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Резюме

Цель: выявить «маркерные» изменения состава микробиоты кишечника у пациентов с нарушениями углеводного обмена.

Методы: в исследование включены 92 пациента в возрасте в среднем 52,8 лет: с нормальной толерантностью 
к глюкозе (n=48), предиабетом (преСД2, n=24) и впервые диагностированным СД2 (n=20). Метагеномный анализ 
в формате оценки разнообразия последовательностей гена 16S рРНК осуществлен согласно протоколу 16S Metage-
nomic Sequencing Library Preparation.

Результаты: доминирующими бактериальными типами оказались Bacteroidetes (15,1±11,1%) и Firmicutes (68,2±11,9%). 
Индекс Шеннона был высоким во всей выборке (3,71±0,56), независимо от статуса углеводного обмена и массы тела 
пациентов. Представленность Firmicutes оказалась больше (р=0,007), а Bacteroidetes — меньше (р=0,01) у пациентов 
СД2. Во всей выборке доминировал род Blautia, с которым ассоциировался СД2 (р=0,006). Наблюдалась динамика 
увеличения количества бактерий рода Blautia и Serratia (р=0,002) в клиническом ряду нормальный углеводный 
обмен, преСД2 и СД2 (р=0,0006). Данная тенденция для Blautia усиливалась при наличии у пациента абдоминаль-
ного ожирения (р=0,003). С маркерами воспаления положительно ассоциировались рода Serratia и Paraprevotella 
(р<0,007). После стратифицировании пациентов по рациону питания, с нарушениями углеводного обмена ассоци-
ировались рода Blautia, Serratia и отдел Verrucomicrobia. Таксономический анализ выявил два фекотипа со средней 
силуэтной величиной 0,22. Различий по полу и возрасту пациентов в фекотипах не выявлено, однако обнаружена 
высокая встречаемость СД2 (p=0,016) в фекотипе, где индекс альфа-разнообразия (p=8.089e-05) и представлен-
ность ферментов, преобразующих бутирил-коА в бутират были низкими. Также обнаружены различия в фекотипах 
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по проценту путей синтеза витаминов (B9, B2, B6, K, B12). В 1-м фекотипе доминировали Prevotella, Oscillospira, Flavo-
bacterium, Sphingobacterium, Parabacteroides, во 2-м — Ruminococcus, Peptoniphilus, Thiothrix, Legionella (р<0,004).

Заключение: получены дополнительные свидетельства об участии микробиоты кишечника в патогенезе СД2.

Ключевые слова: Микробиота кишечника 1; микробиом 2; сахарный диабет 2 типа 3; предиабет 4; энтеротип 5; 16S 
рРНК секвенирование 6

Summary

Aims: to identify the “marker” changes in the composition of intestinal microbiota in patients with disorders of carbohy-
drate metabolism.

Materials and methods: to investigate the gut microbiota composition in association with the glucose tolerance analyzed 
92 patients (Me 52,8 years): with normal glucose tolerance (n=48), prediabetes (n=24) and T2D (n=20). Metagenomic analy-
sis was performed using 16SrRNA sequencing.

Results: Firmicutes (68,2±11,9%) predominantly represented microbiota, in a less degree by Bacteroidetes (15,1±11,1%). 
Shannon diversity index was higher (3.71±0.56) regardless of the presence or absence of impaired carbohydrate metab-
olism. The representation of Firmicutes was higher (р=0,007), Bacteroidetes (р=0,01) was lower in T2D. Blautia was a 
dominant genus in all samples. The representation of Blautia, Serratia was lower in prediabetes than in T2D, and even lower 
in normal glucose tolerance. C-reactive protein and Interleukin-6 were associated with higher representation of Serratia and 
Paraprevotella (p<0,007). Taxonomic analysis of the faecal metagenomes revealed two fecotypes with an average silhou-
ette value of 0.22. Subjects in each fecotype did’t diff er according to sex distribution and age but diff er according to high 
incidence of T2D (p=0.016) in fecotype where there was low index of alpha diversity (p=8.089e-05) and the representation 
of the enzymes that converts butyryl-CoA to butyrate. In clusters found diff erences according to the percentage of vitamin 
(B9, B2, B6, K, B12) synthesis pathway. Fecotype 1st is dominated Prevotella, Oscillospira, Flavobacterium, Sphingobacterium, 
Parabacteroides, while fecotype 2 by Ruminococcus, Peptoniphilus, Thiothrix, Legionella (p<0.004).

