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Ю.Л. Мячина, А.В. Сгибнев 

ВЛИЯНИЕ ЧИСЛЕННОСТИ ЛАКТОБАЦИЛЛ И ИХ СПОСОБНОСТИ  

ПРОДУЦИРОВАТЬ ПЕРОКСИД ВОДОРОДА НА МЕТАБОЛИЗМ  

ВАГИНАЛЬНЫХ ЭПИТЕЛИОЦИТОВ 

Оренбургский федеральный исследовательский центр Уральского отделения Российской 

академии наук (Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН), Оренбург, 

Россия 

Цель. Изучить метаболическую активность первичных вагинальных эпителиоцитов 

в зависимости от количества в вагинальном биотопе лактобацилл и их способности про-

дуцировать пероксид водорода. 

Материалы и методы. В исследовании участвовали 53 здоровых фертильных жен-

щины, от которых получали образцы цервиковагинальной жидкости и первичные культу-

ры вагинальных эпителиоцитов. В образцах цервиковагинальной жидкости определяли 

количество и видовую принадлежность лактобацилл методом РТ-ПЦР и дополнительно 

высевом на агар MRS. У выделенных лактобацилл определяли способность к продукции 

пероксида водорода по окислению ТМБ в присутствии пероксидазы хрена. Первичную 

культуру многослойного плоского эпителия влагалища получали путем соскоба клеток с 

влагалищной части шейки матки после предварительного удаления отслоившихся клеток 

физиологическим раствором. Оценку метаболической активности первичных эпителиоци-

тов проводили с использованием МТТ-теста, количество гликогена определяли с помощью 

коммерческого набора реактивов для колориметрического определения гликогена. 

Результаты. Установлено, что эпителиоциты, полученные от женщин с нормаль-

ным количеством лактобацилл в цервико-вагинальной жидкости, обладали наименьшей 

метаболической активностью, при этом содержание гликогена в них было максимальным. 

Напротив, эпителиоциты от женщин с пониженным уровнем пероксид-непродуцирующих 

лактобацилл имели высокий уровень метаболической активности, и это сопровождалось 

уменьшенным количеством гликогена в клетках. По уровням метаболической активности 

и содержанию гликогена эпителиоциты от женщин с нормальным количеством пероксид-

непродуцирующих лактобацилл и пониженным пероксидпродуцирующих практически не 

различались; тем не менее, эти показатели были достоверно ниже по сравнению с груп-

пой, где наблюдали нормальное количество пероксидпродуцирующих лактобацилл. 

Заключение. Пероксид-продуцирующие штаммы поддерживают эпителиоциты в 

состоянии физиологического покоя, способствуя накоплению гликогена. Доминирование 

непродуцирующих лактобацилл, напротив, ассоциировано с повышением метаболической 

активности эпителия, что является фактором риска нарушения вагинального гомеостаза. 

Ключевые слова: эпителиоциты, лактобациллы, метаболическая активность, перок-

сид водорода, гликоген 
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THE INFLUENCE OF LACTOBACILLI ABUNDANCE AND THEIR ABILITY TO 

PRODUCE HYDROGEN PEROXIDE ON THE METABOLISM OF VAGINAL EPI-

THELIAL CYTES 
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Aim. To study the metabolic activity of primary vaginal epithelial cells depending on the 
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number of lactobacilli in the vaginal biotope and their ability to produce hydrogen peroxide. 

Materials and methods. The study involved 53 healthy, fertile women, from whom cervi-

covaginal fluid samples and primary cultures of vaginal epithelial cells were obtained. The num-

ber and species of lactobacilli in the cervicovaginal fluid samples were determined by RT-PCR 

and additionally by plating on MRS agar. The peroxide-producing capacity of the isolated lacto-

bacilli was determined by oxidation of TMB in the presence of horseradish peroxidase. A prima-

ry culture of stratified squamous vaginal epithelium was obtained by scraping cells from the vag-

inal portion of the cervix after preliminary removal of exfoliated cells with saline. Metabolic ac-

tivity of primary epithelial cells was assessed using the MTT assay, and glycogen content was 

determined using a commercial colorimetric glycogen assay kit. 

