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Резюме

Несмотря на большие успехи в лечении онкологических заболеваний, остается актуальным разработка медицинских 
технологий, позволяющих предотвратить или уменьшить осложнения терапии, в частности, связанные с оперативным 
вмешательством и введением антибиотиков.

Целью исследования явилась оценка эффективности использования аутопробиотиков на основе индигенных непато-
генных штаммов Enterococcus faecium и E. hirae при комплексной терапии колоректального рака (КРР) в раннем после-
операционном периоде. Использование аутопробиотиков не вызывало побочных эффектов, приводило к снижению 
уровня провоспалительных цитокинов IL-6 и IL-18 в сыворотке крови. Выявлены особенности микробиома кишечника 
у больных с КРР, принципиально отличающиеся от данных других авторов увеличением альфа- биоразнообразия, 
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представительства лактобацилл, бифидобактерий, Bacteroides thetaiotaomicron и его дополнительные различия, связан-
ные с отсутствием непатогенных энтерококков: большее количество Parvimonas micra, меньшее количество Akkermansia 
sp., увеличение содержания Klebsiella sp., Fusobacterium nucleatum и Clostridium perfringens. Применение аутопробиотиков 
приводило к элиминации P. micra, снижению количественного содержания C. perfringens, что способствовало норма-
лизации микробиоты у большинства пациентов.

Доказана эффективность аутопробиотиков при терапии КРР, которая, по-видимому, связана с изменением состава 
кишечного микробиоценоза.

Ключевые слова: микробиом, Enterococcus spp., Parvimonas micra, альфа- разнообразие, дисбиоз кишечника, интерлейкины
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Summary

Despite great advances in the treatment of oncological diseases, the development of medical technologies to prevent or reduce 
complications of therapy, in particular, those associated with surgery and the introduction of antibiotics, remains relevant. The aim 
of the study was to evaluate the eff ectiveness of the use of autoprobiotics based on indigenous non-pathogenic strains of En-
terococcus faecium and E. hirae in the complex therapy of colorectal cancer (CRC) in the early postoperative period.
The use of autoprobiotics did not cause side eff ects and led to a decrease in the level of pro-infl ammatory cytokines (IL-6 and IL-18) 
in the blood serum. The features of the intestinal microbiome in patients with CRC were revealed, which are fundamentally diff erent 
from those of other authors by an increase in alpha- biodiversity, lactobacilli, bifi dobacteria, Bacteroides thetaiotaomicron and its 
additional diff erences associated with the absence of non-pathogenic enterococci: a greater amount of Parvimonas micra, a smaller 
amount of Akkermansia spp., an increase in the content of Klebsiella sp., Fusobacterium nucleatum and Clostridium perfringens.
The use of autoprobiotics led to the elimination of P. micra, a decrease in C. perfringens, which led to the normalization of the mi-
crobiota in most patients. The eff ectiveness of autoprobiotics in the treatment of CRC has been proven, which, apparently, 
is associated with a change in the composition of intestinal microbiocenosis.

Keywords: microbiome, Enterococcus spp., Parvimonas micra, alpha- biodiversity, intestinal dysbiosis, interleukins

Введение

Выявлена связь между особенностями состава 
микробиоты кишечника и развитием онкологи-
ческих заболеваний, в частности, колоректально-
го рака (КРР). Качественные и количественные 
нарушения микробиоценоза напрямую связаны 
с  проявлениями иммунологического дисбалан-
са, как правило проявляющегося подавлением 
врожденного и гуморального иммунитета, проли-
ферацией лимфоидной ткани, разобщением меха-
низмов ограничения роста и лизиса опухолевой 
ткани [1–4]. Несмотря на достаточно противоречи-
вые данные, выявленные при метаанализе состава 
микробиоты и метаболома при КРР [5], при этой 
патологии чаще всего наблюдается уменьшение 
биологического разнообразия и увеличение пред-
ставителей родов Fusobacterium, Peptostreptococcus, 
Bacteroides, Eubacterium, Prevotella, Clostridium 
и филума Proteobateria (Pseudomonadota) [  5–11]. 
Увеличение количества представителей таких ви-
дов бактерий, как Bacteroides fragilis, Fusobacterium 
nucleatum, Streptococcus spp., Parvimonas micra 
и Peptostreptococcus stomatis также имеет высокую 
степень корреляции с КРР [ 5, 12–13]. Важную роль 
в генезе КРР играют патогенные Escherichia coli [  14], 
Enterococcus faecalis [15], муколитические бактерии 
Akkermansia muciniphila [ 16] и индукторы синтеза 
холестерола Peptostreptococcus anaerobius, стимули-
рующие пролиферацию колоноцитов [17].

Также к числу онкогенных бактерий относят суль-
фидогенные бактерии [18], сальмонеллы и другие 
патогенные микроорганизмы, способствующие раз-
витию воспаления в толстой кишке [  19].

