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Аннотация. Исследование направлено на изучение таксономического состава микробиоты рубца 
in vivo при дополнительном включении травы полыни и микроэлемента меди в рацион крупного 
рогатого скота. Трава полыни, природный источник фитобиотических веществ, улучшающих 
пищеварение, и биоплекс меди представлены в качестве кормовой добавки. Контрольная группа 
получала основной рацион (ОР), I опытная группа – ОР + полынь (2,0 г/кг СВ); II опытная груп-
па – ОР + Cu (5,0 мг/кг СВ); III опытная группа – ОР + полынь (2,0 г/кг СВ) + Cu (5,0 мг/кг СВ). 
В исследованиях использовали бычков (4 гол.) породы казахская белоголовая в возрасте 14 месяцев, 
живой массой 360–380 кг. Опыт проводили методом латинского квадрата 4×4. После 60 дней при-
ема добавок геномную ДНК извлекали из рубцовой жидкости и готовили для секвенирования 
16S рРНК-гена, чтобы охарактеризовать состав микробиоты рубца. Результаты показали, что кормовые 
добавки действительно изменяли микробиом рубца телят. Индекс разнообразия Шеннона (p≤0,05) по-
казал значительную разницу между группами. Микробиота рубца телят, в рацион которых вводили 
траву полыни и композицию веществ травы полыни и медь, отличалась более высоким разнообразием 
по сравнению с телятами, которых кормили медью (промежуточное альфа-разнообразие), и контрольной 
группой. Были идентифицированы дифференцированно распространенные таксоны: Bacteroidales, 
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Firmicutes (p≤0,05). Дополнительное включение меди показало, что 
из двенадцати родов, характеризующихся дифференциальным изобилием, количество некультивируе-
мых бактерий Firmicutes (p≤0,05) было наиболее дифференцированным в рубце по сравнению с контро-
лем. Включение композиции травы полыни и меди показало разницу в количестве некультивируемых 
бактерий Bacteroidales в сторону увеличения на 12,7 % (p≤0,05) по сравнению с контролем. Также в 
этой группе отмечено увеличение обилия представителей семейства Candidatus Saccharibacteria.  
Впервые описаны изменения таксономического состава микробиома рубца на фоне комбинированного 
использования растительных препаратов и минеральных веществ.
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Abstract. The study is aimed at studying the taxonomic composition of the rumen microbiota in vivo with the 
additional inclusion of wormwood grass and the trace element copper in the diet of cattle. In this study, wormwood 
grass, a natural source of phytobiotic substances that improve digestion, and copper bioplex were provided as 
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тракте жвачных животных. Эта тщательно регулируемая экосистема позволяет жвачным 
животным переваривать волокнистый растительный материал, использовать его в качестве 
источника энергии и других метаболитов и превращать в высококачественную пищу.

У крупного рогатого скота микробиом рубца играет ключевую роль в получении продук-
ции [1], благополучии и здоровье животных [2, 3]. Разработка не зависящих от культуры 
высокопроизводительных методов секвенирования следующего поколения обеспечивает 
прорыв в характеристике и анализе микробиомов [4], причем микробиом рубца не является 
исключением [5]. В частности, секвенирование гена 16S рРНК [6] является мощным методом 
идентификации и количественной оценки (в относительном выражении) таксономическо-
го состава микробной популяции рубца [7]. Исходя из результатов метатаксономики, мож-
но предсказать ассоциированный метагеном и связанные с ним метаболические функции, 
основываясь на относительном содержании и используя базу данных функциональных 
аннотаций микробных генов [8, 9]. 

Известно, что диета изменяет состав микробиоты рубца [10, 11]. Конкретные кормовые 
добавки являются объектом экспериментальных испытаний на микробиоме рубца. К ним 
относятся рапс [12], пробиотические бактерии [13, 14], органические кислоты [15, 16], 
растительные жиры [17], растительные препараты и фитобиотические вещества [18].

