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Исследовали таксономический состав и пространственную локализацию дрожжей 
и бактерий в кефирных зернах (КЗ), полученных для изучения из разных регионов пла-
неты. Показано разнообразие их микробиома с помощью высокопроизводительного 
секвенирования генов 16S рРНК бактерий и области ITS1 комплекса 18S-ITS1-5.8S-
ITS2-28S рРНК дрожжей. Установлено, что основными представителями сложного со-
общества КЗ из разных регионов являются молочнокислые бактерии (лактобациллы, 
лактококки и Leuconostoc spp. в разных соотношениях) и разные виды дрожжей рода 
Kazachstania (сем. Saccharomycetaceae). В КЗ из Тибета выявлены уксуснокислые бакте-
рии и незначительный процент дрожжей Kluyveromyces marxianus, а в КЗ из Осетии – 
дрожжи Pichia kluyveri. 
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В последние годы большое внимание уделяет-
ся созданию и введению в рацион человека полез-
ных продуктов с пробиотическими микроорганиз-
мами для организации функционального питания. 
Одним из самых популярных молочных продук-
тов, с неоспоримой пользой от употребления, яв-
ляется кефир, который можно приготовить из раз-
личных видов молока, таких как коровье, козье, 
буйволиное, овечье или верблюжье, путем ми-
кробного сбраживания (заквашивание молока ке-
фирными зернами, КЗ) [1, 2]. Кефир – традици-
онный напиток, считающийся «функциональной 
пищей» благодаря своим питательным и оздоро-
вительным свойствам. Его производят путем сбра-
живания лактозы молока видами микроорганиз-
мов, присутствующими в КЗ [1]. Кефирные зерна 
содержат пробиотические микроорганизмы, кото-
рые существуют в сложной матрице из белков 
и  полисахаридов [3, 4]. Существует симбиотиче-
ская связь между микроорганизмами, присутству-
ющими в КЗ, в которой бактерии и дрожжи выжи-
вают и делятся своими биопродуктами как 
источниками энергии и микробными факторами 
роста. Этот консорциум микроорганизмов отвеча-
ет за гомо- и гетероферментативное молочнокис-
лое брожение и спиртовое брожение [5, 6]. Мо-
лочнокислые бактерии (МКБ) являются основной 
популяцией в КЗ с небольшим содержанием 

дрожжей, погруженных в полисахаридные слои 
кефирана, который представляет собой гетеропо-
лисахарид, состоящий из равных пропорций глю-
козы и галактозы, образуемый Lactobacillus 
kefiranofaciens [4, 7]. Более 23 различных видов 
дрожжей были выделены из КЗ и из полученных 
с  их помощью напитков различного происхожде-
ния, при этом преобладающими видами явились 
различные виды дрожжей, являющиеся пробиоти-
ческими культурами [6, 8, 9]. При сбраживании 
молока КЗ образуются многие функциональные 
соединения, такие как биоактивные пептиды (на-
пример, с антигипертензивной, антиоксидантной, 
противоаллергенной, противоопухолевой, проти-
вовоспалительной и снижающей холестерин ак-
тивностями) [10], антимикробные соединения 
(например, органические кислоты, спирты, диок-
сид углерода и бактериоцины) и гетерополисаха-
риды (например, кефиран) с потенциальной про-
биотической активностью [11]. Исследования 
показывают, что пробиотические бактерии в ки-
шечнике регулярных потребителей кефира более 
многочисленны, что коррелирует с улучшением 
здоровья [1–3, 12]. В связи с этим растет интерес 
к  использованию кефира и применению его как 
важного компонента функционального питания.

Благодаря постоянному развитию современ-
ных молекулярных технологий, таких как высоко-
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производительные технологии секвенирования, 
становится возможным более глубокий анализ 
сложного микробного сообщества КЗ. Во многих 
лабораториях мира постоянно ведут исследования 
по дальнейшему изучению свойств КЗ и кефирана 
для разработки новых важных функциональных 
продуктов, биологически активных добавок и ле-
карственных средств. Необходимо создание 
устойчивых пробиотических микробных сооб-
ществ из выделенных и изученных культур КЗ, 
выявление и устранение возможного антагонизма 
между выбранными культурами. 

Целью настоящей работы было изучение ми-
кробиома КЗ, выделенных из разных территори-
альных зон, для создания устойчивых микробных 
сообществ и эффективных пробиотических про-
дуктов, полезных для здоровья.