В то же самое время у бактерий, принадлежа-
щих к родам Collinsella, Slackia, Faecalibacterium 
и  Roseburia, выявлен антионкогенный эф-
фект  [ 20–23]. Механизмы противоопухолевой 
защиты обнаружены у  пробиотических бакте-
рий Streptococcus faecalis, Clostridium butyricum, 
Bacillus mesentericus, Lactobacillus plantarum 
(Lactiplantibacillus plantarum) 299v, L. plantarum, 
Lacticaseibacillus casei, Bifi dobacterium spp. (в част-
ности, B. longum) и Saccharomyces cerevisiae [ 24–29]. 

Противоопухолевый эффект пробиотиков связы-
вают с ингибированием колонизации слизистой 
оболочки кишечника патогенными бактериями, 
усилением барьерных функций кишечника, сти-
муляцией выработки муцина и экспрессией белков 
плотных контактов. Они способствуют «гомео-
статическим» иммунным реакциям, увеличивая 
пролиферацию Treg-клеток, регулируя выработку 
провоспалительных цитокинов и усиливая апоптоз 
раковых клеток [30].

Применение пробиотиков целесообразно в про-
цессе лечения больных КРР на всех этапах: в пери-
операционном и в отдаленном послеоперационном 
периоде, на фоне использования облучения и введе-
ния цитостатиков, так как все указанные традицион-
ные способы терапии оказывают отрицательное воз-
действие на организм, одним из которых является 
усугубление дисбиоза кишечника [ 28, 31–32]. В ряде 
случаев недостаточная эффективность пробиотиков, 
быстрое выведение из организма, побочные эф-
фекты, связанные с их приемом: ацидоз, диспепсия, 
инфекционные осложнения [33–34] обусловили 
поиск альтернативных методов коррекции клинико- 
лабораторных показателей при КРР. В  ФГБНУ 
«ИЭМ» разработана медицинская технология, по-
зволяющая до начала терапии выделять из образ-
цов микробиоты кишечника индигенные полезные 
бактерии, а вовремя и после проведения комплекса 
лечебных мероприятий вводить для восстановления 
кишечного микробиоценоза аутопробиотические 
штаммы в тех же количествах, что и пробиотиче-
ские [35]. Применение аутопробиотиков в качестве 
персонифицированного функционального пище-
вого продукта (ПФПП) —  новый терапевтический 
подход, имеющий ряд преимуществ по сравне-
нию с применением промышленных пробиотиков. 
Основным преимуществом применения индиген-
ных непатогенных штаммов лактобацилл, бифидо-
бактерий и энтерококков являются: биологическая 
совместимость с другими представителями микро-
биоты хозяина, адаптация к условиям обитания 
в организме, отсутствие дополнительной нагрузки 
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на иммунную систему и благотворное влияние 
на пищеварение. Эти феномены изучены на биоло-
гической модели антибиотико- ассоциированного 
дисбиоза кишечника [3 6–38]. Актуальность исполь-
зования аутопробиотических энтерококков доказана 
также при терапии многих соматических заболева-
ний и коррекции дисбиотических состояний [3 9–41]. 

Несмотря на значительный массив исследований, 
посвященных микробной терапии с аутопробио-
тиками, их влияние на организм и его микробио-
ту при терапии онкологических больных изучено 
недостаточно. В данной работе проведена оценка 
эффективности аутопробиотиков в раннем после-
операционном периоде терапии КРР.

Материалы и методы

Исследование проводилось на пациентах с КРР I–III 
стадии, давших до оперативного вмешательства 
письменное информированное добровольное со-
гласие на пробиотическую поддержку, и соответ-
ствовавших критериям включения/исключения. 
Прооперировано 55 человек, из них 28 мужчин 
(от 55 до 86 лет) и 27 женщин (от 55 до 80 лет) с ди-
агнозами: рак сигмовидной кишки, ректосигмоид-
ного отдела и восходящей ободочной кишки.

Критерии включения пациентов.
1. Гистологически верифицированный рак тол-

стой кишки T1–4 N0–2 M0.
2. Радикальное оперативное вмешательство 

по поводу рака толстой кишки (ободочной кишки) 
лапароскопическим доступом.

3. Возраст старше 18 лет.
4. Индекс Карновского более 80%, ECOG-ВОЗ 0–2.
Критерии невключения пациентов
1. Первично- множественные опухоли.
2. Наличие отдаленных метастазов.
3. Хронические воспалительные заболевания тол-

стой кишки.
4. Предшествовавшие операции на кишечнике, 

в том числе эндоскопические.
5. Иммунодефицитные состояния.
6. Психиатрические заболевания.
7. Установленный диагноз семейного полипоза 

или синдрома Линча.
8. Любые другие клинические состояния, которые 

могут влиять на безопасное выполнение протокола.
9. Употребление пробиотических продуктов 

и препаратов, антибиотиков и алкоголя менее чем 
за 10 дней до оперативного вмешательства.

Критерии исключения пациентов (основания для 
прекращения применения апробируемого метода).

1. Наличие ургентных осложнений заболевания 
(кровотечение, перфорация, острая кишечная не-
проходимость), повлекшие за собой оперативное 
лечение в экстренном порядке.

2. Неоперабельность опухоли, выявленная ин-
траоперационно.

