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Аннотация

В последние десятилетия происходит увеличение частоты возникновения колорек-
тального рака. Среди прочих причин исследователи отмечают, что в развитие злокаче-
ственных новообразований данного типа вовлечена микрофлора эпителия кишечника.
Представляет интерес характеристика физиолого-биохимических особенностей пред-
ставителей бактериальной микрофлоры, ассоциированной со злокачественными ново-
образованиями прямой кишки. В настоящем исследовании проведен анализ взаимосвя-
зи малигнизации эпителия прямой кишки и рибонуклеолитической активности пред-
ставителей колонизирующей его микрофлоры. Установлено, что культивируемые изо-
ляты бактерий, выделенные с малигнизированного эпителия, обладают значительно
более высокой РНКазной активностью, чем микрофлора неповрежденного эпителия
прямой кишки.
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Введение

По данным Всемирной организации здравоохранения, колоректальный рак
(КРР, рак эпителия прямой кишки) вышел на четвертое место по значимости
среди причин смертей от рака; он ответственен примерно за 610 тыс. смертей
ежегодно во всем мире [1]. Установлено, что КРР имеет связь с определенными
наследственными мутациями генов, но только 3–5% случаев объясняются ис-
ключительно этим. Специфические соматические мутации онкогенов и генов-
супрессоров опухолей связаны с превращением аденоматозного поражения
(полипа) в инвазивный рак. Курение, высокий уровень потребления алкоголя,
низкий уровень потребления овощей, ожирение и отсутствие физической актив-
ности повышают риск развития КРР. Использование постклимактерического
гормона, нестероидных воспалительных лекарства и высокое потребление каль-
ция уменьшают риск возникновения этого заболевания [2]. Воспаление является
известным фактором риска возникновения КРР [3–5], в связи с чем роль микро-
организмов кишечника в патогенезе КРР весьма значительна. Последние дан-
ные свидетельствуют о том, что в кишечном тракте человека содержится около
1014 бактерий порядка 1000 различных видов, важных для переваривания пищи,
контроля кишечного эпителиального гомеостаза и здоровья человека [6, 7].

Ряд исследований, в том числе клинических, был направлен на выявление
микроорганизмов, вовлеченных в развитие КРР. Удалось выделить бактерии, по-
тенциально причастные к развитию заболевания: Streptococcus bovis/gallolyticus,
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Clostridium septicum [8], Helicobacter pylori [9, 10], Klebsiella pneumonia [11] и
Fusobacterium [1, 12].

В настоящей работе проведен сравнительный анализ микрофлоры нор-
мального и пораженного опухолями эпителия кишечника пациентов, подверг-
шихся операционной элиминации карциномы прямой кишки, для выявления
наиболее значимых различий в составе, количестве и некоторых биохимических
свойствах микрофлоры кишечника. Особое внимание было уделено активности
секретируемых рибонуклеаз бактерий, поскольку известно, что РНКазы обла-
дают противоопухолевым эффектом [13].

1. Материалы и методы исследования

Были проанализированы биоптаты слизистой прямой кишки 18 пациентов,
подвергнутых оперативному рассечению кишки. У всех 18 был подтвержден
диагноз – рак прямой кишки. Образцы были отобраны как непосредственно из
зоны онкотрансформации, так и из соседних участков выше опухоли с неозло-
качествленным эпителием. Биоптаты были получены и исследованы в соответ-
ствии с разрешением Этического комитета Казанской государственной меди-
цинской академии (протокол № 4 от 7 мая 2009 г.), предоставленным нам на
основании сотрудничества с оперирующим хирургом профессором И.Г. Гата-
уллиным и врачом-колопроктологом П.В. Мальцевым.

Анализ микрофлоры биоптатов проводили методами классической микро-
биологии, осуществляя посев на МПА и среду Эндо, микроскопируя образцы
для морфологической характеристики бактерий, окрашивая культуры лога-
рифмической фазы роста по Граму и посчитывая число колоний на твердой
питательной среде. Биоптат со средними размерами 5–7 × 5–7 мм интенсивно
промывали 5 мл PBS (фирма Sigma, США), на чашки Петри высевали 20 мкл
полученной суспензии.