Материалы и методы
Для проведения исследований получали КЗ из 

частных хозяйств разных регионов традиционного 
его применения, включая Кавказ (Северная Осе-
тия), Тибетскую область Китая и Московскую об-
ласть (таблица). Все зерна хранили в лиофильном 
состоянии в коллекции культур кафедры микро-
биологии биологического факультета МГУ имени 
М.В. Ломоносова. 

Таблица

Образцы КЗ, взятые для исследований

Регион выделения КЗ Шифр культуры

Москва N5
Северная Осетия OS
Тибет Т2-3

Выращивание КЗ. Лиофилизированные КЗ ак-
тивировали в стерильном 1,5%-ном молоке с регу-
лярными пересевами (2 раза в нед.) при комнат-
ной температуре (21–22°С). При пересевах КЗ 
отмывали на стерильных ситах стерильным физи-
ологическим раствором от накопившихся полиса-
харидов. Зерна в молоке хранили при 4°С. 

Микроскопия КЗ. Для установления простран-
ственного расположения микроорганизмов в КЗ 
проводили сканирующую электронную микроско-
пию препаратов зерен, выделенных из различных 
зон: ближе к поверхности и в центре [6]. Частицы 
КЗ, промытые стерильной водой, фиксировали 
в течение 30 мин в 2,5%-ном глутаровом альдегиде 
на фосфатном буфере (1,8 мM  KH2PO4; 
10  мM  Na2HPO4·12H2O; 137 мM  NaCl; 
2,7 мM KCl) и затем обезвожены в серии спиртов 
возрастающей концентрации  (30%, 50%, 70%, 
80%, 90%, 100%) и далее в смесях абсолютного 
спирта и ацетона (3:1, 1:3, 1:3). Далее образцы по-
мещали в абсолютный ацетон и проводили высу-
шивание гидратированного материала методом 
«критической точки» (ВКТ) в HCP-2 Critical Point 
Dryer (Hitachi, Япония). Высушенные препараты 

прикрепляли на специальные столики двусторон-
ней клейкой лентой и напыляли смесью Au–Pd 
в ионно-распылительной установке (Eiko IB-3 Ion 
Coater, Hitachi, Япония). Изучение образцов про-
водили с помощью сканирующего электронного 
микроскопа JSM-6380LA (JEOL, Япония) в цен-
тре коллективного пользования «Электронная ми-
кроскопия в науках о жизни» МГУ имени 
М.В.  Ломоносова (уникальная научная установка 
«Трехмерная электронная микроскопия и спек-
троскопия»), и с помощью сканирующего элек-
тронного микроскопа SU-8010 (Hitachi, Япония) 
в МГУ-ППИ в Шэньчжэне.

Высокопроизводительное секвенирование микро-
биома КЗ. ДНК из образцов была выделена с ис-
пользованием Fast DNA Spin Kit for Soil (MP 
Biomedicals, США) в соответствии с инструкцией 
производителя. Коллекции ампликонов фрагмен-
тов генов 16S рРНК были получены методом поли-
меразной цепной реакции с универсальными прай-
мерами к участку V4 по ранее описанной методике 
[13]. Были использованы следующие праймеры: 
515F: 5′ GTGBCAGCMGCCGCGGTAA-3′ [14], 
Pro-mod-805R: 5’-GACTACNVGGGTMTCTAATCC-3′ 
[15]. Секвенирование проводили на приборе 
MiSeq System (Illumina, США) с использованием 
набора реагентов MiSeq Reagent Micro Kit v2  
(MS-103-1002, Illumina, США) считывающих по 
150 нуклеотидов с каждого конца. Демультиплек-
сирование, последующая обработка и анализ по-
лученных сиквенсов были проведены с использо-
ванием соответствующих скриптов QIIME 2 
программного обеспечения ver. 2019.1 [16]. Табли-
ца операционных таксономических единиц (OTU) 
была составлена в программе SILVAngs (https://
ngs.arb-silva.de/silvangs/).