Целью кормовых добавок является главным образом коррекция негативного влияния высо-
кокалорийных диет на процессы метаболизма в рубце и состав рубцовой микробиоты. Трава по-
лыни горькой (Artemisiae absinthil herba) содержит эфирное масло (до 0,5 %), в его состав входят 
кислородные производные бициклических терпенов, туйиловый алкоголь-туйол, эфира туйола, 
эфиры туйола с уксусной, изовалериановой, пальметиновой кислотами. Из моноциклических 
терпенов присутствует фелландрен, а из бициклических сесквитерпенов – каденен. Полынь горькая 
содержит также гликозид абсинтин, каротин, аскорбиновую кислоту, флавоноиды. Классическое 
горько-пряное желудочное средство, возбуждающее аппетит, усиливающее и стимулирующее дея-
тельность пищеварительных органов [19].

Медь является важным микроэлементом в рационе домашнего скота. Она изменяет микробный 
состав желудочно-кишечного тракта крупного рогатого скота [20]. Однако действие комплексных 

a feed additive. The control group received the main ration (OR), I experimental group – OR + wormwood 
(2.0 g / kg SV); II experimental group – OR + Cu (5.0 mg / kg SV); III experimental group – OR + wormwood 
(at a dose of 2.0 g/ kg SV) + Cu (5.0 mg/kg SV). In the studies, bulls of the Kazakh white-headed breed were 
used, aged 14 months, with a live weight of 360–380 kg, in the amount of 4 heads. The studies were carried out 
using the 4×4 Latin square method. After 60 days of supplementation, genomic DNA was extracted from the scar 
fl uid and prepared for sequencing of the 16S rRNA gene to characterize the composition of the rumen microbiota. 
The results showed that feed additives really changed the microbiome of the calves' rumen. The Shannon 
diversity Index (p≤0.05) showed a signifi cant diff erence between the groups. The microbiota of the rumen of 
calves, in whose diet wormwood grass and the composition of wormwood grass and copper substances were 
introduced, diff ered in higher diversity compared to calves fed with copper (intermediate alpha diversity) and the 
control group. Diff erentially distributed taxa were identifi ed: Bacteroidales, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, 
Firmicutes (p≤0.05). Additional inclusion of copper showed that of the twelve genera characterized by diff erential 
abundance, the number of uncultivated Firmicutes bacteria (p≤0.05) was the most diff erentiated in the rumen 
compared to the control. The inclusion of wormwood and copper herb compositions showed a diff erence in the 
number of uncultivated Bacteroidales bacteria in the direction of an increase of 12.7 % (p≤0.05) compared with 
the control. Also in this group, an increase in the abundance of representatives of the Candidatus Saccharibacteria 
family was noted. Changes in the taxonomic composition of the rumen microbiome against the background of the 
combined use of herbal preparations and mineral substances are described for the fi rst time.

Keywords: microbiome; bacteria; scar; biodiversity; ruminants; copper; wormwood grass
For citation: Sheida E. V., Ryazanov V. A., Duskaev G. K., Rakhmatullin Sh. G. Microbiome of the rumen 

of young cattle receiving dietary supplements with copper and wormwood grass: composition and 
functional profi le. Аgrarnyy nauchnyy zhurnal = Agrarian Scientifi c Journal. 2024;(1):96–105. (In Russ.). 
http://dx.doi.org/10.28983/asj.y2024i1pp96-105.
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кормовых добавок, растительных и минеральных препаратов имеет короткую историю изучения 
и требует дальнейших исследований.  

Цель исследования – изучение влияния сочетанного воздействия травы полыни и органичес-
кой формы меди на структуру и состав микробиома рубца.

Материалы и методы. Объект исследования – рубцовая жидкость, полученная от бычков 
казахской белоголовой породы (4 гол.), возраст 14 месяцев, с хроническими фистулами рубца, 
живой массой 360–380 кг. Исследования проводили методом латинского квадрата 4×4.

Кормление подопытных животных было организовано с учетом рекомендаций [21]. Рацион 
включал в себя сено разнотравное – 47,4 %, сено бобовое – 32,6 %, зерновую смесь – 19 %, 
минеральный премикс – 1,0 %. В рационе содержалось (% от СВ) сухое вещество – 94,7 %, сырой 
протеин – 5,9 %, сырая клетчатка – 28 %, НДК – 6,3 %, КДК – 4,6 %, гемицеллюлоза – 1,65 %, 
сырой жир – 2,73 %, органическое вещество – 93,4 %, Са – 0,51 %, Р – 0,37 %.   Корм задавался 
два раза в день, и животные имели свободный доступ к питьевой воде.