Conclusions: study provides the further evidence concerning the structural modulation of the microbiota in the T2D pathogenesis.

Keywords: Gut microbiota 1; microbiome 2; type 2 diabetes 3; prediabetes 4; enterotypes 5; 16S rRNA sequencing 6

Введение

Сахарный диабет 2 типа (СД2) – прогрессирующее 
и тяжелое заболевание, клинические проявления 
и осложнения которого обусловлены хронической 
гипергликемией [1]. Число больных диабетом неу-
клонно увеличивается в результате роста числен-
ности населения, увеличения среднего возраста 
населения, а также роста распространенности диа-
бета в каждой возрастной группе. На сегодняшний 
день 425 млн человек во всем мире страдает СД. 
Эксперты Международной диабетической федера-
ции к 2045 г. прогнозируют увеличение до 629 млн 
человек [2]. Российская федерация входит в десятку 
стран, в которых наибольшее число людей страдают 
СД. Рост популяции больных СД, прежде всего СД2 
и частоты его хронических осложнений – одна из 
самых актуальных проблем здравоохранения, с ко-
торой сегодня сталкивается мировое сообщество [2, 
3]. За последние несколько лет введены существен-
ные изменения в профилактике и лечении СД2, 
изучены новые патофизиологические механизмы 
развития заболевания. В дополнение к хорошо из-
вестным факторам риска, таким как генетическая 
предрасположенность, низкая физическая актив-
ность, ожирение, инкретиновая недостаточность, 
появился новый кандидат – измененная микробио-
та кишечника (МК) [4]. Выявленные генетические 
варианты, связанные с диабетом и статистические 

модели, которые сочетают в себе известные факто-
ры риска, незначительно улучшили прогнозирова-
ние СД2 [5]. Оказалось, что в отличие от них, соци-
ально-демографические и экологические факторы 
в большей степени влияют на риск развития СД2.

Необычайный всплеск научного интереса к МК 
связан с появлением новой генерации некульту-
ральных методов определения состава микробио-
ты. Наиболее значимыми из них являются методы 
метагеномного анализа, основанные на высоко-
производительном секвенировании библиотек то-
тальной геномной ДНК или библиотек фрагментов 
генов рибосомальных РНК (рРНК) [6]. Истинная 
численность микроорганизмов, населяющих ор-
ганизм человека выяснилась только после откры-
тия в 1990-х гг метода секвенирования 16S рРНК. 
Обнаружено, что в просвете желудочно-кишечно-
го тракта у здорового человека обитает более 1014 
бактериальных клеток с общим весом примерно 
1,5 кг, что на порядок превосходит общее число 
клеток человеческого организма [7]. МК харак-
теризуется определенным стабильным составом 
(до 40%), который называется ядром [8], остальная 
ее часть меняется под влиянием физиологических, 
диетических, климатогеографических факторов [9].

Максимальная концентрация микроорганизмов 
наблюдается в кишечнике, поэтому микробиота 
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кишечника считается важным «органом», участву-
ющим в не только в процессах пищеварения, но 
и в регуляции иммунной, эндокринной и нервной 
систем [10, 11]. Сахаролитические бактерии при 
гидролизе нерастворимых углеводов синтезируют 
короткоцепочечные жирные кислоты, с которыми 
связаны практически все жизненно важные про-
цессы в организме человека. Короткоцепочечные 
жирные кислоты являются основным источни-
ком энергии для клеток слизистой толстой кишки, 
стимулируют их рост и обновление, влияют на 
образование слизи, увеличивают всасывание воды 
и различных ионов, регулируют кислотно-щелоч-
ной баланс, влияют на перистальтику, поддержи-
вают микробное разнообразие состава, участву-
ют в процессах глюконеогенеза, липогенеза и т. д. 
Обнаружено, что гнотобиотическим (лишенным 
МК) грызунам, приходится потреблять на 30% 
больше пищи для сохранения массы тела [12].

