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Обзор 

Цель Не так давно возникло опасение насчёт «гипотезы 

А1/А2», которая предполагает взаимосвязь между 

употреблением коровьего бета-казеина типа А1 и 

различными физиологическими расстройствами. 

Доступная по этому вопросу информация основывается 

либо на эпидемиологических данных об употреблении 

молока людьми, либо на лабораторных исследованиях 

клеточных линий с БКМ-пептидами. Прямые научные 

доказательства существования связи между 

употреблением молока А1/А2 и здоровьем довольно 

скудны. Поэтому, в рамках настоящего исследования, 

были проведены физиологические опыты над мышами с 

целью изучить воздействие трёх генетических 

вариантов (A1A1, A1A2 и A2A2) коровьего бета-

казеина на иммунную систему ЖКТ, поскольку это 

первая и самая главная область иммунологических 

взаимодействий. 

Методы Мыши были разделены на 4 группы в 

соответствии с диетами: базовая диета (контрольная) и 

диета с бета-казеином, полученным от генотипирован- 

ных (A1A1, A1A2 и A2A2) молочных животных. 

Иммунный ответ кишечника анализировался с 

помощью спектрометрической оценки активности MPO, 

количественного ИФА воспалительных цитокинов 

(MCP-1 и IL-4) по методу «сэндвич», антител (общее 

количество IgE, IgG, sIgA, IgG1 и IgG2a) и 

количественной ПЦР в реальном времени с обратной 

транскрипцией для Toll-подобных рецепторов (TLR-2 и  
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TLR-4). Гистологический подсчёт бокаловидных клеток, 
общего числа лейкоцитов и клеток IgA+ также был 
проведён. 

Результаты Было установлено, что диета с А1-
подобными типами (A1A1 и A1A2) ведёт к увеличению 
(p < 0,01) в кишечнике MPO, MCP-1, IL-4, общего 
количества IgE, IgG, IgG1, IgG2a, а также лейкоцитной 
инфильтрации. Кроме того, А1-подобные типы 
повышают (p < 0,01) экспрессию мРНК рецепторов TLR-
2 и TLR-4. Однако, ни один из всех типов бета-казеина не 
вызывает изменений в sIgA, IgA+ и бокаловидных 
клетках. 

Заключение Следует констатировать, что А1-подобные 
типы бета-казеина вызвали воспалительную реакцию в 
кишечнике через активацию пути Th2, чего нельзя сказать 
о типах А2А2. Таким образом, данное исследование 
подкрепляет предположения о вредном воздействии А1-
подобных типов бета-казеина и представляет возможную 
причину усиления воспалительной реакции для 
этиологии различных расстройств. 

Ключевые слова Типы бета-казеина • β-казоморфины • 
Воспаление • Гуморальный ответ • Цитокины 

Введение 

Казеин является основным компонентом молочных 

белков и представлен в трёх формах: альфа, бета и 

каппа. Согласно многим источникам, биоактивные 

пептиды казеина обладают антиоксидантными, 

антимикробными, иммуномодулирующими, минерал- 

связующими, антитромботическими и гипотензивными 

свойствами [1]. Бета-казеин имеет в составе 209 

аминокислот как минимум в 12 вариантах, 

отличающихся разными позициями этих аминокислот 

[2]. В результате точковой мутации на экзоне VII гена 

коровьего бета-казеина в хромосоме 6 конверсия 

цитозина в аденин привела к замене пролина (аллель  
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A2, кодон; CCT) на гистидин (аллель A1, кодон; CAT) в 
позиции 67 [3]. На основании этой изменчивости молоко 
делится на две группы — А1-подобный тип и А2-
подобный тип — в зависимости от наличия пролина или 
гистидина в 67-й позиции белка бета-казеина. А1-
подобный тип включает бета-казеин с аллелями А1, B, C, 
F или G, имеющими одинаковую аминокислоту в His67 (-
Tyr60-Pro61-Phe62-Pro63-Gly64- Pro65-Ile66- His67-), но 
разные вариации в других позициях аминокислот. А1-
подобный тип (-Tyr60-Pro61-Phe62-Pro63-Gly64-Pro65- 
Ile66-Pro67) включает бета-казеин с аллелями A2, A3, D, 
H1, H2 и I, имеющими одинаковый остаток аминокислоты 
в Pro67, но разные вариации в других позициях [4]. В 
последнее десятилетие стали появляться 
эпидемиологические данные, в которых употребление 
бета-казеина А1 связывают с различными 
нежелательными биологическими реакциями организма, 
такими как сахарный диабет 1 типа, сердечные 
заболевания и неврологические расстройства, в числе 
которых аутизм и шизофрения, а также синдром 
внезапной детской смерти [5]. Считается, что опиоидный 
пептид β-казоморфин-7 (БКМ-7), образующийся в А1-
подобных типах бета-казеина, может играть роль в 
развитии этих заболеваний и, следовательно, является 
гипотетическим фактором риска. Но с другой стороны, 
существуют противоречивые данные, связывающие БКМ-
7 с физиологическими аспектами, которые положительно 
влияют на животных, например: защитное воздействие 
против диабета и оксидантного стресса, модуляция 
выделения слизи в кишечнике, защита от токсических 
факторов [6]. Доступная по этому вопросу информация 
основывается либо на эпидемиологических данных об 
употреблении молока людьми, либо на лабораторных 
исследованиях клеточных линий с БКМ-пептидами. Есть 
несколько исследований, которые доказывают, что из 
гомозиготных типов бета-казеина А1А1 высвобождается 
больше БКМ-7, чем из гетерозиготных типов А1А2 и 
гомозиготных типов А2А2 [7]. В 2000 г. в Новой Зеландии 
была основана корпорация «A2 Corporation Ltd», которая 
начала выпускать на рынок Новой Зеландии, Австралии, 
Азии и США молоко А2 в качестве премиум-бренда. Тем 
не менее, есть большие сомнения насчёт пользы данного 
подхода в связи с недостатком подтверждённых 
доказательств и соответствующего механизма. Учитывая 
вышеизложенное, были проведены опыты на мышах с 
целью оценить воздействие различных типов бета-казеина 
на кишечник, который является самой первой областью 
иммунных взаимодействий после его попадания в 
организм. 