Схема эксперимента: контрольная группа получала основной рацион (ОР), I опытная груп-
па – ОР + трава полыни горькой (2,0 г/кг СВ); II опытная группа – ОР + Cu (5,0 мг/кг СВ); 
III опытная группа – ОР + трава полыни горькой (в дозе 2,0 г/кг СВ) + Cu (5,0 мг/кг СВ). Кормо-
вую добавку вводили в течение 60 дней (15 дней подготовительный период, 45 – учетный пери-
од). Отбор проб рубцовой жидкости проводили утром перед кормлением.

В исследованиях использовали траву полыни горькой Artemisiae absinthil herba 
(ЛСР-000171/08, ООО ПКФ «ФИТОФАРМ», Краснодарский край, г. Анапа, Россия); биоплекс 
меди – кормовая добавка, содержащая протеинат меди с концентрацией железа 15 % (комплекс 
меди с аминокислотами и пептидами, производитель Alltech, Сербия).

Метагеномное секвенирование. Микробное биоразнообразие содержимого рубца устанав-
ливали с помощью MiSeq (Illumina, США) методом секвенирования нового поколения (NGS) 
с набором реагентов MiSeq® Reagent Kit v3 (600 cycle) в Центре коллективного пользования 
научным оборудованием «Персистенция микроорганизмов» (Институт клеточного и внутриклеточ-
ного симбиоза УрО РАН). При выделении ДНК отобранные пробу содержимого инкубировали 
при +37 °С в течение 30 мин в 300 мкл стерильного буфера для лизиса (20 мM EDTA, 
1400 мM NaCl, 100 мM Tris-HCl, pH 7,5; 50 мкл раствора лизоцима в концентрации 100 мг/мл). 
К смеси добавляли 10 мкл протеиназы К (Thermo Fisher Scientifi c, Inc., США) в концентрации 
10 мг/мл и SDS до конечной концентрации 1,0 % и инкубировали в течение 30 мин при +60 °С. 
ДНК очищали смесью фенола и хлороформа (1:1), осаждали добавлением ацетата натрия (3 М, 
до 10 % по объему) и трех объемов абсолютного этанола при +20 °С в течение 4 ч. 

После экстракции смесью фенол-хлороформ-изоамиловый спирт (25:24:1) и хлороформ-
изоамиловый спирт (24:1) ДНК в водной фазе осаждали 1 М ацетата аммония (до 10 % 
по объему) и 3-кратным объемом безводного этанола в течение 12 ч при +20 °С. Осадок 
ДНК отделяли центрифугированием (12 000 об/мин, 10 мин), дважды промывали 80%-м 
этанолом, сушили и растворяли в ТЕ-буфере (1 M Тris-HCl, pH 8,0 – 1 мл, 0,5 М EDTA, 
pH 8,0 – 200 мкл, Н

2
О – до 100 мл; «Евроген», Россия). Чистоту экстракции оценивали 

по отрицательному контролю выделения (100 мкл автоклавированной деионизированной 
воды). Чистоту полученных препаратов ДНК проверяли электрофорезом в 1,5%-м агарозном 
геле с фотометрией (NanoDrop 8000, Thermo Fisher Scientifi c, Inc., США). Концентрацию 
ДНК измеряли флуориметрическим методом (прибор Qubit 2.0 с высокой чувствительностью 
определения dsDNA, Life Technologies, США).

ДНК-библиотеки для секвенирования были созданы по протоколу Illumina, Inc. (США) 
с праймерами S-D-Bact-0341-b-S-17 и S-D-Bact-0785-a-A-21 к вариабельному участку V3-V4 ге-
на 16S рРНК. NGS-секвенирование выполняли на платформе MiSeq (Illumina, Inc., США) 
с набором реактивов MiSeq Reagent Kit V3 PE600 (Illumina, Inc., США). Классификацию по-
лученных операционных таксономических единиц (ОТЕ) проводили с использованием инте-
рактивного инструмента VAMPS и базы данных RDP (https://vamps.mbl.edu) 15.03.2021. 
Некоторые ОТЕ выравнивали c помощью алгоритма BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome), используя ба-
зы данных нуклеотидных последовательностей nr/nt (National Center for Biotechnological 
Information, NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) и выравненных последовательностей генов 
рибосомальной РНК SILVA (https://www.arb-silva.de).

