировке 1 кг/т. 

Добавку скармливали птице опыт-

ной группы в период поздней яй-

цекладки, возраст несушек на на-

чало проведения опыта составлял 

43 недели. Птица получала добав-

ку в течении 18 суток, после чего 

по 10 голов из каждого птичника 

были подвергнуты эвтаназии для 

взятия образцов тканей селезенки, 

матки, слепого отростка кишечни-

ка и яйцевода.

Образцы ткани размером, не 

превышающим 4-5 мм, были поме-

щены в пробирки типа эппендорф 

объемом 1,5 мл с реагентом для 

белков интерлейкинов и бета-де-

фензинов, характерных для птицы. 

Множество литературных данных 

указывает на то, что эти группы ра-

ботают взаимосвязанно; на рис. 1 

приведена схема связей иммун-

ных белков в организме птицы.

Нутригеномное влияние проби-

отиков на иммунитет птицы было 

показано в ряде работ; так, сооб-

щалось, что введение в комбикорм 

дрожжевых культур способство-

вало улучшению продуктивности 

старых кур, за счет улучшения ак-

тивности ферментов [11]. Кроме 

того, по данным транскриптомного 

анализа селезенки показано, что 

группы бета-дефензинов и интер-

лейкинов увеличивают свою экс-

прессию при введении дексаме-

тазона, повышая резистентность 

птицы [12].

Наряду с этим, показано влия-

ние антибиотика на экспрессию ге-

нов резистентности в слепой киш-

ке цыплят: так, уровни экспрессии 

IL-8 в слепой кишке группы, полу-

чавшей антибиотики, были выше, 

чем в контроле. В качестве гена-

референса был выбран GAPDH, 

который часто используется в по-

добных случаях в качестве контро-

ля [13,14].

Целью данного исследования 

было изучение уровня экспрес-

сии генов, связанных с продук-

тивностью и иммунитетом, у кур-

несушек в теплый период года на 

фоне скармливания кормовой до-

бавки «Провитол».

Материал и методика ис-

следований. Опыт был прове-

ден на площадке АО «Лысогор-

ская птицефабрика»» (Саратовская 

обл.) на птице кросса Корал (H&N 

International). Птица содержалась 

в двух птичниках (контрольный 

и опытный) с однородным пого-

ловьем в количестве 53 000 го-

Таблица 1. Список исследуемых генов и праймеров 
к генам-кандидатам.

Название гена Последовательности праймеров 5’-3’

RARRES1 (OCX-32) – белок-ответчик 
рецептора ретиноевой кислоты 1 
(овокалексин 32)

F AGAAGAGGACCACAGATTTTACGAA

R GATGGTCATGGGCAATATTTCC

BPIFB3 (OCX-36) – овокаликсин 36
F TTGGAATGGTCGTCTTCTGTGG

R CGGTCTGAATGATGGCATCG

MEPE (oc-116) – матриксный 
внеклеточный фосфогликопротеин 
(овоклейдин 116)

F AAGAGCCAACATCCAAGTGGGTGAGAAT

R CAGTGACCACATGGCTCCCTTTCCT

CALB1 – кальбиндин 1
F CAGGGTGTCAAAATGTGTGC

R GCCAGTTCTGCTCGGTAAAG

AvBD9 – птичий β-дефензин 9
F GGAAGAGAGGTGTGCTTGGA

R TAACATGAGGCACCGATGTG

AvBD10 – птичий β-дефензин 10
F GCTCTTCGCTGTTCTCCTCT

R CCCAGAGATGGTGAAGGTG

IL-8 – интерлейкин 8
F GGAAGAGAGGTGTGCTTGGA

R TAACATGAGGCACCGATGTG

OVAL - овальбумин
F AAGACAG CACCAGGACA CAGA

R TTCTGGCAGATTGGGTATC

GAPDH – «ген домашнего хозяйства»
F TCGATCTGAACTACATGGTTT

R ACAAGTTTCCCGTTCTCA
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ботка проводилась в программе 

Microsoft Excel 2019.

