
25

клиническая гастроэнтерология | clinical gastroenterology

Резюме

Актуальность. Влияние кишечной микробиоты на развитие различных заболеваний вызывает огромный интерес 
исследователей. Проведённые исследования показали, что у пациентов с хроническими заболеваниями печени 
доминирующими таксонами кишечной микробиоты были Bifi dobacterium longum, Bifi dobacterium adolescentis, Blautia 
massiliensis а у здоровых детей — Neisseria fl avescens. Сравнительный анализ данных о таксономическом разнообразии 
кишечной микробиоты при аутоиммунных и неаутоиммунных заболеваниях печени у детей отсутствует.

Цель. Исследовать различия в таксономическом разнообразии фекальной микробиоты у пациентов с аутоиммунными 
и неаутоиммунными заболеваниями печени, а также оценке потенциальных биомаркеров ампликонов гена 16S рРНК 
при этих заболеваниях путем сравнения таксономического состава.

Объём и методы исследования. Проведён метагеномный анализ кишечной микробиоты 24 детей с хроническими 
заболеваниями печени (средний возраст 10,3±4,7 лет) с выделением региона V3-V4 гена 16S рРНК. В группу вошли 18 
детей с аутоиммунными заболеваниями печени и 6 детей с неаутоиммунными заболеваниями печени.

Результаты исследования. Проведённое исследование выявило 684 вида микроорганизмов в исследуемых образцах 
фекалий пациентов. Анализ проведённых исследований показал, что в образцах фекалий детей с аутоиммунными 
заболеваниями печени доминирующих таксонов не выявлено, а у пациентов с неаутоиммунными заболеваниями 
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Summary

Relevance. The infl uence of the gut microbiota on the development of various diseases is of great interest to researchers. The 
conducted studies showed that in patients with chronic liver diseases, the dominant taxa of the gut microbiota were Bifi dobacterium 
longum, Bifi dobacterium adolescentis, Blautia massiliensis, and in healthy children — Neisseria fl avescens. There is no comparative anal-
ysis of data on the taxonomic diversity of the intestinal microbiota in autoimmune and non-autoimmune liver diseases in children.

Purpose of the study. To investigate diff erences in the taxonomic diversity of fecal microbiota in patients with autoimmune 
and non-autoimmune liver diseases, as well as to evaluate potential biomarkers of 16S rRNA gene amplicons in these diseases 
by comparing the taxonomic composition.
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печени доминирующим таксонами были Veillonella dispar, Veillonella parvula, Cloacibacillus porcorum, Prevotella histicola 
и Bacteroides eggerthii.

Заключение. Проведённые исследования показали различия в составе кишечной микробиоты у детей с аутоиммунными 
и неаутоиммунными заболеваниями печени.

Ключевые слова: кишечная микробиота, дети, аутоиммунные болезни печени, неаутоиммунные болезни печени
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Scope and methods of research. A metagenomic analysis of the intestinal microbiota of 24 children with chronic liver diseases 
(mean age 10.3±4.7 years) was carried out with the identifi cation of the V3-V4 region of the 16S rRNA gene. The group included 
18 children with autoimmune liver diseases and 6 children with non-autoimmune liver diseases.

Research results. The conducted study revealed 684 types of microorganisms in the studied samples of patients’ faeces. 
The analysis of the conducted studies showed that no dominant taxa were found in the faecal samples of children with auto-
immune liver diseases, while Veillonella dispar, Veillonella parvula, Cloacibacillus porcorum, Prevotella histicola and Bacteroides 
eggerthii were the dominant taxa in patients with non-autoimmune liver diseases.

Conclusion. Studies have shown diff erences in the composition of the gut microbiota in children with autoimmune and 
non-autoimmune liver diseases.

