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Резюме

Цель исследования: изучить особенности кишечной микробиоты у пациентов с язвенным колитом.

Материалы и методы исследования: в исследование были включены 46 пациентов с язвенным колитом (25 
мужчин и 21 женщина, средний возраст пациентов —  42,4±13,8 лет, длительность заболевания: 5,4 ± 8,2 лет). Для 
анализа были использованы результаты секвенирования образцов кала пациентов с язвенным колитом и 96 здоро-
вых добровольцев. Полногеномное секвенирование осуществлялось на платформе SOLiD 5500 W (Life Technologies, 
Foster City, CA, USA).

Данилова 
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Результаты: метагеномный анализ позволил детектировать в составе микробиоты кишечника у пациентов 
с язвенным колитом 29 классов бактерий, в том числе: 73 семейства, 154 рода, 437 вида микроорганизмов. На 
прокариотическую часть микробиоты приходится 99,5 % (из них 98,2 % —  Bacteria, 1,8 % —  Archaea), на виру-
сы —  0,5 %, эукариоты —  0,004 %. Таксономический анализ выявил изменения у пациентов с язвенным колитом 
по сравнению с группой контроля в относительной представленности бактериальных семейств: наблюдалось 
снижение Lachnospiraceae, Rikenellaceae, Acidaminococcaceae, Enterococcaceae, Desulfovibrionaceae, Verrucomicrobiaceae, 
Clostridiaceae и увеличение Enterobacteriaceae. Cреди представителей семейства Enterobacteriaceae значимо отли-
чался только род Escherichia, вид Escherichia coli. У пациентов с язвенным колитом представленность Escherichia 
составила (3,74±8,01)% и была больше, чем в группе контроля —  (1,49±5,23)%, тогда как содержание Clostridium —  
(1,15±3,35)% —  было значительно меньше у пациентов с язвенным колитом, чем в группе контроля —  (2,33±4,26)%. 
При анализе биообразцов пациентов с язвенным колитом обнаружено снижение по сравнению с группой контроля 
индекса альфа-разнообразия, который характеризует богатство микробного сообщества.

Выводы: у пациентов с язвенным колитом выявлены значительные изменения таксономического состава микробио-
ты по сравнению с образцами контрольной группы.

Ключевые слова: микробиота, язвенный колит, воспалительные заболевания кишечника, метагеном
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Summary

The aim of the study was to evaluate the representation of the microbial community in patients with ulcerative colitis.

Materials and methods. The study included 46 patients with ulcerative colitis (25 men and 21 women, aged 42,4±13.8 
years, duration of the disease —  5,42 ±8.21 years). Results of sequencing of ulcerative colitis patients stool samples as well 
as samples from 96 healthy volunteers were used for analysis. Whole genome sequencing was carried out on the SOL-
iD 5500W platform (LifeTechnologies, FosterCity, CA, USA).

Results. Metagenomic analysis allowed us to detect 29 classes of bacteria, including: 73 families, 154 genera, 437 species 
of microbes in intestinal microbiota of patients with ulcerative colitis. The prokaryotic part of microbiota formed 99.5 % 
(98,2 % —  Bacteria, 1,8 % —  Archaea), viruses —  0.5 %, eukaryotes —  0,004 % of all intestinal microbiota. Taxonomic 
analysis revealed changes in the relative representation of bacterial families: we observed decrease in Lachnospiraceae, 
Rikenellaceae, Acidaminococcaceae, Enterococcaceae, Desulfovibrionaceae, Verrucomicrobiaceae, Clostridiaceae and increase 
in Enterobacteriaceae. Only the number of Escherichia genus, particularly Escherichia coli species was signifi cantly abundant 
among the members of Enterobacteriaceae family. In ulcerative colitis patients the fraction of Escherichia was (3,74±8,01)% 
which was greater than in the control group (1,49±of 5.23)%, whereas the fraction of Clostridium (1,15±3,35)% was sig-
nifi cantly lower in patients with ulcerative colitis than in the control group (2,33±4,26)%. The alpha-diversity index which 
characterizes richness of the microbial community was decreased in stool samples of patients with ulcerative colitis in 
comparison with the control group.

Conclusions. The metagenomics analysis revealed signifi cant changes in intestinal microbiota in ulcerative colitis patients 
comparing with the control group.