Материалы и методы 

Генотипирование коров и сбор образцов молока 

Ранее в нашей лаборатории мы обследовали 

кроссбредных коров (порода каран фри) с генотипами 

A1A1, A1A2 и A2A2. Животные были выведены в 

скотном дворе Национального института исследования 

молочных продуктов в Индии. ДНК была изолирована из  

крови животных методом фенольно-хлороформной 
экстракции, а генотипирование было проведено с помощью 
ПЦР путём амплификации сайта рестрикции (ПЦР-АСР) [8]. 
Соответственно, цельное молоко, необходимое для данного 
исследования, получено от этих генотипированных коров. 

Фракционирование бета-казеина 

Сепарирование всего казеина выполнили методом 
изоэлектрического осаждения. Полученный осадок 
сепарировали путём фильтрации через четыре слоя ситовой 
ткани и промыли 3-4 раза дистиллированной водой, пока pH 
не достиг 7,0. Изоэлектрический казеин фракционировали на 
альфа-, бета- и каппа-казеин методом дифференциальной 
растворимости в мочевине [9]. Сахара и соли удалили 
посредством диализа с использованием целлюлозной 
мембраны с размером пор 8 кДа при температуре 4 °C в 
течение 24 ч. Бета-казеин отфильтровали из данного 
экстракта, высушили при комнатной температуре и до 
момента кормления мышей хранили при -20 °C. 

ДСН-ПААГ-электрофорез фракционированного бета-казеина 
для анализа чистоты 

Чистота бета-казеина, фрационированного из всего коровьего 
казеина, проверялась, как показано на Рис. 1, электрофорезом 
в 15% полиакриламидном геле в присутствии ДСН по 
Лэммли [10] после помещения равных доз (20 пг на лунку) 
фрационированного бета-казеина в каждую лунку. 
Концентрацию белков оценивали по методу Лоури и его 
коллег [11]. 

Мыши 

Швейцарские мыши-альбиносы (20-25 гр) держались в 

небольшом помещении для животных Национального 

института исследования молочных продуктов в Индии. 

Мышей держали в пластиковых пропиленовых клетках при 

комнатной температуре в стерильных условиях. Все 

процедуры были одобрены Институционным комитетом 

этики в отношении животных. 

кДа 

альфа-казеин 

бета-казеин 

каппа-казеин 

Рис. 1. ДСН-ПААГ фракционированного бета-казеина. Ряд 1 
— весь коровий казеин, ряды 2 и 3 — тип А1А1, ряды 4 и 5 
— тип А1А2, ряд 6 — тип А2А2, М — маркёр молекулярной 
массы 
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Экспериментальный план и сбор образцов 

Мыши были разделены на 4 группы, по 6 мышей в 
каждой. Группа отрицательного контроля была на 
базовой диете (18,4% крахмала, 65% нута, 2,55% масла, 
2,05% минеральной смеси, 1% витаминной смеси и 11% 
клетчатки). Экспериментальные группы получали 
базовую диету плюс бета-казеин разного типа (A1A1, 
A2A2 и A1A2) в количестве 85 мг на животное в день, 
суспендированный в 200 мкл натрий-фосфатного буфера 
(НФБ). Это количество было подсчитано по формуле 
пересчёта доз (человек/мышь) с соотношением веса (кг) к 
площади поверхности тела (м2) [12]. Мышам в группе 
отрицательного контроля вливали буфер орально через 
трубку, чтобы избежать отклонений в показателях 
вследствие стресса. Во время такого кормления анестезия 
не применялась. Все типы бета-казеина были получены из 
молока коров породы каран фри и скармливались мышам 
орально через трубку в течение 30 дней. Затем мышей не 
кормили одну ночь и на утро взяли пробы с их 
кишечников, после чего мыши были умерщвлены. 

Сбор кишечной жидкости 

Ткани (подвздошная кишка, 2 см) промыли в 2 мл НФБ, 
затем препарировали стерильными иглами в той же среде, 
чтобы отделить клетки, и центрифугировали при 
ускорении в 2000 g в течение 20 минут при температуре       
4 °C. Полученную надосадочную жидкость, т.е. 
кишечную жидкость, хранили при температуре -80 °C до 
начала измерения биохимических параметров. 