Keywords: gut microbiota, children, autoimmune liver diseases, autoimmune liver diseases
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Актуальность

Изучение роли кишечной микробиоты в здоровье 
человека находится на пике популярности. Давно 
признаны такие биохимические и физиологиче-
ские функции кишечных бактерий, как метаболизм 
желчных кислот и адсорбция жирорастворимых 
витаминов. Однако предполагается, что огромное 
количество микроорганизмов, населяющих кишеч-
ник и по количеству в 10 раз превышающие количе-
ство клеток нашего организма, должен выполнять 
дополнительные функции. В состав кишечного 
микробиома входит множество сообществ микро-
организмов и продуктов их жизнедеятельности. 
Структура сообщества микробиоты на таксоно-
мическом уровне сильно различается у разных 
людей и популяций [1], хотя метагеномная оценка 
комплементов микробных генов показывает, что 
закодированные биохимические функции разно-
образного и динамичного сообщества кишечной 
микробиоты обычно стабильны на исходном уров-
не [2]. Однако стабильность структуры и функции 
этого сообщества могут быть нарушены внешними 
воздействиями. Структура и численность сообще-
ства на уровне видов варьируют в зависимости от 
изменений в рационе питания [3,4]. Кроме того, 
глубоко и устойчиво изменить общую структуру 
сообщества и разнообразие микробиоты может ис-
пользование антибиотиков [5], а также воздействие 
ксенобиотиков [6]. И члены этого сообщества могут 
исчезнуть из микробиоты, что приведет к потере 
их видового (и биохимического) разнообразия [7].

Проведённые исследования показывают тесную 
взаимосвязь кишечного микробиома с развити-
ем таких заболеваний органов пищеварения, как 
воспалительные заболевания кишечника (ВЗК), 
болезни печени, онкологические заболевания 
желудочно- кишечного тракта [8]. Предполагается, 
что этиопатогенез болезни Крона (БК) и язвенно-
го колита (ЯК), которые являются хроническими 
и рецидивирующими формами ВЗК, является мно-
гофакторным процессом, связанным со сложным 
взаимодействием генетических факторов, факто-
ров окружающей среды, иммунной дисрегуляци-
ей слизистой оболочки [9,10] и инфекционными 
агентами [11,12].

Накапливаются данные о том, что кишечная 
микробиота, содержащая гораздо больше генов, 
чем наш человеческий геном, стала ключевым фак-
тором окружающей среды, участвующим по оси 
«кишечник- печень» в развитии заболеваний печени 
[13–17]. Предварительные доказательства участия 
кишечной микробиоты в патогенезе аутоиммун-
ного гепатита (АИГ) были показаны в модели на 
мышах [18,19].

Все больше внимания уделяется печени как 
центральному «игроку» во взаимодействии хозя-
ина и кишечной микробиоты. Этот орган не на-
ходится в физическом контакте с люминальной 
микробиотой, как в случае с кишечным эпителием. 
Однако печень имеет четкую функциональную 
связь с микробиотой кишечника. Поскольку зна-
чительная часть венозного кровотока кишечни-
ка впадает в портальное кровообращение, печень 
является первым и основным системным органом, 
взаимодействующим не только с питательными 
веществами и макромолекулами пищи, но и с мно-
жеством метаболических продуктов кишечной 
микробиоты, которые включают продукты самого 
бактериального метаболизма, а также продукты 
биотрансформации поступающих с пищей (или 
фармакологических) веществ [20]. Печень находит-
ся на границе между системным кровообращением 
и потоком молекул ксенобиотиков и микробно- 
ассоциированных молекулярных паттернов, по-
ступающих в кровоток в результате абсорбции 
в кишечнике. Метаболиты, генерируемые микро-
бами, могут варьировать в зависимости от состава 
микробиоты. Они шунтируются вдоль воротной 
вены и вызывают активацию множественных сиг-
нальных путей. Чрезмерное их воздействие может 
привести к воспалению.

Печень также является местом образования 
желчи и играет очевидную роль в энтерогепати-
ческой циркуляции. Одним из первых описанных 
физиологических процессов, на которые влияет 
кишечная микробиота, является внутрипросвет-
ный биопроцессинг желчных кислот. Желчные 
кислоты (например, холевая кислота и хенодезок-
сихолевая кислота), вырабатываемые в печени, 
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ферментативно конъюгируются с глюкуроновой 
кислотой. После выброса в просвет двенадцати-
перстной кишки желчные кислоты проходят по 
всей длине тонкой кишки, кишечные бактерии 
метаболизируют и деконъюгируют желчные кис-
лоты, которые затем реабсорбируются, в основном, 
в дистальном отделе подвздошной кишки и транс-
портируются обратно в печень (энтерогепатиче-
ская циркуляция) [21,22].