В конце 2000-х годов были сформированы круп-
ные научные консорциумы, MetaHIT (Metagenome 
of Human Intestinal Tract, Европа), созданный для 
изучения МК человека, и HMP (Human Microbiome 
Project, США) – изучения всего микробного сооб-
щества, населяющего человеческий организм. По 
результатам проекта MetaHIT были выделены 3 энте-
ротипа или «фекотипа», или бактериальные «класте-
ры», которые отличались между собой относительно 
большим содержанием 1) Bacteroides, 2) Prevotella 
и 3) Ruminococcus [13]. Однако позднее выделение 
энтеротипов подверглось критике со стороны науч-
ного сообщества, поскольку вариаций состава МК 

оказалось намного больше, и отнести МК конкретно-
го человека к одному энтеротипу зачастую представ-
ляется сложным. Несмотря на большое разнообразие 
МК, в ее составе преобладают представители двух 
основных типов – Bacteroidetes и Firmicutes (около 
90% всего состава), также в меньших пропорциях 
представлены бактерии Proteobacteria, Fusobacteria, 
Actinobacteria, Verrucomicrobia и  Cyanobacteria. 
Представители Actinobacteria, Proteobacteria 
и Verrucomicrobia, как правило, присутствуют в мень-
шем количестве в здоровой МК, но они имеют значи-
тельный потенциал влияния на состояние здоровья. 
Кроме того, в кишечнике присутствуют и археи, в ос-
новном – род Methanobrevibacter [14,15].

В настоящее время изменение состава МК считает-
ся одним из ключевых факторов, который приводит 
к формированию различных заболеваний, таких как 
рак [16], атеросклероз [17], СД2 и метаболические на-
рушения [18–20] и т. д. Несмотря на то, что большин-
ство клинических исследований носят описательный 
характер, исследователи выявляли специфические 
маркеры заболеваний, как на таксономическом, так 
и на функциональном уровне. Однако данные, объ-
ясняющие механизмы влияния МК на риск развития 
этих заболеваний часто оказываются противоречи-
выми. Связано ли это с относительно маленьким 
числом пациентов, приемом лекарственных средств, 
техническими причинами или расовыми различиями, 
остается открытым вопросом.

Настоящая статья основана на исследовании, 
материалы которого впервые были опубликованы 
в Endocrine Connections в 2016 г. [21].

Материалы и методы

Дизайн исследования
В одномоментное исследование включены пациен-
ты в возрасте 25–76 лет. В зависимости от статуса 
углеводного обмена они были разделены на три 
группы: 1) пациенты без нарушений углеводного 

обмена, 2) с предиабетом и 3) с СД2 (уровень HbА1с 
от 6,5% до 9,0% и длительность заболевания не бо-
лее 12 месяцев после установки диагноза).

Критерии исключения
Эндокринные заболевания (кроме СД2); регуляр-
ный прием лекарственных средств; хроническая 
сердечная, печеночная и/или почечная недоста-
точность; онкологические заболевания; беремен-
ность и период лактации; анемия (кроме легкой 
степени тяжести); инфекционные заболевания; 

заболевания пищеварительного тракта в стадии 
обострения; трансплантация органов и операции 
на органах брюшной полости; лактозная непере-
носимость; аллергическая реакция на пищевые 
продукты; заболевания ротовой полости и зубоче-
люстной системы; отказ от участия в исследовании.