Молекулы воспаления 

Миелопероксидаза (MPO) 

Активность MPO была измерена согласно Брэдли и его 

коллегам [13] с некоторыми модификациями. Если 

коротко: ткани кишечника гомогенизировали в 9 объёмах 

ледяного калий-фосфатного буфера (50 мМ, pH 6,0), 

содержащего 0,5% цетилтриметиламмония бромида 

(ЦТАБ), затем разрушили ультразвуком (10 сек) и 

подвергли 3 циклам замерзания-оттаивания. Суспензию 

центрифугировали при ускорении в 35 000 g в течение 15 

минут, и в полученной надосадочной жидкости была 

проанализирована активность MPO после смешивания 

аналитического буфера (50 мМ калий-фосфатного буфера, 

pH 6,0), содержащего 0,5 мМ дигидрохлорида о-

дианизидина, и 0,0005 % H2O2 в качестве субстратов. 

Расщепление H2O2 прямо пропорционально окислению 

дигидрохлорида о-дианизидина, которое было измерено 

при 460 нм (двухлучевой спектрофотометр УФ- и 

видимой области, UVD-3500, фирма «Labomed Inc», 

США). Концентрацию окисленного дигидрохлорида о-

дианизидина подсчитали исходя из его молярного 

коэффициента экстинкции (1,13 x 104/см-моль). Одна 

единица активности MPO определяется как количество  

фермента, продуцирующего 1 миллимоль/мин 
окисленного дигидрохлорида о-дианизидина, при 
наличии H2O2 и температуре 25°C, и выражается в ед/мг 
белка. 

Моноцитарный хемотактический белок (MCP-1) и 
интерлейкин-4 (IL-4) 

Количество MCP-1 и IL-4 в кишечной жидкости мышей 
определялось с использованием наборов для ИФА по 
методу «сэндвич» (фирма «eBioscience», г. Сан-Диего, 
Калифорния, США). Процедуры проводились строго в 
соответствии с инструкцией производителя. Пластины 
покрыли 100 мкл 1x иммобилизованного антитела (козий 
антимышиный MCP-1 / козий антимышиный IL-4). 
Некоторые образцы разбавили 16 раз для определения 
MCP-1, остальные неразбавленные образцы добавили в 
экспериментальные лунки для определения IL-4 
соответственно, затем добавили идентифицирующее 
антитело и 100 мкл авидин-пероксидазы хрена (HRP). 
Пластины с внесённым ТМБ-субстратом (3,3,5,5-
тетраметилбензидин с содержанием 0,03 % H2O2) 
инкубировали, а затем остановили реакцию с помощью 
50 мкл 2 M H2SO4. Пластины анализировали при 450 нм. 

Гуморальный ответ  

Общее количество IgE, IgG и IgA 

Общее количество IgE, IgG и IgA в кишечной жидкости 
определялось с помощью наборов для ИФА по методу 
«сэндвич» (фирма «Koma Biotech», г. Сеул, Корея). 
Чтобы определить эти антитела, пластины покрыли 1 
пг/мл козьих антимышиных IgE, IgG и IgA. Перед тем 
как поместить образцы в экспериментальные лунки, их 
разбавили 8 (IgE), 300 (IgG) и 1000 (IgA) раз и добавили 
к ним 100 мкл козьих антимышиных IgE, IgG и IgA 
соответственно, конъюгированных с пероксидазой хрена. 
Пластины с внесённым ТМБ-субстратом инкубировали, 
а затем остановили реакцию с помощью 100 мкл 2 M 
H2SO4. Пластины анализировали при 450 нм. 

Подклассы IgG (IgG1 и IgG2a) 

Количество IgG1 и IgG2a в кишечной жидкости мышей 

определялось с использованием наборов для ИФА по 

методу «сэндвич» (фирма «eBioscience», г. Сан-Диего, 

Калифорния, США). Пластины покрыли 100 мкл 1x 

иммобилизованных антител (козьи антимышиные gG1 и 

IgG2a). Перед тем как поместить образцы в 

экспериментальные лунки, их разбавили 40 (IgG1) и 16 

(IgG2a) раз соответственно и добавили к ним 50 мкл 

антител, конъюгированных с пероксидазой хрена 

(идентифицирующих антител). Пластины с внесённым 

ТМБ-субстратом инкубировали в течение 3 часов при 

комнатной температуре, а затем остановили реакцию с 

помощью 50 мкл 2 M H2SO4. Пластины анализировали 

при 450 нм. 



 

Гистологические параметры  

Бокаловидные клетки и общее количество лейкоцитов 

Два сантиметра ткани из тонкой кишки мышей 
(подвздошная кишка) использовались для 
гистопрепаратов, чтобы выявить бокаловидные клетки и 
определить общее количество лейкоцитов по методу 
Кирнана [14].  Участки тканей в 3 мкм отрезали с 
помощью ротационного микротома (фирма «Radical», 
RMT-30, г. Амбала, Индия). Срезы окрасили 
гематоксилином и эозином. Количество бокаловидных 
клеток и общее количество лейкоцитов посчитали в 7 
полях зрения (200x) и 10 полях зрения (400x) 
соответственно инвертированного светового микроскопа 
(фирма «Olympus», CKX41, Япония). Результаты 
выражены количеством бокаловидных клеток на 5 
кишечных ворсинках и общим количеством лейкоцитов 
на 5 полей зрения. 