3. Отказ пациента от участия в протоколе на лю-
бом из этапов.

4. Несоблюдение пациентом режима и условий 
лечения.

5. Смерть пациента.
6. Достижение конечных точек исследования.
Все пациенты до начала обследования и лече-

ния были информированы о плане лечения и воз-
можных осложнениях. Параметры, которые оце-
нивались в ходе исследования, включали: возраст, 
пол, вес, тип, дифференцировку и локализацию 
опухоли, наличие и степень стеноза просвета киш-
ки, предоперационное лечение (химиотерапия, 
лучевая терапия), предоперационную подготовку 
кишечника, объем оперативного вмешательства, 
антибактериальную терапию, сроки появления пе-
ристальтики, стула и газов после операции, после-
операционные осложнения, лабораторные пока-
затели. Предоперационная подготовка кишечника 
включала в себя бесшлаковую диету в течение 7 
суток перед операцией. Очистительные клизмы 
выполняли пациентам со стенозирующей опухолью 
(просвет непроходим для колоноскопа в комплексе 
с клинической картиной субкомпенсированных на-
рушений кишечной проходимости). Всем больным 
внутривенно профилактически вводили антими-
кробные препараты: 1,5 г цефуроксима и 0,5 г метро-
нидазола за 30–40 минут до операции и двукратно 
после операции в течение 24 часов.

Дизайн исследования
За 10 дней до оперативного вмешательства у па-
циентов из пробы фекалий были выделены ауто-
прбиотические штаммы Enterococcus faecium или 
E. hirae, на основе которых получен ПФПП (груп-
па А). Пациентам, у которых не удалось выделить 
аутопробиотические штаммы энтерококков, назна-
чались пробиотические энтерококки (группа П). 
В качестве группы сравнения микробиоты у здо-
ровых лиц и пациентов с КРР взяты 20 здоровых 
волонтеров (группа К). Все пациенты и здоровые 
волонтеры, участвующие в эксперименте подпи-
сали добровольное информмированное согласие.

Первая проба фекалий для полимеразной 
цепной реакции в  режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) и метагеномного анализа забиралась 

у больных до операции и терапии аутопробиотиком. 
Вторая —  сразу же после курса введения ПФПП. 
Аутопробиотики больные получали в течение 10 
дней по 50 мл 2 раза в день с первого дня после 
операции. Дизайн исследования представлен на ри-
сунке 1.

Во время приема аутопробиотика пациенты вели 
дневники, в которых указывали частоту дефекации, 
характеристики стула, наличие метеоризма и боли. 
Свой ства стула после предоставления дневников 
пациентов оценивались по шкале Бристоля. Пробы 
фекалий до и после приема аутопробиотика были 
исследованы на состав микробиоценоза кишечника 
при помощи ПЦР-РВ и метагеномного исследования 
16S рРНК.
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Изготовление аутопробиотиков
Была использована методика изготовления ауто-
пробиотиков на основе непатогенных E. faecium, 
разработанная нами ранее [42]. Все выделенные 
культуры аутопробиотических энтерококков были 
идентифицированы до вида и исследованы на на-
личие генов патогенности по разработанному ранее 

алгоритму [43]. Идентификацию энтерококков про-
водили при помощи ПЦР и MALDI-TOF.

Непатогенные E. faecium и E. hirae, выделенные 
от пациентов, выращивали на среде SuproPlus 2640 
(Monsanto company, Missouri, США, концентрация 
40 г/л) и затем на их основе готовили ПФПП.

Лабораторные исследования

Цитокиновый статус
Уровень содержания цитокинов TNF-α, IL-8, IL-10, 

IL-1 бета, IL-6, IL-18, МСР-1, гамма- интерферона 
в сыворотке крови определяли при помощи твер-
дофазного иммуноферментного анализа, используя 
тест системы ЗАО «Вектор- Бест», (Новосибирск, 
РФ) и комплекса аналитического оборудования для 
ELISA (Bio- Rad, США).

Анализ микробиоты кишечника
Полимеразная цепная реакция в режиме реаль-

ного времени
Выделение ДНК из  фекалий проводили, ис-

пользуя набор ДНК-ЭКСПРЕСС «Литех» (Москва, 
Россия). ПЦР-РВ с флуоресцентно- мечеными зон-
дами Taqman проводилась на приборе Bio- Rad с ис-
пользованием тест системы «Колонофлор-16» (ООО 
АльфаЛаб). Данная методика позволяет оценить 
общее количество бактерий, а также количество 
облигатных и условно- патогенных представителей 
микробиоты: Lactobacillus spp., Bifi dobacterium spp., 
Clostridium diffi  cile, Enterococcus spp., E. coli, энтеропа-
тогенная E. coli, B. fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, 

Faecalibacterium prausnitzii, Proteus mirabilis, Proteus 
vulgaris, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Klebsiella oxytoca, Candida spp., Clostridioides diffi  cile, 
Clostridium perfringens, Proteus spp., Enterobacter 
spp., Methanobrevibacter spp., Fusobacterium spp., 
Akkermansia spp., Acinetobacter spp., Prevotella spp.