Желчные кислоты, в свою очередь, контролиру-
ют и влияют на сообщество кишечной микробиоты 
за счет внутренней микробной модулирующей 
активности и через набор специализированных 
рецепторов, включая рецептор 1 желчных кислот, 
связанный с G-белком (TGR5), и фарнезоидный 
Х-рецептор обладают мощными сигнальными 
функциями [23,24]. Нарушение химического и ми-
кробного взаимодействия в энтерогепатической 
циркуляции может привести к образованию гено-
токсических и/или провоспалительных промежу-
точных метаболитов.

Таким образом, кишечная микробиота и про-
дукты её жизнедеятельности влияют на функцию 
печени и метаболизм желчных кислот.

Наконец, в то время как кишечный эпители-
альный барьер обеспечивает ключевую функцию 
в секвестрации микробиоты в просвете кишечника 
[25], печень представляет собой системный «защит-
ный фильтр» благодаря фагоцитарной функции 

выстилающих синусоиды клеток Купфера, кото-
рые играют роль в устранении комменсальных 
бактерий, попадающих в портальную циркуляцию 
[26,27]. Повышенная экспозиция печени коммен-
сальным микробам и их продуктам является осо-
бенностью патогенеза многих её заболеваний. Из-за 
изменений барьерной функции слизистой обо-
лочки кишечника на печень могут воздействовать 
микробно- ассоциированные молекулярные пат-
терны, которые также могут приводить к усилению 
передачи сигналов врожденного иммунитета через 
распознающие паттерны, приводящие к целому 
ряду воспалительных реакций [27].

В целом понятно, что заслуженная концепция 
печени как биореактора распространяется на ее 
взаимодействие с микробиотой. Однако, не смотря 
на огромный интерес к исследованиям, в проблеме 
влияния кишечной микробиоты и её дисбаланса на 
развитие заболеваний печени, нерешённых вопро-
сов остаётся значительно больше, чем полученных 
ответов. Это обуславливает необходимость дальней-
ших исследований в этой области, особенно у детей.

Цель. Исследовать различия в таксономическом 
разнообразии фекальной микробиоты у пациентов 
с аутоиммунными и неаутоиммунными заболева-
ниями печени, а также оценить потенциальные 
биомаркеры ампликонов гена 16S рРНК при этих 
заболеваниях путем сравнения таксономического 
состава.

Объём и методы исследования

Проведён метагеномный анализ кишечной микро-
биоты 24 детей с хроническими заболеваниями 
печени (средний возраст 10,3±4,7 лет) с выделением 
региона V3-V4 гена 16S рРНК. В группу вошли 18 
детей с аутоиммунными заболеваниями печени. 
Группу сравнения составили 6 детей с неаутоиммун-
ными заболеваниями печени. Исследование сплош-
ное – материал собирался одновременно у всех детей 
с заболеваниями печени, находившихся на обсле-
довании на момент проведения сбора материала.

Протоколы исследования были одобрены неза-
висимыми локальными этическими комитетами 

и учеными советами ФГАУ «НМИЦ здоровья де-
тей» и ГБУЗ Морозовская детская городская кли-
ническая больница ДЗМ, в которых проводилось 
наблюдение пациентов. Представителями пациен-
тов, а также самими пациентами в возрасте старше 
14 лет было подписано информированное согласие 
на обработку персональных данных.

Метагеномное исследование образцов фекалий 
проводилось в генетической лаборатории Медико- 
генетического центра CERBALAB (г.  Санкт- 
Петербург).