Клетки IgA+ 

Неокрашенные гистопрепараты подготовили для прямого 
ИФА клеток IgA+, как описывалось выше. После 
депарафинирования ксилолом и регидратации этанолом 
нисходящей крепости срезы поместили в 2% бычий 
сывороточный альбумин (БСА) на 1 час.  Срезы промыли 
2-3 раза в НФБ, инкубировали в растворе 1:100 
моноспецифического антитела А-цепи, конъюгированного 
с флуоресцеинизотиоцианатом (ФИТЦ) («Cayman 
Chemical», Мичиган, США), в течение 1 часа и 
исследовали флуоресцентным световым микроскопом 
(фирма «Olympus», CKX41, Япония). Количество 
флуоресцентных клеток подсчитали в 30 полях зрения при 
200-кратном увеличении. Результаты выражены 
количеством положительных флуоресцентных клеток на 5 
полей зрения. 

Экспрессия Toll-подобных рецепторов (TLRs) методом 
ПЦР в реальном времени 

Изоляция РНК и подготовка кДНК 

Ткань из кишечника мышей препарировали иглой в НФБ 
и центрифугировали при ускорении 2000 g в течение 20 
минут при температуре 4 °C. Перед тем как проводить 
выделение РНК, осадок (клетки) промыли 3 раза в НФБ. 

Общее количество РНК выделили с помощью Tri-

реагента («Sigma», г. Сент-Луис, Миссури, США) 

согласно инструкции производителя. Концентрацию РНК 

подсчитали с помощью планшета NanoQuant (фирма 

«Tecan», Германия), а целостность РНК проверили 

агарозой 1,4%. Концентрации РНК были доведены до 500 

нг/мкл для синтеза кДНК. Два микрограмма РНК 

подвергли обратной транскрипции при 65 °C в течение 5 

минут, после чего инкубировали при 42 °C в течение 1 

часа в 25 мкл смеси, состоящей из 200 единиц обратной 

транскриптазы RevertAid M-MuLV, 20 единиц 

ингибитора  

RiboLock RNase, 0,5 пг олиго (dT)18, 4 мкл 5x рабочего 
буферного раствора и 0,8 мМ смеси дНТФ. Реакцию 
останавливали при 70 °C в течение 5 минут. 

Амплификация фрагментов TLR-2 и TLR-4 

Чтобы амплифицировать фрагменты длиной 199, 201 и 
200 п.о. целевых генов TLR-2 и TLR-4 и референсного 
гена GAPDH соответственно, проведена ПЦР на 
термоциклере в реальном времени (Biorad CFX96™, 
C1000TM) с использованием смеси Maxima SYBR 
Green/Fluorescein Master Mix («Thermo Scientific», Литва), 
а также прямых и обратных праймеров для: GAPDH, 5' 
TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG3' и 
5'AAAGATGGAAGCTAAGACCC3'; TLR-2, 5' AAGAG 
GAAGCCCAAGAAAGC3' и 5'CGATGGAATCGAT 
GATGTTG3'; TLR-4, 5'ACCTGGCTGGTTTACAC GTC3' и 
5'CTGCCAGAGACATTGCAGAA3'. Один микролитр 
кДНК использовался для ПЦР в конечном объёме 20 мкл, 
где содержалось: 10 мкл 2x смеси SYBER Green master 
mix; 0,2 мкМ прямого и обратного праймеров; и 8 мкл 
свободной от нуклеаз воды. Амплификацию ПЦР 
проводили с одним циклом начальной денатурации при    
94 °C в течение 5 минут, 35 циклами денатурации (94 °C, 
30 сек), отжигом (53 °C, 30 сек), достраиванием (72 °C,     
45 сек) и финальным достраиванием при 72 °C в течение 4 
минут. После амплификации пороговые (Ct) значения 
обеих групп, контрольной и экспериментальной, с 
референсными генами были взяты для подсчёта кратности 
изменения в экспрессии целевых генов. 

Статистический анализ 

Данные проанализировали с помощью программы 
GraphPad Prism (версия 5.01). Экспериментальные 
результаты представлены в виде: средние значения ± с.с.о. 
(средняя стандартная ошибка). Данные были подвергнуты 
дисперсионному анализу ANOVA, а тест Тьюки был 
использован для отбора тех значений (p < 0,05), которые 
являются статистически значимыми. 

Результаты 

Молекулы воспаления 

Миелопероксидаза высвобождается из стимулированных 

полиморфоядерных нейтрофилов (ПМН), которые 

вырабатывают оксидантную гипохлористую кислоту c 

мощной бактерицидной активностью и склонностью к 

повреждению тканей, выраженному, например, в острых 

или хронических воспалениях. Следовательно, она 

служит маркёром воспаления. Данное исследование 

показало, что в сравнении с контрольной группой, при 

употреблении бета-казеинов A1A1 и A1A2 в кишечнике 

мышей (p < 0,01) миелопероксидаза повышается на 

204,20 и 43,54 % соответственно. Это повышение также  

Европейский журнал диетологии (2014) 53:1039-1049 



 

Eur J Nutr (2014) 53:1039-1049 

Рис. 2. Воздействие 
различных типов бета-
казеина на маркёры 
воспаления в кишечнике 
мышей. А — кишечная 
миелопероксидаза; В — 
моноцитарный 
хемотактический белок-1; и 
С — нтерлейкин-4. 
Результаты представлены в 
виде: среднее значение ± 
с.с.о. (6 мышей). Буквами 
выражается разница 
значимости (p < 0,05). 
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значимо (p < 0,01) при сравнении с A2A2 (179,06 и 31,68 
%). Кроме того, вышеуказанные результаты чётко 
показывают, что рост активности MPO гораздо выше 
при употреблении А1А1, чем при употреблении А1А2. 
Однако, в группе А2А2 никаких изменений в 
активности MPO не наблюдается, если сравнивать с 
контрольной группой мышей (Рис. 2А). 