Область ITS1 комплекса 18S-ITS1-5.8S-
ITS2-28S рРНК была амплифицирована из  
ДНК КЗ с  использованием набора праймеров  
для полимеразной цепной реакции BITS 
(5’-ACCTGCGGARGGATCA‐3′) и B58S3 
(5’-GAGATCCRTTGYTRAAAGTT‐3′) для области 
ITS1 [17]. После амплификации полученные 
участки очищали магнитными шариками AMPure 
XP (Beckman Coulter, Inc., США) и готовили 
к  секвенированию с помощью набора Nextera XT 
DNA в соответствии с инструкциями производи-
теля (Illumina, Inc., США). С помощью системы 
UPARSE сиквенсы были собраны, отфильтрованы 
и дереплицированы [18]. 

OTUs были объединены в группы с идентич-
ностью последовательности ≥97%, из которых 
были удалены химеры с использованием SILVAngs 
pipeline (https://ngs.arb-silva.de/silvangs/) для 
участка V4 гена 16S rRNA и knomics/biota pipeline 
(https://biota.knomics.ru) для области ITS1 ДНК 
дрожжей.

Таксономическая идентичность была присво-
ена с использованием BLASTn и справочной базы 
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данных Fittings v. 1-2 [19]. Таксономия и операци-
онные таксономические единицы были преобра-
зованы в таблицу с помощью формата файлов 
BIOM (версия V1.3.1 [20].

Статистическая обработка результатов. Все 
эксперименты были проведены в трех независи-
мых биологических повторностях. Статистиче-
скую обработку данных проводили с использова-
нием Excel (Microsoft Office, США). Значимость 
различий оценивали по t-критерию Стьюдента. 

Результаты и обсуждение
КЗ можно описать как студенистые белые или 

слегка желтоватые массы эластичной консистен-
ции, размером от 0,3 до 3,5 см в диаметре, похо-
жие на маленькие головки (кочанчики) цветной 
капусты, погруженные в матрикс экзополисахари-
дов (рис. 1, А и Б). 

Пространственная локализация дрожжей и  бак-
терий в КЗ. Изученные КЗ продемонстрировали 
тесную пространственную связь бактерий и  дрож-
жей на поверхности зерен (рис. 1Г). Во внутренних 
частях КЗ обнаружили практически полное отсут-
ствие клеток дрожжей (рис. 1В), видны только клет-
ки МКБ (1–4 мкм в длину). На внешней стороне КЗ 
видны крупные (7–8 мкм) клетки дрожжей со шра-
мами от отделившихся почек (рис. 1Г) и тесно при-
легающие к ним клетки МКБ (1–3 мкм в длину).

Это отражает метаболические потребности 
бактерий и дрожжей, их отношение к молекуляр-
ному кислороду. Так, дрожжи, являясь аэробными 
организмами, приспосабливают свое местополо-
жение в зерне ближе к поверхности (рис. 1Г), тог-
да как МКБ, являясь аэротолерантными анаэро-
бами, располагаются как на поверхности, тесно 
прилегая к клеткам дрожжей, так и занимают весь 
внутренний объем зерна. Такое тесное прилегание 
бактерий к клеткам дрожжей наводит на мысль 
о химических связях этих микроорганизмов и об-
лигатной зависимости МКБ от дрожжей, которые 
снабжают клетки бактерий биологически актив-
ными веществами, ростовыми компонентами 
и  витаминами. Тесные симбиотические отноше-
ния молочнокислых бактерий и дрожжей, стиму-
лирующих рост МКБ, были отмечены многими 
исследователями [3–6, 21–24]. 

Клетки же дрожжей, особенно те, которые не 
способны метаболизировать лактозу молока, обли-
гатно зависят от МКБ, активно расщепляющих лак-
тозу молока на глюкозу и галактозу. Сложные взаи-
модействия между дрожжами и бактериями в КЗ до 
конца не изучены. Однако когда бактерии отделены 
от зерна, дрожжи не будут расти так эффективно [2] 

Определение родового состава бактериальных 
культур в КЗ. Исследования, начатые в 1980-х гг., 
показали, что филогенетическое сравнение видов 