Результаты исследования и 

их обсуждение. Гены-кандидаты 

были проанализированы в соот-

ветствии с распределением по тка-

ням в соответствии с их функцией. 

Так, гены иммунитета было реше-

но оценивать в тканях селезенки 

и слепых отростков кишечника, а 

гены продуктивности – в матке, т.к. 

именно там происходит процесс 

образования скорлупы яйца.

На рис. 2 представлены резуль-

таты анализа экспрессии генов им-

мунитета в селезенке. За уровень 

1,0 принята экспрессия каждого 

гена в контрольной группе по от-

ношению к уровню экспрессии 

гена-референса (GAPDH). Из по-

лученных результатов следует, 

что экспрессия генов иммунитета 

в тканях селезенки увеличилась в 

группе с применением препарата 

«Провитол», что может свидетель-

ствовать о повышении концентра-

ции этих белков в крови птицы, 

что, в свою очередь, улучшает ее 

иммунный статус. Изменение уров-

ня экспрессии гена бета-дефензи-

на 9 (AvBD9) было достоверным, а 

в случае с генами бета-дефензина 

10 (AvBD10) и интерлейкина 8 (IL8) 

наблюдалась тенденция к ее уве-

личению: экспрессия этих генов 

возросла в опытной группе на 5 и 

20% соответственно.

На рис. 3 представлены резуль-

таты анализа экспрессии генов им-

мунитета в слепых отростках ки-

шечника. В отличие от селезенки, 

в слепых отростках наблюдалось 

снижение уровня экспрессии ге-

нов, отвечающих за иммунную за-

щиту организма. Однако снижение 

не превысило 4% по генам AvBD9 и 

IL8, а по гену AvBD10 возросла на 

5%. Это может быть связано с тем, 

что препарат «Провитол», облада-

себя буфер для полимеразы, ре-

вертазу, полимеразу, Mg+2, dNTP, 

F-праймер, R-праймер и интерка-

лирующий краситель SYBR Green I. 

В табл. 2. приведен профиль тем-

пературы для проведения оценки 

экспрессии генов.

Расчет экспрессии генов про-

водили по методу 2–∆∆Ct Шмитгена-

Ливака [15]. Статистическая обра-

образования шпилек в структуре 

праймеров, а также вероятность 

димеризации праймеров оцени-

вались с помощью сервиса Oligo 

Analyzer 3.1 (EADT) (eu.idtdna.com/

calc/analyzer).

ПЦР-РВ проводили в 96-луноч-

ных плашках на приборе Light 

Cycler 96 (Roche, Швейцария). 

Смесь для ПЦР-РВ включала в 

Таблица 2. Температурный режим для ПЦР 

Название Температура, 0C Время, сек. Циклы

Обратная транскрипция 45 1200 1

Денатурация 95 300 1

Денатурация 95 15

35Отжиг праймеров 55 15

Элонгация 72 20
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0,80
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*-p<0.1

Рис. 2. Экспрессия генов иммунитета в селезенке кур-несушек
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Рис. 3. Экспрессия генов иммунитета в слепых отростках кур-несушек



75

П
ти

ц
е

в
о

д
ст

в
о

 -
 №

1
2

-2
0

2
4

ФИЗИОЛОГИЯ И БИОХИМИЯ
PHYSIOLOGY & BIOCHEMISTRY

зина – в селезенке несушек. Также 

наблюдались положительные изме-

нения общего состояния организ-

ма. Препарат не только скомпен-

сировал негативное воздействие 

повышенной температуры в летний 

период, но и улучшил некоторые 

продуктивные показатели кур.

Таким образом, можно сделать 

вывод, что хотя тепловой стресс 

оказал негативное воздействие на 

продуктивные показатели кур, в 

опытной группе этот эффект ока-

зался менее выраженным.