Оценка РНКазной активности бактерий проведена с использованием высо-
кополимерной РНК в качестве субстрата на плотной бесфосфорной среде (6.05 г
основной ТРИС; 5 г KCl; 1 г NaCl; 2 г (NH4)2SO4; 1 г Na3C6H5O7; 0.2 г
MgSO4·7H2O; 0.5 г дрожжевой экстракт; 6.25 г глюкозы) согласно классической
методике [14] через 8 и 24 ч культивирования при 37 °С. Об активности секре-
тируемых РНКаз судили по зоне просветления среды вокруг отдельной коло-
нии испытуемых микроорганизмов (рис. 1). Активность внутриклеточных
РНКаз оценивали по рибонуклеазной активности клеточных лизатов. Для по-
лучения лизатов бактериальные клетки через 18 ч культивирования дважды
отмывали стерильным PBS, ресуспендировали до плотности 107 кл/мл и разру-
шали на льду с помощью ультразвука (УЗДИ-IV 4.2) при частоте 22 кГц (15 раз
по 30 с). 50 мкл полученного лизата вносили в лунку на поверхности агаризо-
ванной беcфосфорной среды и через 2 ч инкубирования при 37 °С детектировали
наличие зон просветления.

Статистическая обработка результатов, полученных из трехкратных повтор-
ностей каждого эксперимента, проводилась стандартными методами в программе
Microsoft Excel 2007.
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Рис. 1. Сравнительная оценка активности секретируемых РНКаз: образец бактерий ма-
лигнизированного эпителия (а) и условно здорового эпителия (б). 8 ч культивирования

Табл. 1
Грампринадлежность бактерий, выделенных с биоптатов эпителия прямой кишки

Грампринадлежность бактерий, %*
Тип эпителия Положительные Отрицательные

Условно здоровый 20.8 ± 2 79.2 ± 2
Малигнизированный 13.3 ± 0.9 86.7 ± 0.9
* За 100% принято общее количество морфологически различающихся изолятов, выделенных с опреде-

ленного типа эпителия.

2. Результаты и их обсуждение

Из биоптатов нормального и онкотрансформированного эпителия прямой
кишки были выделены 68 культивируемых изолятов микроорганизмов. Анализ
микрофлоры биоптатов эпителия онкологических больных позволил выделить
доминирующие группы бактерий, характерные для области карциномы и при-
лежащей к ней зоны неповрежденного эпителия. Нами не выявлено достовер-
ного различия в общем количестве культивируемых бактерий между образцами
трансформированного и нормального эпителия. В среднем на 1 мл суспензии,
полученной при промывке биоптата, высевалось от 103 до 105 микроорганиз-
мов. Таким образом, количественные показатели присущей эпителию кишеч-
ника микрофлоры невысоки, что связано с предоперационным очищением ки-
шечника пациентов, а также с тем, что большинство пациентов до операции
подвергались лучевой терапии. Установлено, что для малигнизированного эпи-
телия характерна повышенная доля грамотрицательных микроорганизмов по
сравнению с нормальным эпителием (табл. 1).

Ранее у больных КРР были установлены дисбиотические изменения микро-
флоры кишечника: у 82.7% больных выявлено снижение численности бифидо-
бактерий, у 71.1% – лактобактерий, у 48% – энтерококков, у 50% больных – эше-
рихий с нормальной ферментацией [15]. Таким образом, зафиксировано измене-
ние состава микробного сообщества прямой кишки при злокачественной транс-
формации ее эпителия. С другой стороны, можно предположить, что бактерии
трансформированного эпителия обладают особенными физиолого-биохимиче-
скими свойствами, отличными от нормофлоры. Известно, что секретируемые
микробные РНКазы не только обеспечивают клетки-хозяина доступным источ-
ником фосфора в условиях фосфатного голодания [16], который образуется
при разложении РНК нежизнеспособных клеток, но и могут  служить  оружием

а) б)
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Табл. 2
Доля микроорганизмов эпителия прямой кишки, обладающих секретируемой РНКазной
активностью

Доля бактерий с секретируемыми РНКазами, %*

Время культивирования
бактерий на синтетической
беcфосфорной среде, ч

8 24

Грампринадлежность Положи-
тельные

Отрица-
тельные

Положи-
тельные

Отрица-
тельные

Тип эпителия
Условно здоровый 33 26 83 91
Малигнизированный 75 85 100 100

* За 100% принято количество изолятов определенной грампринадлежности, выделенных с условно
здорового либо малигнизированного эпителия.