Рис. 1. Микрофотографии КЗ из Тибета (Т2-3). А – внешний вид; Б – поверхность кефирного зерна в сканирующем электрон-
ном микроскопе (Hitachi SU-8010; увеличение ×5000); В – внутренняя часть кефирного зерна (увеличение ×40000); Г – внеш-
няя поверхность кефирного зерна (увеличение ×40000).
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микроорганизмов с использованием консерватив-
ной области генома является более точным и ста-
бильным для выявления их сходства или разли-
чия. Таким образом, использование сравнения 
последовательностей генов, кодирующих 16S 
рРНК, вошло в повседневную практику при уста-
новлении филогенетических отношений. Ген 16S 
рРНК состоит из множества вариабельных и кон-
сервативных областей, поэтому с целью таксоно-
мического сравнения были разработаны универ-
сальные праймеры для всего гена 16S рРНК, 
который включает и консервативные, и вариа-
бельные области, причем гипервариабельные об-
ласти с соответствующими праймерами чаще ис-
пользуют для таксономического сравнения. 
Высокопроизводительное секвенирование вариа-
бельных областей генов, кодирующих синтез  
бактериальных 16S рРНК в микробиоме зерен, 
проводили с целью выявления родового бактери-
ального разнообразия образцов из Осетии (OS), 
образца N5 из г. Москвы и Т2-3 из Тибета. 

При сравнении КЗ из разных географически 
расположенных зон установлено, что основными 
бактериальными представителями их состава яв-
ляются Lactobacillus и Lactococcus (рис. 2). По ре-
зультатам секвенирования можно видеть, что в на-
ших исследуемых КЗ лактобациллы и лактококки 
присутствуют практически в равных отношениях 
в образце из московского региона (40 и 41%), с не-

большим преобладанием лактобацилл в образцах 
из Осетии (50% к 34%), а в КЗ из Тибета больше 
выявлено лактококков (46%), чем лактобацилл 
(32%). Во всех образцах в небольших количествах 
были обнаружены гетероферментативные МКБ 
Leuconostoс spp.: 11% – в осетинском образце, 
9% – в образце из Москвы и лишь 2% – в тибет-
ском образце. Лейконостоки определяют аромат 
кефира, поскольку, являясь гетероферментатив-
ными МКБ, образуют молочную и уксусную кис-
лоту, углекислый газ, этиловый спирт, эфиры, 
ароматические вещества ацетоин и диацетил, 
а  также декстран, способствующий образованию 
матрицы КЗ [21, 22]. 

В микробиоме КЗ присутствуют и другие бак-
терии в незначительных количествах. В образце из 
Тибета нашли представителей рода Acetobacter 
(18%), что согласуется с экспериментальными 
данными китайских ученых [21]. Бактерии из се-
мейства Acetobacteriaceae класса альфа-протеобак-
терий окисляют этанол до уксусной кислоты, 
а  ацетат и лактат – до CO2 и H2O, и создают ма-
трицу бактериальной целлюлозы в КЗ.

Рибосомальный кластер эукариот имеет в сво-
ем составе два внутренних транскрибируемых 
спейсера – ITS1 и ITS2, которые разделяют в ри-
босомной ДНК гены 18S, 5.8S и 28S РНК. Данные 
последовательности представляют собой объеди-
нение ядерных генов, которые располагаются 

Рис. 2. Бактериальный состав микробиоты КЗ из разных регионов по результатам высокопроизводительного секвенирования ге-
нов 16S рРНК. Образцы: А – из Москвы (N5); Б – из Осетии (OS); В – из Тибета (T2-3)
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в виде тандемных повторов и при этом последова-
тельности ITS1 и ITS2 содержат участки рибосо-
мальных генов.

Как видно из рис. 3, в микробиоте всех образ-
цов КЗ присутствуют дрожжи Kazachstania 
turicensis, независимо от региона их выделения. 
Это – бывший вид Saccharomyces sp., часто выде-
ляемый из разных КЗ и упоминавшийся в работах 
китайских ученых [21, 22]. Но в образцах КЗ из 
Тибета и Москвы обнаружены еще и дрожжи 
Kluyveromyces marxianus, которые выявлены и в ке-
фире из Аргентины. Эти дрожжи составляют 
большинство или всю популяцию дрожжей, ис-
пользующих лактозу, и обладают пробиотически-
ми свойствами [8]. Невысокое в процентном соот-
ношении (0,12%) присутствие дрожжей класса 
Saccharomycetes, Pichia kluyveri, обнаружено в об-
разцах из Осетии. Эти дрожжи относятся к филу-
му Ascomycota, размножаются почкованием, отли-
чаются быстрым ростом (достигают зрелости 
через 72 ч) и часто встречаются в КЗ из Китая или 
Испании [21, 22, 24]. Совместное сосуществова-
ние разных видов дрожжей и бактерий свидетель-
ствует об их симбиотических, взаимовыгодных 
взаимоотношениях.