Results. Epithelial cells from women with normal lactobacilli counts in cervicovaginal 

fluid exhibited the lowest metabolic activity, while their glycogen content was highest. In con-

trast, epithelial cells from women with reduced levels of peroxide-nonproducing lactobacilli ex-

hibited high metabolic activity, accompanied by reduced glycogen content. There was virtually 

no difference in metabolic activity or glycogen content between epithelial cells from the women 

with normal levels of peroxide-nonproducing lactobacilli and those with reduced peroxide-

producing lactobacilli; however, these values were significantly lower compared to the group 

with normal levels of peroxide-producing lactobacilli. 

Conclusion. Рeroxide-producing strains maintain epithelial cells in a state of physiologi-

cal rest, promoting glycogen accumulation. Conversely, the predominance of non-producing lac-

tobacilli is associated with increased metabolic activity of the epithelium, which is a risk factor 

for disruption of vaginal homeostasis. 

Keywords: epithelial cells, lactobacilli, metabolic activity, hydrogen peroxide, glycogen 

 

Введение 

Вагинальный биотоп представляет собой сложную систему, включаю-

щую клетки хозяина, в том числе клетки вагинального эпителия, и клетки 

микроорганизмов. Доминирующее положение в вагинальном биотопе здоро-

вых женщин занимают лактобациллы, которые обеспечивают колонизацион-

ную резистентность [1, 2]. Ключевым механизмом их протективного действия 

является продукция метаболитов с антимикробным действием, среди которых 

особое место занимает пероксид водорода (H2O2) [3]. Вагинальные лактоба-

циллы, обладающие пероксид-продуцирующей активностью, создают микро-

среду, губительную для многих облигатных и факультативных анаэробов [4, 5]. 

Однако, несмотря на общепризнанную пользу H2O2 как антимикробного 

агента, его действие не является строго избирательным. Пероксид водорода 

относится к активным формам кислорода и способен выступать в роли сиг-

нальной молекулы, модулируя клеточный метаболизм и экспрессию генов [6, 

7]. Эпителиоциты, являющиеся первой линией взаимодействия с бактериаль-

ными метаболитами, обладают собственной антиоксидантной системой, од-

нако длительное или интенсивное воздействие H2O2 может влиять на их энер-

гетический обмен, пролиферативную активность и целостность [8].  
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Вместе с тем до настоящего времени остается малоизученным вопрос о 

том, как именно физиологические концентрации H2O2, продуцируемого лак-

тобациллами, воздействуют на метаболизм вагинального эпителия [8]. 

Целью данной работы явилось изучение метаболической активности 

вагинальных эпителиоцитов в зависимости от количества в вагинальном био-

топе лактобацилл и их способности продуцировать пероксид водорода. 

Материалы и методы 

Исследование выполнялось в соответствии со стандартами надлежащей 

клинической практики (Good Clinical Practice) и принципами Хельсинской 

декларации [9] и было одобрено ЛЭК по биоэтике ИКВС УрО РАН (протокол 

№3 от 10 июня 2022 г.) От всех участниц исследования получено письменное 

добровольное информированное согласие. 

Под наблюдением находились 53 здоровые женщины-волонтёры репро-

дуктивного возраста (средний возраст 28,5±4,2 года), у которых на 7-9 дни 

менструального цикла из вагинального биотопа забирали образцы цервико-

вагинальной жидкости, используемые для определения численности лактоба-

цилл, а также образцы первичных культур эпителиоцитов.  

Для выделения лактобацилл образцы цервико-вагинальной жидкости 

высевали на MRS-агар, инкубировали в микроаэрофильных условиях (5% 

CO2) при 37°C в течение 48 ч. Принадлежность микроорганизмов к роду 

Lactobacillus подтверждали на основании комплекса морфологических, куль-

туральных, биохимических (тест-набор API 50 CH, согласно инструкции про-

изводителя) свойств; к лактобациллам относили грамположительные, непо-

движные, неспорообразующие, каталазонегативные палочки длиной от 0,5-

1,2x1,0-10,0 мкм [11]. Видовую принадлежность дополнительно подтверждали 

методом ПЦР («ЛАКТОПОЛ» ООО «Литех», Россия). Общее количество бак-

терий рода Lactobacillus spp. дополнительно определяли методом ПЦР в ре-

альном времени (ПЦР-РТ) с использованием коммерческих наборов реактивов 

и специфических праймеров [12]; 1 копия ДНК приравнивалась к 1 КОЕ.  

Способность изолятов Lactobacillus spp. продуцировать пероксид водо-

рода определяли, как описано ранее [10], с использованием пероксидазы хре-

на и раствора 3,3',5,5'-тетраметилбензидина гидрохлорида (ТМБ). Штаммы 

были разделены на две группы: H2O2-продуцирующие (H2O2
+) и непродуци-

рующие (H2O2
-). 