в конкурентной борьбе с другими микроорганизмами за экологическую нишу.
Клетка содержит около 20 видов экзо- и эндорибонуклеаз, которые могут вхо-
дить в состав надмолекулярных комплексов и проявлять высокую специфич-
ность к определенным нуклеотидным последовательностям и структурам [17].
Различия в РНКазной активности кишечных бактерий могут отражать особен-
ность колонизированной ими ниши. Нами выявлено, что уровень рибонуклеаз-
ной активности микрофлоры зависел от степени онкологического поражения
колонизированного эпителия (табл. 2). Необходимо отметить, что повышенная
РНКазная активность была характерна как для грамотрицательной, так и для
грамположительной микрофлоры малигнизированного эпителия. После 8 ч
культивирования на синтетической беcфосфорной среде с добавлением РНК
84% изолятов, выделенных с поврежденного эпителия, и лишь 28% изолятов с
условно здорового эпителия проявляли значимую внеклеточную рибонуклеаз-
ную активность, тогда как большинство бактерий (90%) со здорового эпителия
проявляли сходный уровень активности только после 24 ч культивирования.
Более того, 10% изолятов со здорового эпителия вообще не проявляли внекле-
точную РНКазную активность. Внутриклеточную РНКазную активность про-
явили все исследуемые штаммы, при этом в среднем микрофлора малигнизи-
рованного эпителия по сравнению с микрофлорой неповреждённого эпителия
имела более высокий уровень РНКазной активности, определяемой по ширине
зон просветления вокруг точки внесения клеточного лизата.

Таким образом, нами впервые установлен более высокий уровень активно-
сти РНКаз бактерий, выделенных с малигнизированного эпителия прямой кишки.
С одной стороны, принято рассматривать этиологическую связь микрофлоры
с развитием рака с учетом условно «хороших» и «плохих» микроорганизмов,
соответственно принадлежащих к группам молочнокислых и гнилостных бак-
терий [18]. С другой стороны, активация синтеза внеклеточных РНКаз, которые
индуцируют апоптоз опухолевых клеток [19], в группе бактерий, колонизи-
рующих поврежденную ткань кишечника, может быть оценена как возможный
механизм борьбы нормофлоры организма с опухолеобразованием и сохранением
ее естественной среды обитания. Более активная продукция секретируемых
РНКаз в группе бактерий с малигнезированного эпителия свидетельствует о том,
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что бактерии-комменсалы независимо от их родовой принадлежности вносят
вклад в элиминацию трансформированных клеток путем выделения в среду про-
тивоопухолевых агентов – РНКаз.

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ (проекты
№ 12-04-31022 мол_а, 12-04-01226 а) и ГК ФЦП (соглашение № 8048).
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RIBONUCLEOLYTIC ACTIVITY OF MICROFLORA FROM NORMAL
AND MALIGNANT COLORECTAL EPITHELIUM

Nga Thi Nguyen, P.V. Zelenikhin, I.G. Gataullin, O.N. Ilinskaya

Abstract

In recent decades the incidence of colorectal cancer has increased. Researchers note that microflora
of intestinal epithelium is involved in the development of colorectal malignant tumors. It is interesting
to determine the physiological and biochemical characteristics of certain bacteria associated with colorectal
cancer. This paper analyzes the relationships between RNase activity of microflora from colorectal epithelium
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and malignization. It was found that cultured bacterial strains isolated from malignant epithelium possess
an increased level of RNase activity compared with microflora of normal tissue.

Keywords: colorectal carcinoma, microflora, RNase.
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