Анализ последовательностей генов 16S рPHK
С целью изучения метагенома кишечника были 

проанализированы библиотеки вариабельных 
участков V3 и V4 гена 16S рРНК с использованием 
прибора MiSeq (Illumina, США) [36]. Для приго-
товления библиотек использовали стандартный, 
рекомендованный компанией Illumina, метод, осно-
ванный на проведении двух раундов ПЦР. Первый 
раунд включал амплификацию фрагмента гена 16S 
РНК, добавление к целевому фрагменту адаптер-
ных нуклеотидных последовательностей за счет 
ПЦР-праймеров. На базе модулей lattice и ggplot2 
программного пакета R были реализованы средства 
визуализации состава микробиома, полученного 
в результате секвенирования областей V3/V4 16S 
рРНК.

Методы статистического анализа результатов исследований
Статистическую обработку материала проводили 
с помощью программы Statistica for Windows, v. 10 
(StatSoft , США) с использованием параметрических 
и непараметрических критериев. Статистическую 
обработку данных о концентрации микроорга-
низмов в кале выполняли после предварительной 
логарифмической трансформации исходных вели-
чин. Достоверность различий между значениями 
оценивали с использованием критерия для непа-
раметрических данных (А-тест Крускала- Уоллиса, 

уровень значимости р<0,05). Графики и диаграммы 
строили в программах Statistica for Windows, Excel, 
GraphPadPrism.

Для каждой группы вычисляли дескриптивные 
характеристики: частота встречаемости признака 
(для дискретных признаков), среднее значение по-
казателя (M), стандартное отклонение (σ), ошибка 
среднего (m), минимум, максимум, медиана и квар-
тили для признаков с непрерывным распределением. 
Результаты считали достоверными при р<0,05.

Результаты исследования

1. Клинико- лабораторные данные
По литературным данным, у всех пациентов с КРР 
возникают существенные сдвиги в кишечном ми-
кробиоценозе. Оперативное вмешательство с ис-
пользованием антибактериальных препаратов 
приводит, как правило, к еще более тяжелым послед-
ствиям, проявляющимися в существенном измене-
нии клинико- лабораторных показателей и состава 
микробиоты, которые создают предпосылки к таким 

серьезным осложнениям, как абдоминальный 
сепсис, псевдомембранозный колит, антибиотико- 
ассоциированные дисбиозы и колиты [44–46].

В ходе настоящего исследования больные КРР 
находились в клинике после операции 5–7 дней, что 
свидетельствовало об отсутствии послеоперацион-
ных осложнений на фоне применяемой комплексной 
терапии. В период наблюдений на фоне быстрой 

Рисунок 1.
Этапы 
исследования

Условные 
обозначения: 
V1 и V2 —  визит 
первый и второй, 
соответственно, для 
сдачи биоматериала.

АМП —  
антимикробные 
препараты.
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нормализации частоты стула наблюдались низкая 
выраженность метеоризма и изменение свой ств 
стула с 6 до 4 через 3 дня приема аутопробиотиков 
(рисунок 2). Это соответствовало результатам, опи-
санным при использовании пробиотиков другими 

авторами при терапии онкологических заболева-
ний [47–49].

Введение аутопробиотиков приводило к сниже-
нию уровня провоспалительных цитокинов IL-6 
и IL-18 в сыворотке крови (рисунок 3). Трактовка 
этих результатов достаточно сложна, так как на-
блюдения за изменениями цитокинового статуса 
у больных КРР до и после терапии практически 
не проводились ранее.

Главными механизмами неопластической транс-
формации клеток хозяина считаются нарушение 
микробиоценоза кишечника, синтез бактериями, 
заселяющими желудочно- кишечный тракт, «пато-
логических» метаболитов и продукция токсических 
активных форм кислорода, реактивного азота и дру-
гих факторов, вследствие которых нарушаются им-
мунные процессы и возникает воспаление [50–51]. 
Известно, что в патогенезе КРР значительную роль 
играют провоспалительные цитокины и гормоны. 
Негативным прогностическим фактором при КРР 
является избыток хорионического гонадотропина 
человека, провоцирующего гиперсекрецию TNF-α 
и IL-6, а также синтез IL-8 и матриксных металло-
протеиназ, способствующих инвазии патогенных 
микроорганизмов за пределы слизистой оболочки 
кишечника [52–54]. Опубликованы данные по не-
гативному прогнозу КРР при высоком содержании 
IL-6 и TNF-α в перитонеальной жидкости в после-
операционном периоде [55].

Другими авторами также отмечено увеличение 

содержания IL-6 и TNF-α в сыворотке крови больных 
КРР и их снижение после операции на 40–60% [52].

Нельзя исключить, что наблюдаемые нами изме-
нения после аутопробиотической поддержки свя-
заны не только с базовой комплексной терапией 
КРР, но и с антивоспалительным действием ауто-
пробиотиков, оказавшимися влияние на иммунитет 
и микробиоту [36].