Проведенные исследования показали опреде-
ленное филогенетическое разнообразие составля-
ющих микробиом КЗ микроорганизмов, отобран-
ных для исследований из разных регионов их 
исторического происхождения. С использованием 
метода высокопроизводительного секвенирова-

ния микробиома КЗ показано, что основными 
представителями сложного сообщества КЗ явля-
ются МКБ (лактобациллы и лактококки в разных 
соотношениях, а также Leuconostoc spp.), и разные 
виды дрожжей родов Kazachstania и Klyveromyces 
в КЗ из различных регионов. Установлены и отли-
чия в составе их микробиомов, причем МКБ ро-
дов Lactobacillus и Lactococcus составляли около 
80% от всех прочтений с бактериальными прайме-
рами, а МКБ рода Leuconostoс – от 2 до 11%, что 
должно существенным образом влиять на вкус 
и  текстуру конечного напитка. Обнаруженное 
значительное количество бактерий семейства 
Acetobacteriaceae в КЗ из Тибета (18% от всех бак-
териальных прочтений) свидетельствует о неми-
нуемом появлении уксусного привкуса и запаха 
в конечном продукте, который в таком виде может 
не понравиться потребителю, особенно в детском 
возрасте.

В отношении дрожжей различия еще нагляд-
нее: так, в дрожжах из Тибета и Осетии выявлено 
почти полное доминирование представителей 
рода Kazachstania (96% и 94% от всех прочтений 
соответственно), однако видовое соотношение – 
прямо противоположное. В КЗ из Осетии преоб-
ладает вид K. turicensis (81% прочтений), тогда как 
в тибетских КЗ – K. unispora (87% прочтений), что 
явно свидетельствует о разнообразии КЗ разных 
регионов и возможном влиянии дрожжевого 
и бактериального разнообразия на качество кефи-
ров, из них вырабатываемых. Влияние установ-

Рис. 3. Разнообразие дрожжей в составе КЗ из разных регионов по результатам высокопроизводительного секвенирования.  
Образцы: А – из Москвы (N5); Б – из Осетии (OS); В – из Тибета (T2-3)
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ленного микробного разнообразия КЗ на потреби-
тельские свойства кефирных напитков предстоит 
еще изучать с привлечением специалистов – ну-
триционистов и дегустаторов. 

Пространственная локализация дрожжей 
и бактерий в КЗ подтверждает их различное отно-
шение к молекулярному кислороду. При этом 
дрожжи тяготеют к внешним слоям КЗ, тогда как 
МКБ стараются занимать внутренние их области, 
где концентрация кислорода в значительной сте-
пени снижена вследствие высокой дыхательной 
активности поверхностных дрожжей. 

Полученные экспериментальные данные по-
сле выделения чистых культур дрожжей и бакте-
рий из КЗ могут быть использованы для создания 

устойчивых пробиотических микробных сооб-
ществ и продуктов функционального питания, не-
обходимых в период пандемии коронавирусной 
инфекции.

Настоящая работа выполнена при финансо-
вой поддержке правительства провинции Шэнь-
чжэнь, Университета МГУ-ППИ в Шэньчжэне 
и в рамках научного проекта по выполнению го-
сударственного задания МГУ № 23-1-21 (реги-
страционный номер ЦИТИС  121032300094-7). 
Исследования проводили без использования жи-
вотных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.
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Analysis of kefir grains from different regions 
of the planet using high-throughput sequencing
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The taxonomic composition and spatial localization of yeast and bacteria in kefir grains (KG) 
obtained for study from different regions of the planet were investigated. The diversity of their 
microbiome has been demonstrated by high-throughput sequencing of bacterial 16S rRNA genes 
and the ITS1 region of the 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S complex of yeast rRNA. It has been 
established that the main representatives of the complex community of KG from different 
regions are lactic acid bacteria (LAB; lactobacilli, lactococci and Leuconostoc spp. in different 
ratios), and different types of yeast of the genus Kazachstania (family Saccharomycetaceae). 
Acetic acid bacteria and a small percentage of yeast Kluyveromyces marxianus were detected in 
the KG from Tibet, and yeast Pichia kluyveri was detected in the KG from Ossetia.
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