Key words: intestinal microbiota, ulcerative colitis, infl ammatory bowel diseases, metagenome
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Введение

Результаты современных отечественных и зару-
бежных исследований указывают на значитель-
ную роль микрофлоры в патогенезе воспалитель-
ных заболеваний кишечника (ВЗК) [1–6]. Впервые 
в 1907 году И. И. Мечников выдвинул гипотезу 
о влиянии микрофлоры кишечника на здоровье 
человека [7]. В 1926 г. Nissle A. показал, что пере-
нос кишечной микрофлоры от здорового человека 

к носителям Salmonella typhimurium приводит 
к эрадикации патогенного микроорганизма, и, тем 
самым, продемонстрировал защитную функцию 
кишечной микрофлоры [8].

Число и состав микрофлоры варьируют в за-
висимости от отдела желудочно-кишечного 
тракта (ЖКТ). Микробиота кишечника пред-
ставлена от 500 до 1000 видов микроорганизмов 
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с соотношением анаэробов к аэробам 1000:1, а ее 
совокупный генный потенциал оценивается в 3–9 
миллионов генов [9, 10].

В 2009 году Costello Е. К. и соавторы провели 
исследование на 9 добровольцах обоих полов, про-
анализировав методом 16S рРНК секвенирования 
биообразцы, отобранные из различных участков 
тела: кал, волосы на голове, ротовая полость, участ-
ки кожи и др. [11]. Было показано, что более 90 % 
микробиоты кишечника человека состоит из четы-
рех основных фил микроорганизмов. Это предста-
вители нормальной кишечной флоры: Firmicutes 
(49 %-76 %), которые в основном представлены 
Clostridium XIV и IV групп, Bacteroidetes (16 %-23 %), 
которые преобладают в дистальном отделе ки-
шечника [12] и, в меньшей степени, Proteobacteria 
и Actinobacteria [13–15].

По данным проведенного в 2009 году Mariat D. 
и соавторами исследования было показано, что 
состав кишечной микробиоты изменяется с воз-
растом. В частности, соотношение основных пред-
ставителей кишечной микробиоты –  Firmicutes 
и Bacteroidetes –  существенно отличается у лиц 
разных возрастных групп [16]. Изменения соста-
ва микробиоты с возрастом, начиная от периода 
новорожденности до раннего детства и, наконец, 
зрелого возраста связаны со снижением количе-
ства Lactobacillus и Bifi dobacterium и увеличением 
Firmicutes, Clostridium и Bacteroides, что может при-
вести к более высокому риску развития аллергиче-
ских и иммунологических заболеваний [17]. В этой 
связи возникла гипотеза, что уменьшение биораз-
нообразия в рамках непатогенной микробиоты 
может негативно влиять на показатели иммунного 
распознавания и активации клеток в процессе 
формирования иммунной системы, и, таким об-
разом, стать одним из возможных факторов риска 
развития ВЗК в более старшем возрасте [18, 19]. 
Несмотря на доказанную изменчивость состава 
кишечной микробиоты, 60 % всех бактериальных 
видов сохраняются у человека неизменными на 
протяжении от 5 до 17 лет [20].

На сегодняшний день большое внимание уде-
ляется изучению состава кишечной микробиоты 
при таких заболеваниях, как ВЗК, синдром раз-
драженного кишечника, целиакия, сахарный ди-
абет 2 типа, заболевания нервной системы и ряде 
других [21–26].

Показано, что состав микробиоты кишечника 
у больных язвенным колитом (ЯК) отличается от 
здоровых людей снижением количества домини-
рующих представителей нормальной микрофло-
ры [27]. В некоторых исследованиях отмечается 
значительное снижение количества Bifi dobacteriа 
в кале у пациентов с ЯК по сравнению с контроль-
ной группой здоровых лиц [28], а также снижение 
Firmicutes и увеличение Proteobacteria у пациен-
тов с ВЗК. При ЯК также отмечено увеличение 
количества Fusobacteria varium по сравнению со 
здоровыми людьми [29]. В исследовании Vrakas S. 
и соавторов (2017) было показано, что у пациентов 
с ВЗК как в стадии обострения, так и в ремиссию 
заболевания наблюдалось уменьшение Clostridium 
leptum group (IV) и Faecalibacterium prausnitzii и уве-
личение количества Bacteroides spp. [4].

По данным большинства исследований, умень-
шение количества Firmicutes наблюдается в основ-
ном за счет снижения представленности Clostridium 
leptum и Faecalibacterium prausnitzii, однако единого 
мнения в отношении Enterobacteriaceae, Bacteroides, 
Bifi dobacterium и Lactobacillus на сегодняшний день 
нет. Причинами отличий результатов, полученных 
в разных исследованиях, могут быть особенности 
образцов, взятых для анализа (биопсия или кал), 
место взятия исследуемого материала (из воспа-
ленного или невоспаленного участка кишки), ак-
тивность заболевания, лекарственные препараты, 
диета, возраст больного, курение и методы, ис-
пользуемые для анализа состава микробиоты [30].