Для биоинформатической обработки результатов использовали программу PEAR (Pair-End 
AssembeR, PEAR v0.9.8) [22]. 

Результаты секвенирования обрабатывали с использованием пакета анализа данных Microsoft 
Excel 10, программного обеспечения Microsoft Offi  ce (США).

Статистическая обработка. Числовые данные были обработаны с помощью программы SPSS 
Statistics 20 (IBM, США), рассчитывали средние (М), среднеквадратичные отклонения (±σ), ошиб-
ки стандартного отклонения (±SE). Для сравнения вариантов использовали непараметрический 
метод анализа. Различия считали статистически значимыми при р≤0,05, р≤0,01.

Результаты исследований. Анализ данных показал, что таксономический состав рубца 
молодняка крупного рогатого скота, находящегося на стандартном рационе, был представлен 
такими филумами, как Bacteroidetes (23,6 %), Firmicutes (69,5 %), Fibrobacteres (2,55 %), 
unclassifi ed_Bacteria (3,3 %) и другие (1,04 %). Видовое разнообразие было представлено бак-
териями, относящимися к таким родам, как unclassifi ed_Firmicutes (21,73 %), unclassifi ed_
Lachnospiraceae (15,9 %), unclassifi ed_Ruminococcaceae (12,98 %), Prevotella (10,72 %), Butyrivibrio 
(9,91 %), unclassifi ed_Bacterioidales (8,98 %) и другие, содержание которых не превышало 3,3 % 
(рис. 1).

Рис. 1. Таксономическое разнообразие бактериального состава рубца 
крупного рогатого скота контрольной группы, %
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Rice. 1. Taxonomic diversity of the bacterial composition of the rumen of cattle in the control group, %

Внесение травы полыни в рацион не изменяло видовую структуру бактериального 
сообщества рубца, однако в данной группе отмечали повышение числа бактерий, относящихся 
к филуму Bacteroidetes (на 4,97 % от контроля). При этом зафиксировано снижение численности 
представителей филумов Firmicutes (на 5,03 % относительно контроля), unclassifi ed_Bacteria 
(на 0,36 % относительно контроля). При этом численность Fibrobacteres в опытной группе была 
менее 2 % (рис. 2). 

Изменения видового состава были связаны с повышением количества бактерий, относящихся 
к таким родам, как unclassifi ed_Bacterioidales, unclassifi ed Lachnospiraceae, unclassifi ed Ruminococ-
caceae (на 5,23; 2,8; 5,83 % выше чем в контроле),  и со снижением относительно контроля числа 
микроорганизмов Prevotella (на 3,88 %), Butyrivibrio (на 3,78 unclassifi ed_Firmicutes (на 8,31 %).

Включение в рацион молодняка крупного рогатого скота препарата меди показало 
преобладание филумов Firmicutes, доля которого составила 73,76 % и Bacteroidetes – 18,86 %. 
Относительно контроля в данной группе повышалась численность Fibrobacteres на 0,68 % 
(рис. 3).

Рис. 2. Таксономическое разнообразие бактериального состава рубца 
крупного рогатого скота I группы при использовании травы полыни в рационе, %

Rice. 2. Taxonomic diversity of the bacterial composition of the rumen 
of cattle of group I when using wormwood grass in the diet, %
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Использование в рационе композиции веществ травы полыни и Cu способствовало 
увеличению числа бактерий филумов Bacteroidetes на 14,39 % относительно контроля 
и Saccharibacteria более чем на 2 % (рис. 4).

Изменения в соотношении микроорганизмов были связаны с увеличением числа бактерий 
класса Bacteroidia (на 14,46 % от контроля), Negativicutes (на 4,84 %) и снижением численности 
класса Clostridia (на 13,42 %) и unclassifi ed_Firmicutes (на 7,24 % от контроля). 