MCP-1 — это сильный хемоаттрактант, который 
высвобождается из моноцитов. Он регулирует 
миграцию и инфильтрацию базофилами, моноцитами и 
макрофагами в ответ на воспаление. Данное 
исследование показало увеличение (p < 0,01) уровня 
MCP-1 в кишечнике мышей после употребления всех 
трёх типов бета-казеина независимо от их генетических 
вариантов. Больше всего это увеличение наблюдается 
после употребления А1А1 (95,83 %), на втором месте 
А1А2 (79,16 %) и на третьем — А2А2 (43,05 %), если 
сравнивать с контрольной группой мышей. Если 
сравнивать А1А1 с А2А2, увеличение уровня MCP-1 
выше (p < 0,01) на 36,89 % (Рис. 2B). 

Клетки CD4 T выделяют IL-4, который 

дифференцирует клетки Th0-Th2 и индуцирует 

рекомбинацию переключения классов на изотопы IgG и 

IgE. Данное исследование показало увеличение (p < 

0,01) IL-4 в кишечной жидкости мышей при 

употреблении бета-казеина типов A1A1 и A1A2 на 

266,12 и 277,41 %, если сравнивать с контрольной 

группой мышей. Также результаты указывают на 

увеличение (p < 0,01) IL-4 при употреблении A1A1 и 

A1A2 на 272,13 и 282,29 % соответственно, если 

сравнивать с употреблением A2A2. Однако, при 

употреблении A2A2 никаких изменений не 

наблюдается, если сравнивать с контрольной группой 

мышей (Рис. 2С). 

Гуморальный ответ 

Выработка IgE происходит при гиперчувствительности I 
типа и вызывает различные аллергические заболевания, 
включая аллергию на продукты питания, и, следовательно, 
играет важную роль в аллергических реакциях. Данное 
исследование показало значительное увеличение (p < 0,001) 
IgE в кишечной жидкости мышей при употреблении бета-
казеина типов A1A1 и A1A2 на 50,67 и 46,75 % 
соответственно, если сравнивать с контрольной группой 
мышей. Также было установлено, что при употреблении 
бета-казеина A1A1 и A1A2 значительно увеличивается (p < 
0,001) общий уровень IgE на 50,38 и 46,46% соответственно, 
если сравнивать с употреблением  A2A2. Однако, у мышей, 
которых кормили бета-казеином A2A2, наблюдаются 
незначительные изменения уровня IgE в сравнении с 
контрольной группой (Рис. 3А).  

Антитела IgG имеются во всех жидкостях организма и 

относятся к самым важным антителам в борьбе с 

различными инфекциями. Предположительно, этот класс 

антител, борющийся с пищевыми антигенами, вызывает 

неспецифичное воспаление слизистой оболочки кишечника. 

Данное исследование показало значительное увеличение (p 

< 0,05) общего количества IgG в кишечной жидкости мышей 

при употреблении бета-казеина типов A1A1 и A1A2 на 77,56 

и 24,09 % соответственно, если сравнивать с контрольной 

группой мышей. Также было установлено, что уровень IgG в 

кишечной жидкости вырос при употреблении бета-казеина 

типов A1A1 и A1A2 на 91,08% (p < 0,001) и 33,54 % (p < 

0,01) соответственно, если сравнивать с употреблением 

А2А2. Кроме того, употребление А1А1 вызывает 

увеличение (p < 0.01) общего количества IgG на 43,08 % по 

сравнению с А1А2. Однако, у мышей, которых кормили 

бета-казеином A2A2, наблюдаются незначительные 

изменения в сравнении с контрольной группой (Рис. 3В). 
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Рис. 3. Влияние различных 

типов коровьего бета-казеина 

на гуморальный ответ в 

кишечнике мышей. A — общий 

уровень IgE, B — общий 

уровень IgG, C — IgG1, 

D — IgG2a, E — соотношение 

IgG1/IgG2a и F — общий 

уровень IgA в кишечной 

жидкости мышей. Результаты 

представлены в виде: среднее 

значение ± с.с.о. (6 мышей). 

Буквами выражается разница 

значимости (p < 0,05). 
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Последующий анализ подклассов IgG (IgG1 и IgG2a) 
показал результаты, схожие с результатами по общему 
IgG. В сравнении с контрольной группой, употребление 
бета-казеина типов A1A1 и A1A2 ведёт к увеличению (p < 
0,01) уровня IgG1 (145,65 и 82,60 %) и уровня IgG2a (81,07 
и 66,23 %) соответственно. Это увеличение в двух 
подклассах IgG является статистически значимым (p < 
0,01) (IgG1 98,24 и 47,36 %) и (IgG2a 68,96 и 55,11 %) в 
группах А1А1 и А1А2 соответственно, если сравнивать с 
группой А2А2 (Рис. 3С, D). Так, соотношение IgG1/IgG2a 
значительно выросло (p < 0,05) в группе A1A1 по 
сравнению с контрольной группой. Тем не менее, 
подобные изменения не наблюдаются в группах А1А2 и 
А2А2, если сравнивать с контрольной группой (Рис. 3Е). 