Изменения количественного и качественного 
состава микробиоты кишечника сохраняются даже 
при стихании обострения воспалительного про-
цесса: отмечено уменьшение количества нормаль-
ных анаэробных бактерий, таких как Bacteroides, 
Escherichia, Eubacteium, Lactobacillus и Ruminococcus, 
и разнообразия микрофлоры кишечника в пери-
од ремиссии ЯК; состав микрофлоры кишечника 
у пациентов с ЯК был нестабильным в течение года 
даже на фоне ремиссии заболевания [31].

Состав кишечной микробиоты существенно ме-
няется и при других заболеваниях, напрямую не 
связанных с поражением слизистой оболочки ки-
шечника. В проведенном в 2015 году В. В. Дубинки-
ной и соавторами исследовании было выявлено, что 
при длительном употреблении алкоголя изменяется 
относительная представленность отдельных родов 
и видов бактерий, некоторые из них были ассоции-
рованы с ВЗК. Так, например, отмечено повышение 
уровня видов Ruminococcus gnavus и Ruminococcus 
torques, которые активно участвуют в расщеплении 
муцина, выделяемого слизистой оболочки кишечни-
ка; кроме того, у Ruminococcus gnavus был выявлен ген 
фермента транс-сиалидазы, который помогает бак-
терии приспособиться к существованию в слизистой 
оболочке кишечника [32]. Лекарственные препараты 
также влияют на состав микрофлоры кишечника. 
В 2012 году Michail S. и соавт. провели исследование 
с участием 27 детей, госпитализированных с тяже-
лой формой ЯК, и 26 здоровых добровольцев. Было 
выявлено, что у детей со стероидорезистентной фор-
мой ЯК число бактериальных видов уменьшается по 
сравнению с детьми, которые ответили на терапию 
глюкокортикостероидами. В исследовании был ис-
пользован индекс Шеннона для оценки разнообразия 
сообщества; он был снижен у больных ЯК по сравне-
нию с группой контроля [33].

Существенную роль в изменении состава ми-
кробиоты играют антибактериальные препараты. 
В частности, прием антибактериальных препаратов, 
входящих в схемы эрадикационной терапии H. pylori, 
сопровождается изменением состава кишечной ми-
кробиоты: в большинстве случаев уменьшением как 
числа детектируемых видов, так и индекса Шеннона, 
характеризующего видовое разнообразие бактерий 
[34]. Показано, что 14-дневный курс эрадикационной 
терапии приводит к уменьшению представленности 
родов Coprococcus, Bifi dobacterium, Collinsella и уве-
личению для Clostridium, Bacteroides, Coprobacillus 
и Flavonifractor, причем, у большинства пациентов 
наблюдались незначительные изменения, связанные 
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с увеличением представленности рода Bacteroides 
и снижением Bifi dobacterium и Eubacterium. Выра-
женные изменения состава кишечной микробиоты, 
которые наблюдались у 18 % пациентов, сопрово-
ждались увеличением количества бактерий рода 
Escherichia [34, 35].

На сегодняшний день для изучения состава ки-
шечной микробиоты используют бактериологи-
ческое исследование кала, хромато-масс-спектро-
метрию, исследование микробных метаболитов, 
полимеразную цепную реакцию, результаты ги-
стохимического, морфологического исследования 
микроорганизмов, секвенирование [36, 37].

Культуральный метод, основанный на приме-
нении различных питательных сред для выращи-
вания микробных популяций (живых культур) 
в зависимости от их метаболической активности, 
является наиболее распространенным и традици-
онно применяется для оценки состава микрофлоры 
кишечника. Данный метод позволяет идентифици-
ровать не только нормальную микрофлору, но и вы-
явить условно-патогенные и патогенные микроор-
ганизмы, а также определить чувствительность 

к антибиотикам. Однако классическое бактерио-
логическое исследование не позволяет определить 
наличие облигатных анаэробов, а также сопоста-
вить относительные уровни представленности для 
родов, поскольку они растут на разных средах, при 
этом оценивается только полостная и транзитор-
ная и не оценивается пристеночная микрофлора 
[38]. Для определения качественного и количе-
ственного состава бактериальной флоры и оценки 
пристеночной микробиоты иногда используют 
ПЦР-диагностику в реальном времени. Преимуще-
ства данного метода заключаются в том, что он не 
предъявляет жесткие условия к жизнеспособности 
микроорганизмов в исследуемых образцах [39].