Работа выполнена в рам-

ках гранта РНФ «Здоровье и 

продуктивное долголетие 

кур-несушек промышленных 

кроссов: молекулярно-гене-

тические и иммунологические 

аспекты», №22-16-00009, от 

16.05.2022.

ется активация экспрессии и этих 

генов [11,12].

Белки овокаликсины отвечают 

за формирование матрикса скор-

лупы и ее прочность. Тот факт, что 

экспрессия гена BPIFB3 не изме-

нилась, указывает на компенси-

рующий эффект «Провитола» при 

тепловом стрессе. Исследование 

экспрессии овальбумина в яйце-

воде показало, что при примене-

ни добавки выработка этого белка 

увеличивается, однако только на 

уровне тенденции. 

Заключение. Препарат «Про-

витол» обладает всеми заявленны-

ми производителем свойствами, 

которые подтверждаются на моле-

кулярном уровне, его эффект до-

стоверно увеличивал экспрессию 

генов белков подскорлупной обо-

лочки яйца в матке и бета-дефен-

ющий выраженными антимикроб-

ными свойствами, способствует по-

давлению активности патогенной и 

условно-патогенной микрофлоры. 

Вследствие этого организм, веро-

ятно, сталкивается с уменьшенной 

необходимостью активизировать 

собственные механизмы защиты 

на локальном уровне, что и объ-

ясняет снижение экспрессии генов 

иммунитета в данной области.

На рис. 4 представлены ре-

зультаты анализа экспрессии ге-

нов, связанных с минерализаци-

ей и формированием скорлупы. 

Экспрессия генов CALB1 и BPIFB3 

имела незначительную тенден-

цию к увеличению, в то время как 

MEPE и RARRES1 достоверно уве-

личивали экспрессию. Гены MEPE 

и RARRES1 связаны с образова-

нием внутреннего слоя скорлупы 

и кутикулы. Мы предполагаем, 

что добавка «Провитол» улучша-

ет перевариваемость корма, что 

приводит к утолщению кутикулы. 

Можно предположить, что имен-

но процесс кальцификации, в 

котором участвуют гены CALB1 и 

BPIFB3, менее подвержен воздей-

ствию препарата, чем образова-

ние белковой пленки – кутикулы. 

Возможно, это связано с количе-

ством поступающего кальция, и 

при увеличении ввода этого ми-

кроэлемента при использовании 

препарата «Провитол» наблюда-

1,13

3,78

2,62

1,16

0,00
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Рис. 4. Экспрессия генов формирования скорлупы в матке кур-несушек
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Expression Levels of the Genes Associated with Productivity 
and Immunity in Laying Hens Fed Additive “Provitol”

Ivan I. Kochish, Olga V. Myasnikova, Matvey S. Motin

Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology - MVA of K.I. Skryabin

Abstract. The effects of feed additive “Provitol” (containing probiotic bacteria and essential oils) in diet for laying 
hens in conditions of heat stress on the expression of genes associated with egg productivity and immunity were 
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studied. The experiment was performed on layers (cross Coral) since 43 weeks of age. The layers were kept in two 
poultry houses with a homogeneous population of 53,000 birds each. Control treatment (poultry house) was fed 
standard complete feed for layers while experimental treatment was fed similar feed additionally supplemented 
with “Provitol” (1,000 ppm). After 18 days of application of the additive 10 birds per treatment were euthanized 
to sample the tissues of magnum, spleen, ceca, and oviduct. The expression levels of genes associated with egg 
productivity (OVAL, RARRES1 (OCX-32), BPIFB3 (OCX-36), MEPE (oc-116), CALB) and immunity (AvBD9, AvBD10, 
IL8) were evaluated. The significant increases in the expression of RARRES1 (OCX-32) and MEPE (oc-116) genes and 
positive trends for the other candidate genes were found.

Keywords: gene expression, PCR, laying hens, feed additive “Provitol”.
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