С другой стороны, IgA является самым распространённым 

антителом, которое продуцируется в слизистой 

кишечника. Он играет важную роль в борьбе с 

патогенами, попавшими в организм через ЖКТ, и 

оказывает тормозящий эффект на воспалительные реакции 

благодаря другим иммуноглобулинам. Результаты данного 

исследования не показали изменений (p > 0,05) уровня IgA 

в кишечной жидкости мышей, которых кормили бета-

казеином типов A1A1, A1A2 и A2A2 (Рис. 3F). 

Гистологические параметры 

Желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) защищён слизью, 
которая состоит преимущественно из муцинов, 
секретируемых бокаловидными клетками. Изменения в 
работе бокаловидных клеток и выработке муцина 
свидетельствует о наличии дисфункций ЖКТ, 
сопровождающихся изменениями здоровой микрофлоры, а 
также о наличии пищевой аллергии. В рамках данного 
исследования было определено, что употребление всех 
трёх типов бета-казеина (A1A1, A2A2 и A1A2) не изменяет 
(p > 0,05) количество бокаловидных клеток в кишечнике 
мышей (Рис. 4А, В). С другой стороны, употребление бета-
казеина типов A1A1 и A1A2 значительно увеличивает (p < 
0,001) общее количество лейкоцитов на 178,51 и 159,50 % 
соответственно, если сравнивать с контрольной группой. 
Также значительное увеличение (p < 0,001) замечено при 
употреблении A1A1 и A1A2 на 153 и 135,73 % 
соответственно, если сравнивать с употреблением A2A2. 
Но в группе А2А2 не наблюдается изменений, если 
сравнивать с контрольной группой (Рис. 4С, D). 

В кишечнике мышей плазматические клетки IgA+ 

выполняют целый ряд защитных функций, в основном 

они являются результатом секреции антител IgA и 

синтеза антимикробных медиаторов. 
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Рис. 4. Гистология 
кишечника мышей после 
кормления различными 
типами бета-казеина. А — 
оптическая микроскопия 
(200x) кишечных ворсинок из 
групп: а контрольной, b 
А2А2, c A1A2 и d A1A1; B — 
количество бокаловидных 
клеток в кишечных 
ворсинках; С — оптическая 
микроскопия (400x) 
кишечных ворсинок с 
изображением общего 
количества лейкоцитов; D — 
общее количество 
лейкоцитов в кишечнике; Е 
— флуоресцентная 
микроскопия (200x) 
кишечных ворсинок с ФИТЦ-
меченным кроличьим 
антимышиным IgA для 
клеток IgA+; F — количество 
клеток IgA+ в кишечнике. 
Результаты представлены в 
виде: среднее значение ± 
с.с.о. (6 мышей). Буквами 
выражается разница 
значимости (p < 0,05). 
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Локализацию IgA+ в кишечной ткани мышей провели с 
помощью прямого ИФА, как показано на Рис. 4Е. После 
скармливания всех трёх типов бета-казеина (A1A1, 
A2A2 и A1A2) мы не увидели никаких изменений (p > 
0,05) количества клеток IgA+ в кишечнике мышей, Рис. 
4F. 

Экспрессия мРНК Toll-подобных рецепторов (TLR) 

Функциональная реакция мышиных рецепторов TLR-4 

и TLR-2 на разные типы бета-казеина показана на Рис. 

5А и В соответственно. Результаты демонстрируют то, 

что употребление бета-казеина типов A1A1 и A1A2  

повысило (p < 0,001) экспрессию TLR-4 аж на 414 и 

408% соответственно, если сравнивать с контрольной 

группой. Также значительное увеличение (p < 0,001) 