Наиболее точным и информативным методом 
на данный момент является метагеномное секве-
нирование, которое дает качественную и коли-
чественную характеристику таксономического 
и функционального состава микробиоты, в том 
числе некультивируемых видов [12, 40].

Целью нашего исследования было изучение 
таксономических особенностей микробиоты ки-
шечника у больных ЯК.

Материалы и методы

В исследование были включены 46 пациентов 
с ЯК (25 мужчин и 21 женщина, средний возраст 
пациентов –  42,4±13,8 лет; средний индекс мас-
сы тела –  25,5±4,7 кг/м2). Средняя длительность 
заболевания составила 5,4±8,2 лет. Все паци-
енты получали базисную терапию препарата-
ми 5-аминосалициловой кислоты. Для анализа 
были использованы результаты секвенирова-
ния образцов кала пациентов с ЯК. Забор кала 
осуществляли в индивидуальный пластиковый 
контейнер, образец весом 10–20 г подвергали 
немедленной заморозке и хранили при –80 °C. 
Подготовка фрагментной библиотеки ДНК 
и полногеномное секвенирование на платформе 

SOLiD 5500 W (Life Technologies, Foster City, CA, 
USA) были произведены в соответствии с ин-
струкциями производителя; для таксономиче-
ского профилирования метагеномов использова-
ли программу MetaPhlAn2 [41]. Идентификация 
таксонов, относительная представленность ко-
торых значимо различается между группами об-
разцов, проводилась с использованием рангового 
критерия Манна-Уитни (уровень значимости 
0,05, поправка на множественные сравнения по 
методу Бенджамини-Хохберга (FDR). В качестве 
внешнего контроля были использованы резуль-
таты секвенирования 96 образцов микробиоты 
здоровых добровольцев [40].

Результаты и их обсуждение

Доля прочтений, откартированных на геном 
человека в  исследуемых образцах, составила 
(14,61±18,62)% против (0,47±0,91)% в контрольной 
группе, что, очевидно, говорит о наличии воспа-
лительного процесса в кишечнике у пациентов 
исследуемой группы (рис. 1).

Метагеномный анализ позволил детектировать 
в составе микробиоты кишечника у больных ЯК 
29 классов бактерий, в том числе: 73 семейства, 154 
рода, 437 вида микроорганизмов. На прокариоти-
ческую часть микробиоты в среднем приходится 
99,5 % (из них 98,2 % –  Bacteria, 1,8 % –  Archaea), 
вирусы –  0,5 %, эукариоты –  0,004 % (чаще всего 
обнаруживались грибы рода Saccharomyces). В об-
разцах у пациентов с ЯК были выявлены четыре 
основных филы бактерий: Bacteroidetes, Firmicutes, 
Actinobacteria, Proteobacteria –  данные филы явля-
ются представителями нормальной микрофлоры 
кишечника [42] и совпадают с представленными 
у группы контроля.

Преобладающими в  биообразцах, получен-
ных от пациентов с ЯК, являются бактерии ро-
дов Bacteroides, Prevotella, Eubacterium, Escherichia 
и Faecalibacterium.

Отмечено достоверное повышение определен-
ных бактериальных родов у больных ЯК относи-
тельно группы контроля (таблица 1).

В образцах пациентов с  ЯК по сравнению 
с группой контроля было выявлено значитель-
ное снижение комменсальных микроорга-
низмов следующих семейств: Lachnospiraceae, 
Rikenellaceae, Acidaminococcaceae, Enterococcaceae, 
De sul fov ibr ionaceae ,  Ve r r ucomic robiaceae , 
Clostridiaceae, за исключением Enterobacteriaceae, 
уровень которых был повышен (таблица 2).