Первичную культуру многослойного плоского эпителия влагалища по-
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лучали путем соскоба клеток с влагалищной части шейки матки после удале-

ния отслоившихся клеток обработкой стерильным физиологическим раство-

ром. Культуры транспортировали в термостатируемых контейнерах в 1 мл 

сбалансированного солевого раствора Хэнкса [10]. Для снижения количества 

бактерий и удаления разрушенных клеток образцы промывали один раз деся-

тикратным объемом забуференного физиологического раствора с последую-

щим центрифугированием в течение 5 мин при 200 g. Количество эпители-

альных клеток нормировали до 106 клеток/мл с помощью гемоцитометра. 

Для оценки метаболической активности клеток первичных эпителиоци-

тов использовали измерение дегидрогеназной активности с помощью МТТ-

теста [13], выражая её в у.е. Содержание гликогена в вагинальных эпителио-

цитах определяли с использованием набора реактивов для колориметрическо-

го определения гликогена (НПО ЭкоТек) согласно инструкции производите-

ля. Количество гликогена выражали в мкг/мл; 1 мл содержал приблизительно 

106 клеток вагинального эпителия. 

Данные анализировались с помощью критерия Манна-Уитни с поправ-

кой Бонферрони. Различия считались статистически значимыми при P < 0,05. 

Для выполнения статистических вычислений использовалась программа 

Prism (версия 6.0; GraphPad Software). 

Результаты и обсуждение 

Все обследованные женщины-волонтеры в соответствии критериями 

включения (здоровые женщины с нормоценозом или с дефицитом лактоба-

цилл)  в зависимости от количества в вагинальном биотопе лактобацилл и их 

способности продуцировать пероксид водорода были разделены на 4 группы: 

1. Женщины с нормальным количеством (log10 КОЕ/мл >105) перок-

сидпродуцирующих лактобацилл (n=15; 28,3%), среднее количество которых   

равнялось 7,2±0,6; 

2. Женщины с нормальным количеством (log10 КОЕ/мл >105) перок-

сиднепродуцирующих лактобацилл (n=15; 28,3%), среднее количество кото-

рых   составило 6,4±0,7; 

3. Женщины с субнормальным количеством (log10 КОЕ/мл <105) перок-

сидпродуцирующих лактобацилл (n=10; 18,9%), среднее количество которых   

было снижено до 4,4±0,4; 

4. Женщины с субнормальным количеством (log10 КОЕ/мл <105) перок-

сиднепродуцирующих лактобацилл (n=13; 24,5%), среднее количество кото-
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рых находилось на уровне 3,5±0,9 (табл. 1). 

Таблица 1.  Характеристика женщин с разным типом вагинального 

биоценоза с учетом численности и качественных 

характеристик лактобацилл  

Группа женщин Количество 

женщин (n) 

Доля 

(%) 

Среднее значение  

КОЕ (log10) 

Нормальное количество лактобацилл 30 56,6  

1. H2O2-продуцирующие лактобациллы  15 28,3 7,2±0,6 

2. H2O2-непродуцирующие лактобациллы  15 28,3 6,4±0,7 

Сниженное количество лактобацилл 23 43,4  

3. H2O2-продуцирующие лактобациллы 10 18,9 4,4±0,4* 

4. H2O2-непродуцирующие лактобациллы  13 24,5 3,5±0,9* 

Всего участниц исследования 53 100  

Примечание: * Р<0,05 – достоверные отличия в сравнении с 1 и 2 группами.  

В образцах первичных культур эпителиоцитов, полученных от женщин 

1-й группы (с нормальным количеством пероксид-продуцирующих лактоба-

цилл), уровень дегидрогеназной активности (ДГА) был самым низким и со-

ставлял от 0,9 до 2,3 у.е. при среднем значении 1,4±0,5 (табл. 2). У женщин 2-

й группы (с пероксид-непродуцирующими лактобациллами) уровень ДГА 

эпителиоцитов был несколько выше, чем у женщин 1-й группы, и колебался 

от 1,3 до 3,3 у.е. при среднем значении 2,2±0,6. Еще выше ДГА регистриро-

валась у эпителиоцитов от женщин 3-й группы (со сниженным количеством 

пероксидпродуцирующих лактобацилл), варьируя в диапазоне 2,0-3,3 у.е. со 

средним значением 2,5±0,5. Максимальные средний уровень ДГА (4,5±0,8 

у.е.) зафиксирован у вагинальных эпителиоцитов среди женщин 4-й группы 

(со сниженным количеством пероксиднепродуцирующих лактобацилл), а 

значения активности колебались от 3,3 до 5,9 у.е. 