Биоинформационный анализ секвенирования 16S рРНК
Данные секвенирования 16S рРНК были проа-
нализированы с использованием биоинформа-
ционного конвейера, реализованного на языках 
программирования R v.3.6 (R Core Team, 2014) 
и Python. На первом этапе конвейера праймерные 
последовательности обрезались в начале парных 
считываний, при этом пары считываний, не со-
держащие праймерных последовательностей, от-
брасывались. Далее мы обрезали 25 пар оснований 
с конца каждого прочтения как некачественные 
основания и обрабатывали полученные данные 
с помощью пайплана DADA2 для идентификации 

точных вариантов последовательности [28]. После 
определения точных вариантов последователь-
ности прямые и обратные чтения объединялись 
путем конкатенации, и полученные последователь-
ности использовались для наивной байесовской 
таксономической классификации [29] с использо-
ванием базы данных SILVA v138 в качестве эталона 
[30]. Определение вида проводилось с помощью 
алгоритма точного соответствия в DADA2 с ис-
пользованием последовательностей SILVA v138, 
предварительно обработанных соответствующим 
образом с помощью пользовательских скриптов.

Статистическая обработка
Сравнение численности различных таксонов в раз-
ных когортах проводилось с помощью U-теста 
Манна- Уитни (для парных сравнений). Коррекция 
множественных тестов проводилась с помощью 

метода Бенджамина- Хохберга в R. Для расчета ин-
декса разнообразия Шеннона матрица, содержащая 
общее количество ASV на уровне вида на образец, 
была предоставлена в качестве входных данных 
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в пакет “vegan” на языке программирования R. Для 
идентификации специальных таксонов для каждой 

группы был проведен sPLS-DA анализ с помощью 
пакета «muliomix» на языке программирования R

Результаты исследования

Проведённое исследование выявило 684 вида микроор-
ганизмов в исследуемых образцах фекалий пациентов.

Анализ проведённых исследований показал, что 
образцы фекалий детей с аутоиммунными заболе-
ваниями печени и пациентов с неаутоиммунными 
заболеваниями печени различаются по бактериаль-
ному разнообразию (рисунок 1). Доминирующими 
таксонами у  детей неаутоиммунными заболе-
ваниями печени были Veillonella dispar, Veillonella 
parvula, Cloacibacillus porcorum, Prevotella histicola 
и Bacteroides eggerthii, а у пациентов с аутоиммунными 

заболеваниями печени доминирующих таксонов не 
выявлено (рисунок 2). При этом значимо различа-
лось процентное соотношение доминирующих видов 
кишечной микробиоты у детей с неаутоиммунными 
и аутоиммунными заболеваниями печени: Veillonella 
dispar, Veillonella parvula, Cloacibacillus porcorum, 
Prevotella histicola и Bacteroides eggerthii в образцах 
фекалий пациентов с неаутоиммунными заболева-
ниями печени значительно выше, чем в образцах 
фекалий детей с аутоиммунными заболеваниями 
(рисунок 3).

Обсуждение

Появляется все больше доказательств того, что изме-
нения в кишечном микробиоме коррелируют почти 

со всеми известными заболеваниями печени или 
иммунологическими заболеваниями [13, 17, 31, 32].

Рисунок 1. 
Различия по 
бактериальному 
разнообразию 
кишечной ми-
кробиоты у детей 
с аутоиммунными 
и неаутоиммунны-
ми заболеваниями 
печени.
Figure 1. 
Diff erences in 
bacterial diversity 
of the gut microbi-
ota in children with 
autoimmune and 
non-autoimmune 
liver diseases.

Рисунок 2. 
Таксономический 
состав кишечной 
микробиоты 
у детей с ауто-
иммунными 
и неаутоиммунны-
ми заболеваниями 
печени.
Figure 2. 
Taxonomic com-
position of the 
gut microbiota 
in children with 
autoimmune and 
non-autoimmune 
liver diseases.
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Несмотря на значительное разнообразие кишеч-
ной микробиоты у здоровых людей [2], исследова-
ния показывают её дисбаланс при ВЗК со значи-
тельным снижением количества таких микробов, 
как Prevotella copri или бактерия Faecalibacterium 
prauznitzii, продуцирующими бутират, тогда как 
у здоровых людей отмечается высокая численность 
таких бактерий, как Ruminococceae [33]. А печень 
как орган, функция которого непосредственно 
связанна с функциями кишечника вследствие того, 
что она находится на границе между системным 
кровообращением и потоком молекул ксенобиоти-
ков и микробно- ассоциированных молекулярных 
паттернов, поступающих в результате абсорбции 
в кишечнике, ещё является и продуцентом желч-
ных кислот, метаболизм которых тесно ассоцииро-
ван с деятельностью кишечной микробиоты.