2. Исследование микробиоты кишечника

2.1. Особенности микробиоты при колоректальном раке

2.1.1. Бактериологическое исследование
Бактериологическое исследование было нацелено 
на выделение непатогенных Enterococcus spp. для 
получения аутопробиотиков. Генетический анализ 
ДНК, выращенных на азидной среде энтерококков, 
позволил выявить их видовую принадлежность 
и наличие в геноме генов патогенности и устой-
чивости к ванкомицину (Рисунки 4, 5). Пациенты 
(33 человека), у которых из фекалий были выделе-
ны непатогенные E. faecium (97,3% клонов) и/или 
E. hirae (73% клонов), были отнесены к группе А. 

В группе П (22 человека) указанные виды энтеро-
кокков были обнаружены значительно реже, при-
чем все выделенные клоны содержали в геноме 
гены патогенности. С одинаковой частотой были 
выделены в обеих группах E. durans и E. faecalis. 
Выявление непатогенных Enterococcus spp. расце-
нивалось нами как позитивный фактор и было 
использовано для аутопробиотикотерапии, ранее 
успешно апробированной при лечении различных 
заболеваний [56–58]. 

Рисунок 2.
Выраженность 
метеоризма 
и характеристик 
стула во время 
терапии 
аутопробиотиками.

Примечание: 
Характеристика 
стула проведена 
с использованием 
Бристольской 
шкалы. Метеоризм 
оценивали 
по выраженности 
в баллах 
(0 —  отсутствие, 
1 —  слабо 
выраженный, 
2 — умеренно 
выраженный, 
3 — сильно 
выраженный).

Рисунок 3.
Изменения 
в уровне IL-6 
и IL-18 в сыворотке 
крови до и после 
введения 
аутопробиотиков.

Примечание: 
Данные 
представлены 
в пкмоль на 1 л.
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2.1.2. Исследование микробима
Исследование микробиома кишечника при КРР про-
водили двумя методами, определяя количественное 
содержание маркерных таксонов при помощи ПЦР-
РВ и анализируя представительство отдельных так-
сонов с использованием метагеномного анализа 16S 
рРНК. Анализ проводили для всех больных с КРР, 
в том числе и для группы П, у которых выявить 
непатогенные энтерококки не удалось. Микробиоту 
пациентов группы А, у которых удалось выделить ау-
топробиотики (непатогенные энтерококки E. faecium 
и E. hirae), сравнивали с микробиотой остальных 
пациентов (Группа П).

2.1.3. Полимеразная цепная реакция в режиме 
реального времени
Сравнение микробиоты здоровых волонтеров 
и больных с КРР с помощью ПЦР-РВ (рисунок 6) вы-
явило у пациентов увеличение: количественного 
содержания Lactobacillus spp., Bifi dobacterium spp., E. 
coli, P.  micra, C. perfringens, Faecalibacterium prausnitzii, 
F. nucleatum, B. thetaiotaomicron, Bacteroides spp. (B. 
fragilis группа).

Ряд выявленных особенностей микробиоты 
кишечника исследованных нами больных с КРР 
не укладывалось в концепцию «уменьшение по-
лезных бактерий». Это проявлялось в увеличении 
количественного содержания Lactobacillus spp., F. 
prausnitzii и Bifi dobacterium spp., что было неожи-
данным, хотя ранее и описано в редких работах 
по метаанализу микробиоты кишечника при рассма-
триваемой патологии [5, 58–61]. По-видимому, роль 
лактобацилл, бифидобактерий и Faecalibacterium spp. 
при КРР не совсем ясна и требует уточнения видо-
вой принадлежности, а также изучения штаммовых 
особенностей этих бактерий.

Обращало на себя внимание увеличение популя-
ции В. thetaiotaomicron. С одной стороны, эти бак-
терии участвуют в реализации уникального проти-
вовоспалительным PPAR-γ-зависимого механизма, 
ослабляя экспрессию провоспалительных цитоки-
нов, способствуя ядерному экспорту RelA одной 
из субъединиц NF-κB. Рассматриваемые бактерии 

также способны ингибировать, вызванную TNF-α 
и IFN-γ дисфункцию кишечного эпителия, изменяя 
как трансэпителиальное сопротивление, так и про-
ницаемость кишечника [62].

B. thetaiotaomicron и F. prausnitzii могут метаболи-
чески дополнять друг друга. В присутствии ацето-
генного B. thetaiotaomicron F. prausnitzii продуцирует 
больше противовоспалительного метаболита бути-
рата, основного источника энергии для колоноцитов. 
Таким образом, эти бактерии, модулируя слизистый 
барьер кишечника, изменяя бокаловидные клетки 
и гликозилирование муцина, поддерживают гоме-
остаз эпителия толстой кишки [63]. С другой сто-
роны, те же авторы указывают на способность B. 
thetaiotaomicron индуцировать экспериментальный 
колит у мышей с мутациями, обуславливающими 
чувствительность к воспалительным заболеваниям 
кишечника (ВЗК) характерными для человека.