В то же время концентрация гликогена была значительно выше в ваги-

нальных эпителиоцитах, полученных от женщин 1-й группы с нормальным 

количеством пероксидпродуцирующих лактобацилл (табл. 2), а минималь-

ный его уровень – в клетках у женщин 4-й группы со сниженным количе-

ством лактобацилл, которые не продуцировали пероксид водорода. Следует 

отметить, что группы 2 и 3 (с нормальным содержанием пероксиднепроду-

цирующих бактерий и со сниженным количеством пероксидпродуцирующих, 

соответственно) не различались существенно по содержанию гликогена 
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Таблица 2. Дегидрогеназная активность и содержание гликогена в 

вагинальных эпителиоцитах у обследованных женщин в 

анализируемых группах 

Группа женщин Дегидрогеназная 

активность, у.е. 

Количество 

гликогена, мкг/мл 

Нормальное количество лактобацилл 

1. H2O2-продуцирующие 1,4±0,5 0,36±0,07  

2. H2O2-непродуцирующие 2,2±0,6 0,19±0,04* 

Сниженное количество лактобацилл 

3. H2O2-продуцирующие 2,5±0,5 0,21±0,04 * 

4. H2O2-непродуцирующие 4,5±0,8* 0,11±0,03* 

Примечание: * Р<0,05 – достоверные отличия в сравнении с 1 группой.  

В то же время концентрация гликогена была значительно выше 

(0,36±0,07 мкг/мл) в вагинальных эпителиоцитах, полученных от женщин 1-й 

группы с нормальным количеством пероксидпродуцирующих лактобацилл 

(табл. 2), а минимальный его уровень (0,11±0,03 мкг/мл) – в клетках у жен-

щин 4-й группы со сниженным количеством лактобацилл, которые не проду-

цировали пероксид водорода. У женщин из 2-й и 3-й групп (то есть с нор-

мальным содержанием пероксиднепродуцирующих бактерий и со снижен-

ным количеством пероксидпродуцирующих, соответственно) вагинальные 

эпителиоциты по содержанию гликогена существенно не отличались между 

собой.   

Таким образом, нами установлено, что метаболическая активность (де-

гидрогеназная активность и внутриклеточное резервирование гликогена)  ва-

гинальных эпителиоцитов зависит как от количества лактобацилл, так и от их 

биологических характеристики (в частности, их способности продуцировать 

пероксид водорода). Так, при высокой/нормальной численности лактобацилл 

у вагинальных эпителиоцитов наблюдаются самые низкие значения дегидро-

геназной активности и максимальный уровень накопления гликогена, осо-

бенно, если в данном биотопе вегетируют пероксидпродуцирующие бакте-

рии. В то же время при низких значениях численности лактобацилл наблю-

далась высокая дегидрогеназная активность эпителиоцитов, уровень которой 

был максимальным при присутствии пероксиднепродуцирующих вариантов 

микроорганизмов. Следует отметить, что дегидрогеназная активность эпите-

лиоцитов, полученных от женщин с субнормальным количеством перок-
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сидпродуцирующих лактобацилл (<105 КОЕ/мл) практически не отличалась 

от таковой у эпителиоцитов, полученных от женщин с нормальным уровнем 

(>105 КОЕ/мл) пероксиднепродуцирующих лактобацилл. 

Заключение 

Известно, что одним из компонентов системы поддержания колониза-

ционной резистентности влагалища является функциональное состояние 

микробиоты, а именно – способность лактобацилл продуцировать пероксид 

водорода. Умеренное снижение метаболической активности эпителиоцитов 

под влиянием пероксид-продуцирующих штаммов, вероятно, отражает состо-

яние физиологического покоя клеток, благоприятствующее накоплению гли-

когена. Напротив, доминирование лактобацилл, лишенных пероксид-

продуцирующей активности, даже при их высоком содержании, ассоцииро-

вано с повышением метаболической активности эпителия, что может рас-

сматриваться как один из фактов риска нарушения вагинального гомеостаза. 
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