Этические аспекты
Все пациенты подписали информированное со-
гласие на участие в исследовании. Протокол ис-
следования был одобрен локальным этическим 

комитетом ФГБУ «ГНИЦ ПМ» МЗРФ. Протокол 
заседания ЛЭК № 8 от 29 ноября 2011 г.

Скрининг пациентов
Из 858 пациентов, прошедших скрининг, 92 соот-
ветствовали критериям включения. У всех пациен-
тов, включенных в исследование выполнена оценка 

углеводного обмена, хронического системного вос-
паления, характера питания, таксономического 
состава МК.

Оценка углеводного обмена
Только в 1-й и 2-й группах проведен пероральный 
глюкозотолерантный тест. Концентрацию глюкозы 
плазмы исследовали глюкозооксидазным методом 
на анализаторе SAPPHIRE-400 с использованием 

диагностических наборов DiaSys. Оценка НbА1с 
проводилась методом жидкостной хроматографии 
на анализаторе Sapphire 400 (Niigata Mechatronics, 
Япония) по стандартной методике производителя.
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Оценка хронического субклинического воспаления
Для оценки хронического субклинического воспа-
ления исследовали концентрацию высокочувстви-
тельного С-РБ (вчС-РБ), Интерлейкина 6 (ИЛ-6) 

иммуноферментным методом на анализаторе 
Sapphire 400 (Niigata Mechatronics, Япония)

Изучение характера питания
Характер питания (качественный состав, объем 
потребляемых продуктов, общая калорийность ра-
циона, химический состав) изучался при помощи 

стандартизованной компьютерной программы 
«анализ состояния питания человека» (версия 1.2.4 
ГУ НИИ питания РАМН 2003–2006).

Оценка состояния микробиоты кишечника
После выделения тотальной ДНК из собранных 
у участников образцов кала, подготовки библи-
отек, выполнено секвенирование вариабельных 

участков V3-V4 гена 16S рРНК с использованием 
набора MiSeq Reagent Kit v2 (300 циклов) и прибора 
MiSeq (Illumina, США).

Биоинформатическая обработка
Фильтрация ридов по качеству и таксономиче-
ская классификация всех образцов производилась 
с использованием программного комплекса ПО 
QIIME [22]. Таксономический состав всех образцов 
оценен путем классификации по базе данных по-
следовательностей гена 16S рРНК Greengenes v. 13.5 
[23] с помощью классификатора RDP. Результатом 
классификации являлось для каждого метагенома 
вектор из чисел ридов, идентифицированных как 
та или иная операционная таксономическая едини-
ца (т. н. OTU). Вектор относительной представлен-
ности был нормирован до 100% на каждый образец.

Статистический анализ результатов был вы-
полнен на языке программирования R (версия 
3.1.0). Сравнение относительной представленности 
каждого бактериального таксона в образцах кала 

выполнен при помощи критерия Манна-Уитни 
(поправка на множественное сравнение методом 
Бенджамини-Хохберга) и построение обобщенных 
линейных моделей (библиотека glm2 [24]). При по-
строении графиков многомерного шкалирования 
в качестве меры попарного различия таксономи-
ческого состава образцов использована UniFrac во 
взвешенном варианте [25]. Для построения иллю-
страций был использован пакет ggplot.

На графиках «ящики с усами» горизонтальной 
чертой отмечены медианы, нижняя и верхняя 
грань прямоугольника отвечают первой и третьей 
квартили, соответственно, «усы» соответствуют 
расстоянию между квартилями помноженному на 
1,5. Значения, выходящие за пределы «усов», счита-
ются выбросами и отмечаются точками.