TLR-4 наблюдается при употреблении A1A1 и A1A2 — 

на 176,34 и 173,11 % соответственно, если сравнивать с 

употреблением A2A2. Подобным образом бета-казеин 

А1А1 увеличивает (p < 0.001) экспрессию TLR-2 — на 

141,39, на 220,71 и на 349 %, если сравнивать с А1А2, 

А2А2 и контрольной группой соответственно. Однако, 

при употреблении бета-казеина А2А2 и А1А2 

изменений не было по сравнению с контрольной 

группой. 
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Рис. 5. Влияние разных 
типов бета-казеина на 
экспрессию Toll-подобных 
рецепторов, А — TLR-4 и B 
— TLR-2. Результаты 
представлены в виде: 
среднее значение ± с.с.о. (6 
мышей). Буквами 
выражается разница 
значимости (p < 0,05). К
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Обсуждение 
Коровье молоко и другие молочные продукты уже долгое 
время являются важными составляющими нашего рациона, 
выполняя как питательную, так и физиологическую роль. 
Это самая первая еда, которую получают новорождённые 
млекопитающие. Казеины, основные молочные белки, 
считаются важными компонентами, регулирующими 
состояние здоровья человека. Несмотря на пользу, 
употребление коровьего молока внимательно изучается, 
поскольку есть подозрение на его связь с рисками 
хронических заболеваний. Негативные взаимосвязи не 
всегда доказывают причинность и требуют тщательных 
исследований. Изначально эти риски связали с 
пастеризацией и гомогенизацией, которые впоследствии, 
как считалось, стали причиной наличия гормона роста и 
антибиотиков в магазинных молочных продуктах. Однако 
позднее установили потенциальную взаимосвязь между 
основными молочными белками, т.е. казеинами, и 
хроническими заболеваниями [15]. Сначала белки 
коровьего молока считались диабетогенными [16], но 
потом возникло предположение о возможной связи между 
диабетом 1-го типа и высвобождением гексапептида из 
бета-казеина, а не белком в целом [17]. С одной стороны, 
Вонг и коллеги [18] выявили ингибирующее действие 
коровьего бета-казеина на хемотаксическую активность 
нейтрофилов у овец, которое объяснили увеличением 
выработки супероксида в культуре клеток, но никаких 
предположений насчёт аллелей, ответственных за 
выработку опиоидов, не было.  А с другой стороны, весь 
казеин считается хемоаттрактантом для нейтрофилов и 
моноцитов у человека [19]. В данном исследовании мы 
видим увеличение (p < 0,01) активности MPO и уровня 
MCP-1 в кишечных клетках / жидкости параллельно с 
инфильтрацией лейкоцитов в ворсинках при употреблении 
А-подобных типов бета-казеина. Увеличение количества 
воспалительных молекул может быть связано с 
высвобождением БКМ из бета-казеинов А1-подобного 
типа, поскольку и тип А1А1, и тип А1А2 являются 
источниками БКМ [20]. Установлено, что инкубация 
мононуклеарных клеток периферической крови (МКПК) с 
коровьим БКМ-7 в нано- и пикомолярных концентрациях 
приводит к выделению IL-8 [21]. Интерлейкин-8 это 
сильный хемоаттрактант для нейтрофилов, который 
стимулирует активацию G-белков, серинкиназ или 
треонинкиназ и отвечает за хемотаксис, дегрануляцию и 
выработку супероксидного аниона во время фагоцитоза 
[22]. Предшествующие наблюдения отчётливо 
подтверждают результаты нашего исследования. Насколько 
нам известно, проводилось только два исследования на 
живых организмах для выявления связи  

между употреблением бета-казеина A1/A2 и 

физиологическими симптомами. Все остальные результаты 

были получены либо с использованием порошкообразных 

кислотных казеинов (независимо от их генетических 

вариантов), либо в лабораторных условиях с использованием 

химически синтезированных БКМ. Первое исследование на 

животных (кроликах) с применением генетических вариантов 

бета-казеина послужили ярким свидетельством того, что, при 

отсутствии пищевого холестерина, употребление бета-казеина 

А1, по сравнению с бета-казеином А2, ведёт к сильному 

повышению холестерина в сыворотке, ЛПНП, ЛПВП, 

триглицерида, процента липидных полосок на поверхности 

аорты и увеличению толщины участков аортальной дуги, 

поражённых липидными полосками [23]. В связи с этим была 

установлена прямая корреляция между употреблением бета-

казеина типов A1/A2 и прогрессированием очагов 

артериальных поражений, которая позволяет сделать 

клинически важные выводы насчёт влияния бета-казеина А1 

на сердечно-сосудистые заболевания. Однако, Каминский и 

коллеги [24] установили, что добавление молока А1 и А2 в 

корм единокровных свиней приводит к незначительным 

изменениям морфологии кровяных клеток, липидограммы 

(триглицерид, ЛПНП, ЛПВП), ферментов печени (аланин-

трансаминаза и аспартатаминотрансфераза), креатинина и 

мочи в связи с повышением активности 

дипептидилпептидазы-4. Так что исследования на живых 

организмах пока остаются противоречивыми и служат 

основанием для дальнейших исследований. Ранее было 

установлено, что коровий БКМ-7 при высоких концентрациях 

(выше фемтомолярных) снижает выработку интерферона-y 

(IFN-y), но индуцирует высвобождение IL-4 из МКПК [21]. 

Наблюдаемое нами увеличение (p < 0,01) уровня IL-4 при 

употреблении А1-подобных типов бета-казеина также 

подтверждает предшествующие результаты и допускает 

существование механизма, по которому может происходить 

дифференциация наивных Т-хелперов в клетки Th2 для 

возбуждения гуморального иммунного ответа на усиленную 

выработку иммуноглобулинов с переключением классов [25]. 

Действительно, по сравнению с А2-подобными типами бета-

казеина, значительное увеличение (p < 0,01) IgE, IgG, IgG1 и 

IgG2a в кишечной жидкости наблюдается при употреблении 

А1-подобных бета-казеинов, что связано с высвобождением 

БКМ. Увеличение соотношения 
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IgG1/IgG2a ведёт к последующему усилению иммунной 

Th2-реакции на употребление бета-казеина А1А1, что 

способствует увеличению уровня IgE, поскольку 

последний также участвует в возбуждении пищевых 

аллергических иммунных ответных реакций Th2 [26]. 

Однако, мы не выявили каких-либо значительных 

колебаний уровня sIgA, что было подкреплено 

недостаточной изменчивостью в клетках IgA+ в 

кишечнике. Это можно объяснить тем, что в основном 

переключение классов происходит в отношении IgG, 

IgG1, IgG2a и IgE, а они напрямую связаны с 

нежелательными воспалительными реакциями. В 

совокупности эти данные демонстрируют усиленную Th2-

реакцию, опосредованную увеличением IL-4 и выработкой 

иммуноглобулина. Активация пути Th2 при употреблении 

бета-казеинов также описывается в наблюдениях Рунгкат-

Закарии и коллег [27], они установили, что кормление 

мышей казеином (100 мг в день) приводит к усиленной 

выработке гистамина из брюшинных мастоцитов как 

следствию формирования казеин-производных пептидов. 