Известно, что иммунные/аутоиммунные вос-
палительные заболевания билиарной системы 
связаны с изменениями микробиоты. Первичный 
билиарный холангит (ПБХ) и первичный склерози-
рующий холангит (ПСХ) являются хроническими 
прогрессирующими воспалительными заболева-
ниями с поражением как крупных, так и мелких 
желчных протоков, которые, в конечном итоге, 
приводят к циррозу и печеночной недостаточности. 
Хорошо известная ассоциация ПСХ с ЯК и сниже-
нием функции эпителиального барьера кишечника 
подчеркивает косвенную связь ПСХ с кишечной 
микробиотой. Многочисленные таксономические 
анализы образцов фекалий и слизистых оболочек 
пациентов выявили дисбаланс кишечной микро-
биоты [34] с обычно применимыми оговорками 
относительно коррелятивного характера этих 

исследований. Однако, эти исследования прово-
дились у взрослых. В недавнем исследовании по-
казаны данные, характеризующие особенности 
кишечной микробиоты у детей с хроническими 
заболеваниями печени в сравнении с показателями 
условно здоровых детей [35].

Механически перенос микробиоты человека, 
страдающего ПСХ, стерильным мышам вызывал 
снижение барьерной функции эпителия кишеч-
ника и индукцию печеночных Th 17-ответов [36]. 
Кроме того, в этих моделях были описаны измене-
ния проницаемости кишечника и опосредованное 
инфламмасомой вида NLRP3 воспаление печени 
[37]. Инфламмасома NLRP3 представляет собой 
внутриклеточный белковый комплекс, ответствен-
ный за запуск воспалительных процессов, регули-
руя созревание и секрецию провоспалительных 
цитокинов IL-1β и IL-18, и является основным ме-
диатором в оси «кишечник- печень». Было показано, 
что развитие воспаления кишечника происходит 
из-за активации инфламмасомы NLRP3. Кроме 
того, высокие уровни вторичных желчных кислот 
способствуют образованию активных форм кисло-
рода и азота и связаны с нарушением целостности 
кишечного эпителия наряду с воспалением [38].

Представленные нами данные различий струк-
туры сообщества фекальной микробиоты у детей 
с аутоиммунными и неаутоиммунными заболе-
ваниями печени, диагностированные с помощью 
секвенирования гена 16S рРНК, показывают, что 
дисбаланс микробиоты у пациентов с аутоиммун-
ными заболеваниями печени характеризуется от-
сутствием доминирующих таксонов, в то время 
как у детей с неаутоиммунными заболеваниями 

Рисунок 3. 
Процентное 
соотношение 
видов бактерий 
кишечной ми-
кробиоты у детей 
с аутоиммунными 
и неаутоиммунны-
ми заболеваниями 
печени.
Figure 3. 
Percentage of 
bacterial species of 
the gut microbiota 
in children with 
autoimmune and 
non-autoimmune 
liver diseases.
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печени в кишечной микробиоте определялись 
такие доминирующие таксоны, как Veillonella 
dispar, Veillonella parvula, которые ферментируют 
уксусную, молочную и пировиноградную кисло-
ту. Обычно Veillonella dispar считается непато-
генной бактерией, но предполагается возможная 
роль в воспалении и колоректальном раке [39,40]. 
Исследования также показывают, что Veillonella 
продуцирует липополисахариды [41]. Сообщалось, 
что они участвуют в нескольких тяжелых воспали-
тельных состояниях, включая рецидивирующую 
болезнь Крона [42], остеомиелит [43] и эндокардит 
[44]. Показано, что при аутоиммунном гепатите 
у взрослых по мере прогрессирования заболевания 
от легкого до тяжелого воспаления обилие V. dispar 
значительно увеличивается [45]. Эти результаты 
дают убедительные доказательства потенциала 
неинвазивного анализа кала для помощи в диа-
гностике и стратификации людей с аутоиммунным 
гепатитом. По нашим данным у детей и Veillonella 
parvula, и Veillonella dispar значительно преобла-
дали при неаутоиммунных заболеваниях печени.