Следует отметить, что при раке толстой кишки 
регуляция метилирования и деметилирования ги-
стонов является важным процессом для регуляции 
экспрессии опухолевых супрессоров и онкогенов. 
Несколько гистонметилтрансфераз и деметилаз 
сверхэкспрессируются и участвуют в росте КРР 
и метастазировании посредством эпигенетиче-
ской регуляции. Деградация гистонметилтранс-
феразы EHMT2 пропионатом, продуцируемым B. 
thetaiotaomicron, индуцирует апоптоз раковых кле-
ток толстой кишки посредством эпигенетической 
регуляции TNFAIP1 [ 64]. Увеличение содержания 
B. thetaiotaomicron может быть следствием иниции-
рования при КРР одного из защитных механизмов 
организма, направленных на разрушение опухоле-
вой ткани и стабилизации кишечного барьера.

В то же время наличие так называемых онкоген-
ных маркерных бактерий (P.micra и F. nucleatum), 
увеличение потенциально онкогенных эшерихий, 
токсигенных B. fragilis и C. perfringens подтверждает 
данные, полученные другими авторами [5, 11, 14].

Еще более интересные данные были получены при 
сранении микробиоты групп А и П больных с КРР 
до терапии, сравнивая материалы, взятые во время 
первого визита в лабораторию (биоматериал AV1 
и ПV1). Исследование при помощи ПЦР-РВ ми-
кробиоты пациентов групп А и П до оперативно-
го вмешательства выявило большее содержание A. 
muciniphila и меньшее P. micra в группе пациентов, 
у которых удалось выделить непатогенные энтеро-
кокки (рисунок 7).

Содержание аккермансий в составе микробиоты 
кишечника не было изменено при сравнении с кон-
тролем (нормобиозом). Однако в группе А было 
больше, чем в группе П.

A. muciniphila, грамотрицательные анаэробные 
бактерии, относящиеся к типу Verrucomicrobia, мо-
гут быть выделена из кишечника человека и дру-
гих животных [65]. Эти бактерии являются одними 
из наиболее распространенных представителей ком-
менсальной микробиоты кишечника. У здоровых 
взрослых людей представительство A. muciniphila 
может достигать 1–4% всех микроорганизмов, при-
сутствующих в толстой кишке. Важными физиологи-
ческой и метаболической функциями А. muсiniphila 
является их способность фиксироваться к эпители-
альным клеткам кишечника, формировать плотный 
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Рисунок 4.
Частота 
обнаружения 
различных видов 
энтерококков 
в фекалиях 
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Рисунок 5.
Частота 
обнаружения 
различных генов 
патогенности при 
исследовании 
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выделенных 
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больных из групп 
А и П.
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монослой и активно деградировать муцин. В процес-
се деградации и метаболизации муцина A. muciniphila 
образуют различные низкомолекулярные соеди-
нения, включая КЦЖК (ацетат, пропионат и не-
большие количества 1,2 пропанедиола и сукцината), 
которые используются энтероцитами, бокаловидны-
ми и иммунными клетками кишечника в качестве 
источника энергии и в различных метаболических 
процессах. Эти микробные жирные кислоты также 
выступают как сигнальные молекулы в работе им-
мунной системы, модуляторы иммунокомпетентных 
клеток и регуляторы продукции и активности генов 
нейрогуморальной системы [51, 65–67].

Анализ зарубежных данных показал, что у боль-
ных с язвенным колитом наблюдалось снижение 
A. muciniphila в составе фекальной микробиоты 
как при ремиссии [35], так и в процессе активной 
стадии этого заболевания [41, 54]. Данные биопсии 
кишечной мукозы больных с ВЗК позволили выя-
вить сниженные уровни этого микроорганизма [50]. 
В модельных и кинических исследованиях удалось 
показать, что А. muсiniphila оказывали воздействие 

на иммунный статус хозяина, включая усиление 
продукции антимикробного пептида Reg3 в отноше-
нии грамположительных бактерий в толстой кишке 
и слабый про-воспалительный эффект T-reg клеток 
у мышей [48, 49]. Модуляция воспаления и иммун-
ной системы, осуществляемая A. muciniphila, проис-
ходила за счет сигнальных путей, связанных с TNF-α, 
IFN-γ, IL-10 и IL-4 [48]. Эти эффекты A. muciniphila 
ассоциируют с наличием на поверхности этих бакте-
рий похожих на пили структур с размером более 100 
kDA. В последующем в них были выявлены специ-
альные мембранные белки (в частности, Amuc_1100 
белок). Этот белок взаимодействует с Toll-2 рецеп-
тором эпителиальных клеток, усиливает барьер сли-
зистой кишечника и индуцирует широкий спектр 
иммуномодулирующих ответов, включая продук-
цию цитокинов IL-6, IL-8 и IL-10 у сегментоядерных 
лейкоцитов [47, 49, 51]. Иммуномодулирующая роль 
этого белка подтверждена как в опытах in vitro, так 
в экспериментах на различных животных. Однако 
на экспериментальной модели (индукция азокси-
метаном /декстрансульфатом натрия КРР у мышей 

Рисунок 6.
Особенности 
микробиоты 
у пациентов 
с колоректальным 
раком 
по сравнению 
с группой контроля 
(количественное 
содержание 
статистически 
значимых 
бактерий, 
по данным ПЦР-РВ).