В рамках таксона Clostridia относительно контрольной группы отмечалось снижение 
числа микроорганизмов Ruminococcaceae на 3,29 % и Lachnospiraceae на 10,1 %, тогда как 
в пределах таксонов Bacteroidia и Saccharibacteria отмечалось повышение численности бакте-
рий, относящихся к родам Mediterranea (на 5,23 %), unclassifi ed_Prevotellaceae (на 1,97 %),  
unclassifi ed_Bacterioidales (на 12,72 %), Saccharibacteria_genera_incertae_sedis (более 2 %).

Таким образом, кормовая добавка, включающая в себя комплекс травы полыни и Cu, способ-
ствовала повышению в рубце представителей грамотрицательных бактерий филума Bacteroidetes 
и Candidatus Saccharibacteria, ферментирующих углеводы и способствующих расщеплению 

Рис. 3. Таксономическое разнообразие бактериального состава 
рубца крупного рогатого скота II группы при использовании микроэлемента меди в рационе, %

Rice. 3. Taxonomic diversity of the bacterial composition of the rumen 
of cattle of group II when using the trace element copper in the diet, %
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Рис. 4. Таксономическое разнообразие бактериального состава рубца крупного рогатого скота III группы 
при использовании композиции травы полыни и микроэлемента меди в рационе, %

Rice. 4. Taxonomic diversity of the bacterial composition of the rumen of cattle of group III 
when using a composition of wormwood grass and the trace element copper in the diet, %

белков и других субстратов корма, а также увеличивала активность пищеварительных ферментов 
в содержимом рубца и тем самым повышала переваримость корма на 2,4 %.

Секвенирование областей V3-V4 бактериального гена 16S рРНК показало в контрольной 
группе число идентифицированных OTU 17 642, сгруппированных в 17 филумов, 27 классов, 
36 отрядов, 52 семейства и 107 родов. В I группе 15 729, 16 филумов, 29 классов, 40 отрядов, 
61 семейство, 113 родов, во II группе – 13 725, 14 филумов, 25 классов, 35 отрядов, 56 семейств, 
количество родов было одинаковым с контрольной группой (107 родов) и в III группе – 15 483, 
объединенных в 13 филумов, 19 классов, 23 отряда, 34 семейства и 61 род. Максимальные раз-
личия между группами в их таксономическом составе рубца (на основе нормализованных под-
счетов) наблюдались на уровне рода. Добавление полыни привело к появлению 6 новых так-
сонов по сравнению с контролем, а использование комплексного препарата из травы полыни 
и меди привело к снижению 43 % таксонов относительно контроля. При использовании травы 
полыни наиболее дифференцированными были некультивируемые бактерии Bacteroidales, 
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Firmicutes (p≤0,05). Дополнительное включение меди пока-
зало, что из двенадцати родов, характеризующихся дифференциальным изобилием, количество 
некультивируемых бактерий Firmicutes (p≤0,05) было наиболее дифференцированным в руб-
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це по сравнению с контролем. Включение композиции травы полыни и меди показало разницу 
в количестве некультивируемых бактерий Bacteroidales в сторону увеличения на 12,7 % (p≤0,05) 
по сравнению с контролем. Также в этой группе отмечали увеличение обилия представителей 
семейства Candidatus  Saccharibacteria. 

Индексы биоразнообразия для описания богатства [23, 24], разнообразия и однородности 
микробиоты рубца в четырех экспериментальных группах приведены в таблице. 

Индексы видового разнообразия микробиоты рубца при использовании в рационе крупного рогатого скота 
меди и травы полыни
Indices of species diversity of rumen microbiota when using copper and wormwood grass in the diet of cattle

Индекс видового богатства
Контрольная 

группа
Опытная группа

I II III

 Шеннона 2,39 2,5 2,46 2,47

 Выравненности Пиелу 0,69 0,73 0,72 0,72

Доминирования Симпсона 0,12 0,12 0,13 0,11

Оценки богатства и видового разнообразия индекса доминирования Симпсона и выравненности 
Пиелу не показали существенных различий между группами. Индексы разнообразия Шеннона 
(p≤0,05) показали значительную разницу между группами. Микробиота рубца телят, в рацион 
которых вводили траву полыни и композицию веществ травы полыни и медь, отличалась более 
высоким разнообразием по сравнению с телятами, которых кормили медью (промежуточное 
альфа-разнообразие), и контрольной группой.