Полученные нами данные подтверждают резуль-
таты проведенных ранее исследований, в которых 
было показано, что у пациентов с ВЗК наблюда-
ется высокий уровень представителей семейства 
Enterobacteriacae, включая Escherichia coli, Klebsiella 
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Таксон

Среднее 
значение, 

группа 
контроля

Стандартное 
отклонение, 

группа 
контроля

Среднее 
значение, 

группа 
пациентов с ЯК

Стандартное 
отклонение, 

группа 
пациентов с ЯК

FDR adj.
p-value (<0.05)

Lachnospiraceae 19,18 9,21 10,26 8,5 0
Rikenellaceae 2,63 2,55 1,08 2,21 0
Acidaminococcaceae 1,19 2,27 0,69 1,6 0,0001
Verrucomicrobiaceae 0,97 2,4 0,5 2,74 0
Clostridiaceae 2,35 4,26 1,27 3,41 0,014
Enterococcaceae 0,25 0,61 0,22 0,8 0,0005
Desulfovibrionaceae 0,1 0,1 0,09 0,22 0,0037
Enterobacteriaceae 0,6 0,89 4,39 9,06 0,0357

Рисунок 1.
Процент высококачествен-
ных ридов, откартиро-
ванных на геном человека, 
в исследованных образцах 
(черные точки). Пунктирная 
линия показывает среднее 
значение этой величины 
в контрольной выборке.

Таблица 1
Сравнительный анализ 
отличий между родами 
у пациентов с ЯК и группы 
контроля

Род

Среднее 
значение, 

группа 
контроля

Стандартное 
отклонение, 

группа 
контроля

Среднее 
значение, 

группа 
пациентов с ЯК

Стандартное 
отклонение, 

группа 
пациентов с ЯК

FDR adj.
p-value (<0.05)

Anaerococcus 0 0 0,029 0,147 0,002

Bacteroides 7,820 10,748 17,368 17,572 0,001

Escherichia 1,491 5,231 3,740 8,015 0,004

Mitsuokella 0,060 0,148 0,253 1,501 0

Peptoniphilus 0 0,002 0,099 0,302 0,007

Peptostreptococcus 0,001 0,009 0,419 0,909 0

Рисунок 2.
Распределение значения 
индекса альфа-разнообра-
зия по опытным образцам 
(черные точки). Сплошной 
линией отмечено среднее 
значение этого параметра 
для контрольной выборки, 
пунктиром –  ± стандартное 
отклонение.

Таблица 2
Сравнительный анализ 
отличий между семействами 
у пациентов с ЯК и группы 
контроля
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pneumonia и Proteus mirabilis, что указывает на 
их возможную провокационную роль в развитии 
воспалительного процесса в кишечнике [29]. Cреди 
представителей семейства Enterobacteriaceae, при-
сутствующих у пациентов, нами были обнаружены 
рода Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, 
Morganella, Proteus, Providencia, Raoultella, Shigella, 
неклассифицируемые представители семейства 
Enterobacteriaceae, однако, значимо отличался 
только род Escherichia, вид Escherichia coli. У па-
циентов с ЯК отмечалось повышение Escherichia 
coli (3,72±8,02)% по сравнению с группой контро-
ля (1,46± 5,22)%, р=0,02. Бактерия Escherichia coli 
в организме человека играет неоднозначную роль: 
с одной стороны, она может усиливать воспаление 
при ЯК, с другой, может способствовать уменьше-
нию воспаления кишечника путем ингибирования 
образования гидроксильных радикалов [43].

Интересным представляется повышение пред-
ставленности бактерий рода Ruminococcus gnavus 
у пациентов с ЯК: (2,18±8,06) % по сравнению 

с (2,18±8,06) % в образцах контрольной группы. 
Ruminococcus gnavus продуцирует руминококцин 
А, который подавляет рост патогенных Сlostridium 
и бактерий, которые филогенетически связаны 
с R. gnavus [44], возможно, поэтому содержание 
Clostridium (1,15±3,35)% было значительно мень-
ше у  пациентов с  ЯК, чем в  группе контроля 
(2,33 ± 4,26)%, p = 0,0058.

Для оценки состава микробиоты кишечника был 
использован индекс альфа-разнообразия Шеннона, 
который прямо ассоциирован со здоровым клини-
ческим статусом [45]. При анализе биообразцов па-
циентов с ЯК мы наблюдали снижение индекса аль-
фа-разнообразия Шеннона (2,57±0,53) по сравнению 
с контрольной группой (2,79±0,40), p=0,038 (рис. 2).

Эпидемиологические данные и  результаты 
большого количества исследований позволяют 
предположить, что нарушение регуляции состава 
микробиоты кишечника и снижение разнообразия 
ее представителей могут быть причинными факто-
рами возникновения ВЗК [4, 13, 18, 46, 47].

Выводы

Анализ метагеномных данных у пациентов с ЯК, 
включающий оценку таксономического состава 
микробиоты кишечника, продемонстрировал 

значительные изменения по сравнению с образ-
цами контрольной группы.
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