Примечания: 
Количественное 
содержание 
Lactobacillus spp. 
(А); Bifi dobacterium 
spp. (Б); Bacteroides 
thetaiotaomicron 
(В); Fusobacterium 
nucleatum (Г); 
Escherichia coli (Д); 
бактероидов (Е); 
Parvimonas micra 
(Ж); Clostridium 
perfringens (З).
На боксплотах 
отражены от 25-го 
до 75-го процентиля, 
«усы» —  минимум 
и максимум, 
линия —  медиана, 
«+» —  ср.значение.
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C57BL/6) показано, что введение A. muciniphila 
может индуцировать воспаление и пролифера-
цию опухолевых клеток. Мыши, получавшие A. 
muciniphila, имели более серьезную потерю веса, 
меньшую длину толстой кишки и большее коли-
чество метастазов опухолей кишечника, большее 
повреждение толстой кишки и меньшее количество 
бокаловидных клеток, повышенную экспрессию 
генов воспалительных цитокинов, чем животные 
контрольной группы, которым после индукции КРР 
вводился фосфатный буфер. Кроме того, результаты 
экспериментов in vitro показали, что совместное 
культивирование эпителиальных клеток толстой 

кишки с A. muciniphila усиливало клеточную про-
лиферацию и экспрессию генов молекул, связан-
ных с пролиферацией [67–68]. Следовательно, A. 
mucinipila может не только нормализовать функции 
кишечного эпителия, но и способствовать развитию 
КРР.

Также обращали на себя внимание тенденции 
к увеличению количества энтерококков на фоне сни-
жения количества F. nucleatum в группе А по срав-
нению с П, количество C. perfringens и Klebsiella spp. 
были увеличены у больных с КРР по сравнению 
с группой контроля и превалировали в группе П 
по сравнению с группой А (рисунок 8).

Рисунок 7.
Различия 
в содержании 
Parvimonas micra 
и Akkermansia 
muciniphila 
в группах А и П 
до оперативного 
вмешательства 
(количественное 
содержание 
статистически 
значимых 
бактерий, 
по данным ПЦР-РВ).

Примечания: 
Количественное 
содержание 
бактерий при 
первом визите 
группы А (AV1), 
группы П (ПV1). 
Количественное 
содержание 
Parvimonas micra 
(А), Akkermansia 
muciniphila (Б). 
На боксплотах 
отражены от 25-го 
до 75-го процентиля, 
«усы» —  минимум 
и максимум, 
линия —  медиана, 
«+» —  ср.значение.

2.1.4. Метагеномный анализ
При метагеномном анализе обращало на себя внима-
ние статистически достоверное увеличения альфа- 
биоразнообразия (рисунок 9), обычно сниженное 
при развитии патологических процессов. Альфа-
биоразнообразие играет важную роль в поддержа-
нии сбалансированной экосистемы, способствуя 
ее стабильности и экологической функции [67–68]. 
Однако некоторые исследования выявили увеличе-
ние альфа- разнообразия у пациентов с аутизмом, 
эпилепсией или транзиторной ишемией [69], что 
могло либо усугублять патологию, либо являться 
одним из направлений компенсаторных изменений 
микробиоценоза. 

Метагеномный анализ позволил выявить 
различия при сравнении представительств от-
дельных бактерий в группах П и К (рисунок 10). 
Обнаружены статистически достоверные умень-
шение (p=0,0017) в  представительстве филу-
мов Bacillota (синоним Firmicutes) и увеличение 
(p=0,0067) Bacteroidota (Bacteroidetes) в группе П 

по сравнению с контролем. В группе А выявлен-
ная закономерность проявилась как тенденция. 
Представительство Pseudomonadota (синоним 
Proteobacteria) в группе А и в большей степени П 
имело тенденцию к увеличению.

Полученные нами результаты вступают в про-
тиворечие с литературными данными, в том числе 
метаданным обзорных статей, обобщающих резуль-
таты исследования микробиома при КРР [5]. Следует 
отметить, что приведенные в обзорах и отдельных 
публикациях данные неоднозначны и весьма проти-
воречивы, по-видимому, в результате недостаточной 
стандартизации оценки состава микробиома, отсут-
ствие учета стадии и тяжести КРР.

В наших исследованиях отсутствие существенных 
сдвигов в соотношении отдельных представителей 
микробиоты кишечника в группе А коррелировало 
с результатами ПЦР-РВ, выявившем в этой группе 
менее выраженный, чем в группе П, дисбаланс в со-
ставе кишечного микробиоценоза.

Рисунок 8. Количественное содержание до оперативного 
вмешательства энтерококков, стафилококков, 
фузобактерий в группах А и П (ПЦР-РВ).

Примечания: Количественное содержание 
бактерий при первом визите группы А (AV1), 
группы П (ПV1). На боксплотах отражены 
от 25-го до 75-го процентиля, «усы» —  минимум 
и максимум, линия —  медиана, «+» —  
ср.значение.
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2.2. Микробиота кишечника после терапии аутопробиотиком
После курса терапии аутопробиотическими эн-
терококками при помощи ПЦР-РВ показано, что 
в группе А наблюдалось статистически достоверное 
снижение количества A. muciniphila, C. perfringens 
и P. micra и тенденция к увеличению Enterococcus 
spp. (рисунок 11).