В целом, преобладающими бактериальными типами были Bacteroidetes и Firmicutes, за ко-
торыми отдаленно следовали Candidatus Saccharibacteria и Fibrobacteres, что показывает стан-
дартную структуру микробиоты рубца крупного рогатого скота [2, 16, 25]. Таксономический 
состав микробиома рубца соответствует возрастному развитию микробных сообществ 
у жвачных, который характеризуется увеличением количества Bacteroidetes и Firmicutes [26]. 
Наиболее распространенными родами как в контрольной, так и опытных группах были Prevotella, 
Butyrivibrio, Lachnospiraceae, Ruminococcus, Saccharofermentans и Firmicutes, при включении 
кормовых добавок фитобиотических и минеральных веществ существенно не различались, хотя 
в отношении некоторых отмечена существенная разница относительно контроля (р≤0,05). 

Добавление в рацион минерального микроэлемента меди, растительного препарата травы 
полыни и композиции данных веществ сравнивали с контрольными животными, не получавшими 
добавки и находящимися на стандартной диете. Определено, что добавление рапсовой муки 
в рацион четко дифференцировало микробиоту рубца от микробиоты контрольных живот-
ных [12]. Некоторые авторы обнаружили более высокое микробное богатство и разнообразие 
(альфа-индекс Фишера) при добавлении в рацион дикарбоновых кислот или полифенолов [16]. 

В своем исследовании мы выявили, что включение в рацион бычков фитобиотических 
и минеральных веществ и их композиции не оказывало существенного влияния на структуру 
микробиома рубца. При этом обнаружено, что микробиологическое разнообразие (индекс  
Шеннона) явно повышается за счет включения добавок меди и травы полыни. При рассмотрении 
конкретных таксонов неклассифицированные роды из групп Bacteroidales, Lachnospiraceae, 
Ruminococcaceae были увеличены в микробиоте бычков, получавших траву полыни. При этом 
также отмечено увеличение unclassifi ed_Bacteroidales при добавлении меди в комплексе с травой 
полыни относительно контроля на 58,6 % (р≤0,05). Установлено [16] увеличение численности 
Bacteroidales в рубце молочных телок, получавших фитобиотические добавки. По некоторым 
данным [27], наблюдалось снижение неклассифицированных родов Bacteroidales в рубце бычков, 
получающих льняное семя. 

Численность unclassifi ed_Firmicutes была больше в рубце бычков, получавших добавку меди, 
по сравнению с добавками травы полыни и контрольной группой. Известно, что соотношение 
Firmicutes: Bacteroidetes в микробиоте кишечника играет определенную роль в адипогенезе 
и формировании жировой ткани [1]. В настоящем исследовании соотношение Firmicutes 
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к Bacteroidetes составляло 3,02 в контроле, 2,26 в группе с добавлением травы полыни, 
3,9 в группе с добавлением меди и 1,4 у бычков, получавших траву полыни в комплексе с медью. 

Кроме того, снижение биосинтеза липополисахаридов (ЛПС) может быть связано со снижением 
роста возможных патогенных для человека бактерий (например, сальмонелл, кишечной палочки) 
как следствие антимикробной активности добавок [16]. В образцах фекалий ягненка было описано 
снижение количества энтеробактерий (включая сальмонеллу, шигеллу, кишечную палочку) по-
сле добавления виноградного жмыха [28].

В целом, добавление травы полыни, по-видимому, оказывало большее влияние на микро-
биом рубца, чем добавление меди, с точки зрения индексов биоразнообразия, количества 
дифференцированно распространенных таксонов и функционального профиля. 

Заключение. Добавки в корм меди и травы полыни изменяют микробиом рубца, как 
с точки зрения видового разнообразия, так и функций генов. Это способствует изменению 
процессов метаболизма в рубце. В целом, несмотря на то, что результаты были получены нами 
в ходе небольшого эксперимента, они представляют интересную характеристику микробиоты 
рубца бычков и эффектов, которые может оказывать включение меди и травы полыни в корм 
и позволяют рассматривать данные добавки как перспективные при выращивании молодняка 
крупного рогатого скота.

Исследования выполнены при поддержке РНФ №21 – 76 – 10014.
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