Доминирующим таксоном при неаутоиммун-
ных заболеваниях печени в нашем исследовании 
выявлена Prevotella histicola, которая является 
сахаролитиком и производит уксусную кислоту 
и янтарную кислоту в качестве основных конечных 
продуктов ферментации, а также незначительное 

количество изовалериановой кислоты и молочной 
кислоты [46]. Она также продуцирует такие вита-
мины, как биотин и фолат, и участвует в перевари-
вании сложных углеводов и производстве ацетата. 
В моделях на животных показано, что Prevotella 
histicola является одной из терапевтических бак-
терий, которую используют при лечении таких 
аутоиммунных заболеваний, как ревматоидный 
артрит [47], рассеянный склероз [48], аутоиммун-
ная энцефалопатия [49].

Доминирующим таксоном при неаутоиммунных 
заболеваниях печени у детей также были Bacteroides 
eggerthii, которые являются условно- патогенными 
микроорганизмами, но могут вызывать гнойно- 
воспалительные заболевания различной лока-
лизации. Установлено, что этот микроорганизм 
продуцирует гепариназу I, которая может быть суб-
стратом для получения гепарина [50]. Bacteroidetes 
выделяют ферменты, эффективно разрушающие 
сложные углеводы [51,52].

Кроме того, доминировали Cloacibacillus 
porcorum, относящийся к роду Clostridium, которые 
продуцируют ацетат, пропионат, формиат и бути-
рат и участвуют в синтезе нуклеотидов для ДНК 
и РНК; однако этот микроорганизм известен, как 
потенциальный патоген для человека [53], в модели 
на животных способный разрушать муциновый 
слой в кишечнике и вызвать энтеропатию [54].

Заключение

Мы описали структуру сообщества фекальной 
микробиоты у детей с аутоиммунными заболева-
ниями печени в сравнении с неаутоиммунными 
заболеваниями, полученной с помощью секвени-
рования гена 16S рРНК. Наши данные показывают, 
что у детей дисбаланс кишечной микробиоты при 
аутоиммунных заболеваниях печени характеризу-
ется более низким бактериальным разнообразием, 
отсутствием доминирующих таксонов, в отличие 
от фекальной микробиоты детей с неаутоиммун-
ными заболеваниями печени.

Для обобщения этих результатов потребуют-
ся многоцентровые исследования. Это исследо-
вание предоставляет доказательства связи, а не 
причинно- следственной связи. Необходимы даль-
нейшие исследования, чтобы оценить, играют ли 
ассоциированные с заболеванием бактерии роль 
в иммунной дисфункции и воспалении печени, 
а также их роль в патогенезе аутоиммунных за-
болеваний. Тем не менее, наши данные сообщают 

о исследовании микробиоты кишечника детей с за-
болеваниями печени и дают новое представление 
о патогенезе заболеваний, а также повышают воз-
можность использования неинвазивных биомар-
керов в их стратификации.

Хотя метагеномные исследования еще не по-
лучили широкого распространения, они уже ис-
пользовались для диагностики инфекций у детей, 
выявления генов резистентности в клинических 
образцах и характеристики вспышек заболеваний. 
При этом на сегодняшний день стоимость и время 
выполнения работ ограничивают его применение 
в клинических лабораториях, но новые платформы 
и повышенный комфорт при использовании этих 
методов продолжают продвигать диагностическую 
метагеномику в клиническую педиатрию. В этой 
области ещё предстоит провести много исследо-
ваний. В ближайшем будущем педиатры будут 
все чаще использовать метагеномные методы при 
обследовании и выборе лечения детей.
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