Гистамин это фармакологически активная воспалительная 

молекула, которая побуждает цитокины Th2 к выработке 

антител [28]. Курек и коллеги [29] также наблюдали 

зависимую от концентрации выработку гистамина из 

лейкоцитов периферической крови с БКМ-7, которая 

позже была подтверждена сыпью и покраснениями на 

коже здоровых детей [30]. Также в нашей лаборатории 

было установлено, что инкубация БКМ-5 с тучными 

клетками костномозгового происхождения приводит к 

увеличению гистамина [31]. Все эти исследования 

указывают на гистамин-опосредованное отклонение Th2 в 

результате высвобождения БКМ-7 из бета-казеина А1-

подобных типов. При различных воспалительных 

заболеваниях, таких как атеросклероз, диабет и рак, MCP-

1 играет жизненно важную роль в качестве хемокина, 

секретируемого из моноцитов, T-клеток и эндотелиальных 

клеток, который инициирует воспаление путём рекрутинга 

моноцитов [32-34]. Эпидемиологически эти заболевания 

коррелировали с употреблением А1-подобных типов бета-

казеина, что подтверждает наши данные. Как уже было 

сказано выше, в лабораторных условиях MCP-1 

вырабатывается в различных типах клеток цитокинами, 

TNF-a, IL-1 и IL-4 [35-38]. Выявленное нами увеличение 

IL-4 и MCP-1 указывает на возникновение Th2-

опосредованного воспаления кишечника при 

употреблении скорее А1-подобных типов бета-казеина, 

нежели А2А2. В ЖКТ находятся бокаловидные клетки, 

которые вырабатывают секреторные и 

мембраносвязанные муцины с различными 

физиологическими или патологическими проявлениями 

[39]. При большинстве кишечных инфекций острая фаза 

воспаления подразумевает возбуждение бокаловидных 

клеток, в то время как хроническая фаза подразумевает их 

подавление [40].  Однако, настоящее исследование 

показывает, что ни один из трёх типов бета-казеина не 

вызывает сильных изменений количества бокаловидных 

клеток. Существуют исследования, демонстрирующие 

секрецию rMuc2 и rMuc3 в крысиных клеточных линиях 

DHE, MUC5AC в  

человеческих клеточных линиях HT29-MTX и отделение 
слизи от изолированной перфузируемой тонкой кишки 
крыс с БКМ-7 [41, 42]. Но нет исследований, которые 
устанавливают корреляцию между количеством 
бокаловидных клеток, разными генетическими типами 
бета-казеина и химически синтезированными БКМ. 
Поэтому возникновение воспалительной реакции, скорее 
всего, происходит из-за А1-подобного бета-казеина 
вследствие выработки слизи, но независимо от количества 
бокаловидных клеток. С другой стороны, при 
исследованиях на живых организмах наблюдается слабая 
экспрессия мРНК рецепторов TLR-2 и TLR-4 в здоровых 
кишечных эпителиальных клетках (IEC) и мононуклеарных 
клетках собственной пластинки слизистой оболочки 
(LPMNC), но в воспалительных реакциях эти рецепторы не 
контролируются [43]. И лабораторные опыты, и 
исследования на животных показывают, что гистамин 
высвобождается из брюшинных мастоцитов, тучных клеток 
и лейкоцитов периферической крови при инкубации с 
БКМ-7, БКМ-5 и казеином [27-30]. Предыдущими 
исследованиями установлено, что в культуре in vitro 
человеческих десневых фибробластов (HGF) и 
человеческих эндотелиальных клеток пупочной вены 
(HUVEC) со 100 и 10 пм гистамина соответственно 
повышается экспрессия TLR-2 и TLR-4, и дальнейшая 
стимуляция HGF липотейхоевой кислотой или 
липополисахаридом вызывает повышение экспрессии 
циклооксигеназы-2 и простагландина Е2 [44, 45]. Кроме 
того, обнаружено, что морфин (агонист БКМ) участвует в 
активации глиальных клеток (основные иммунные 
воспалительные клетки центральной нервной системы) и в 
воспалении через TLR-2 и TLR-4 [46, 47]. Эти данные 
подтверждают тот факт, что при употреблении бета-
казеина А1-подобных типов увеличивается (p < 0,01) 
экспрессия TLR-2 и TLR-4. 

В заключение следует сказать, что все представленные в 
настоящем документе данные свидетельствуют о том, что 
А1-подобные типы бета-казеина (A1A1 и A1A2), в отличие 
от А2А2, вызывают воспалительные иммунные реакции в 
кишечнике мышей, скорее всего вследствие 
высвобождения Th2. Это подтверждается активацией 
воспалительных молекул (MPO, MCP-1 и IL-4), 
гуморальным иммунным ответом (IgE, IgG, IgG1, IgG2a и 
IgG1/IgG2a), инфильтрацией лейкоцитов в кишечных 
ворсинках и экспрессией Toll-подобных рецепторов (TLR-2 
и TLR-4). Тем не менее, требуются дополнительные 
исследования для установления молекулярных механизмов, 
имеющих отношение к взаимосвязям между кишечными 
опиоидными рецепторами и пептидами бета-казеина, 
которые генерируют массу сигнальных воспалительных 
ответов. Если в будущем клеточная информация 
подтвердит причастность молока А1-подобного типа к 
воспалительным расстройствам, необходимо будет 
минимизировать риск на глобальном уровне, снизив его 
производство путём принятия постановлений здорового 
разведения скота. 
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