Достаточно сложно объяснить снижение на фоне 
проведенной терапии содержания аккермансий, 
проявляющих как было отмечено ранее двой-
ственное влияние на организм. Однако этот пока-
затель колебался в пределах нормальных значений 
и его снижение скорее всего можно рассматривать 

как адаптивный механизм и нивелирование воз-
можных отрицательных воздействий этих бактерий, 
разрушающих муцин в поврежденной слизистой 
оболочки кишечника.

Обращало на себя внимание и отсутствие измене-
ний в содержании F. nucleatum на фоне терапии. Эти 
бактерии являются частью комменсальной флоры 
кишечника и полости рта, но ее присутствие свя-
зывают с патологическими состояниями, включая 
аппендицит, ВЗК, периодонтит и КРР. На экспери-
ментальных биологических моделях продемонстри-
ровано множество механизмов, с помощью которых 

Рисунок 9.
Альфа-
разнообразие 
микробиоты 
кишечника 
у пациентов 
из групп А, П 
и К (метагеномный 
анализ 16S рРНК).

Примечания: 
Количественное 
содержание 
бактерий при 
первом визите 
группы А (AV1), 
группы П (ПV1). 
На боксплотах 
отражены от 25-го 
до 75-го процентиля, 
«усы» —  минимум 
и максимум, 
линия —  медиана, 
«+» —  ср.значение.

Рисунок 11.
Различия в составе 
микробиоты 
кишечника 
до и после терапии 
аутопробиотиком 
(ПЦР-РВ).

Примечания: 
Количественное 
содержание 
Parvomonas micra 
(А); Akkermansia 
muciniphila (Б); 
Clostridium 
perfringens (В); 
энтерококков (Г). 
На боксплотах 
отражены от 25-го 
до 75-го процентиля, 
«усы» —  минимум 
и максимум, 
линия —  медиана, 
«+» —  ср.значение.

Рисунок 10. Представительство филов в пробах 
фекалий пациентов из групп А, П 
и К ((метагеномный анализ 16S 
рРНК).

Примечания: Количественное 
содержание бактерий при первом 
визите группы А (AV1), группы П (ПV1) 
и в группе здоровых волонтеров (К). 
На боксплотах отражены от 25-го 
до 75-го процентиля, «усы» —  
минимум и максимум, линия —  
медиана, «+» —  ср.значение.
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F. nucleatum может способствовать прогрессирова-
нию КРР, включая опосредованную E-кадгерином 
активацию передачи сигналов Wnt/β-катенина [70]. 
  Также было высказано предположение, что F. 
nucleatum ингибирует противоопухолевый им-
мунный ответ [71]. Сле довательно, их присутствие 
у рассматриваемой группы пациентов до и после 
терапии может быть и полезным. Неудивительно, 
что представительство фузобактерий у больных 
КРР по данным метаанализа может быть как умень-
шено, так и увеличено по сравнению со здоровыми 
людьми [5].

P. micra, как и F. nucleatum, является комменсалом 
полости рта, участвует в патогенезе внутричереп-
ного абсцесса, перикардита и некротизирующего 
фасциита, а также КРР [72–76]. Однако роль P. micra 
в прогрессировании КРР все еще в значительной 
степени неизвестна, и потенциал этих бактерий 
в качестве фекального маркера для выявления КРР 
до конца не выяснен [79]. В данном исследовании P. 

micra полностью элиминировали после воздействия 
аутопробиотика, что может рассматриваться как 
один из позитивных эффектов комплексной терапии.

Увеличение C. perfringens является характерной 
чертой микробиоты при КРР, а уменьшение их содер-
жания после терапии свидетельствует об ее успеш-
ности. По данным метаанализа, при КРР популяции 
аккермансии, как правило, увеличиваются, хотя есть 
публикации, свидетельствующие об обратном [5, 
10, 11]. Первоначальное большее содержание этих 
бактерий в группе А, по сравнению с группами К и П, 
в результате терапии аутопробиотиками восстанав-
ливается до значений, характерных для нормобиоты.

При помощи метагеномного анализа статисти-
чески достоверные различия до и после терапии 
в альфа- биоразнообразии и в представительстве 
таксонов не установлены. Возможно, это было свя-
зано с незначительными различиями микробиоты 
в группе А и К до терапии.

Заключение

Проведенное пилотное исследования свидетельству-
ют о безопасности аутопробиотических энтерокок-
ков при терапии КРР. Применение аутопробиотиков 
в послеоперационном периоде облегчает послеопе-
рационное течение, улучшает клиническую картину, 
нивелирует воспаление, способствует восстанов-
лению кишечного микробиоценоза и его функций. 
Все выявленные эффекты, по-видимому, в большой 
степени связаны с изменением состава кишечного 

микробиоценоза. Использование аутопробиотиков 
является одним из новых перспективных средств 
дополнительной терапии КРР.
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