Результаты

Объекты (участники) исследования
В исследование включено 92 человека в возрас-
те от 25 лет до 76 лет (средний возраст составил 
52,8±13 лет). Доля мужчин 28% (n = 26), женщин – 
72% (n = 66). Пациенты разделены на 3 группы: с нор-
мальной толерантностью к глюкозе (n=48), предиабе-
том (преСД2, n=24) и в впервые диагностированным 
СД2 (n=20). В среднем длительность преСД2 состави-
ла 0,22±0,031 лет, а СД2–0,78±0,069 лет. Из таблицы 1 
видно, что средние показатели возраста, индекса мас-
сы тела (ИМТ), отношения объема талии к объему 
бедер (ОТ/ОБ), вчС-РБ, гликемии натощак и HbA1c 

у пациентов с нарушенным углеводным обменом 
достоверно выше, чем у здоровых лиц. Пациенты 
с различной толерантностью к глюкозе между со-
бой не различались по энергетической ценности 
суточного рациона и количеству употребляемых 
белков, жиров и углеводов. Пациенты с нарушения-
ми углеводного обмена между собой различались по 
уровню гликемии натощак, HbA1c и ОТ/ОБ (выше 
у пациентов с СД2), также по энергетической ценно-
сти суточного рациона и количеству употребляемых 
углеводов (меньше у пациентов с СД2).

Секвенирование
В  результате секвенирования вариабельных 
участков V3-V4 16S рРНК в среднем получено 
102582±46284 ридов на каждый образец. В ана-
лизе задействованы 102581±39210 высококаче-
ственных ридов, что составляет 87%±2% от их 
изначального количества. Классифицированы 
из них 87,40±7,4%, в  среднем с  точностью до 
рода – 97,41±0,9%. Результаты секвенирования 

удовлетворяют критериям качества. Результатом 
классификации ридов стала таблица представ-
ленности операционных таксономических единиц 
OTU (на англ. operational taxonomic units) – услов-
ная таксономическая единица, соответствующая 
роду, виду или штамму и выделяемая по гомологии 
16S рРНК гена [25]. Тепловая карта относительной 
представленности OTU представлена на рисунке 1.

Индекс альфа-разнообразия Шеннона
Оценка видового разнообразия (богатства) ми-
кробиоты проводилась с помощью индекса аль-
фа-разнообразия Шеннона. В нашем исследова-
нии, в отличие от сопоставимой группы образцов, 
включенных в исследование P. Turnbaugh и соавт. 

[26] (Калифорнийский университет), где были при-
менены те же методы анализа, индекс Шеннона 
оказался достаточно высоким и составил 3,71±0,56 
(рисунок 2). При этом он был высоким во всей вы-
борке. Индекс альфа-разнообразия не различался 
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между образцами здоровых в сравнении с об-
разцами пациентов с различными нарушениями 

углеводного обмена, пациентов с ожирением и без, 
также пациентов разных возрастных групп.

Доминирующие типы (филумы) микроорганизмов
Доминирующие бактерии всего состава оказа-
лись представителями двух основных типов бак-
терий: Bacteroidetes, среднее содержание которых 

составил 12,7±9,86%, и Firmicutes со средним содер-
жанием 57,09±13,6%, что согласуется с литератур-
ными данными [13].

Бактериальные типы, ассоциированные с нарушениями углеводного обмена
С целью оценки взаимосвязи между углеводным 
обменом и представленностью бактерий типов 
Bacteroidetes и Firmicutes использовался однофак-
торный дисперсионный анализ. При наличии зна-
чимых различий, с помощью множественных по-
парных сравнений по критерию Тьюки, оценивался 
за счет разницы между какими группами возни-
кают эти различия. Обнаружено, что у пациентов 

с СД2 представленность бактерий Firmicutes зна-
чимо больше (р=0,007), а Bacteroidetes – меньше 
(р=0,01), чем у здоровых и пациентов с преСД2. 
Образцы от здоровых и пациентов с преСД2 значи-
мо не различались между собой, однако при преСД2 
наблюдалась тенденция, характерная для СД2 (та-
блица 2). Соотношение Firmicutes/Bacteroidetes 
было значительно выше в группе пациентов с СД2.

Представленность Bacteroidetes Представленность Firmicutes
Здоровые преСД2 СД2 Здоровые преСД2 СД2

13,57±10,2% 11,8±9,73% 9,07±7,87% 55,79±13,96% 58,92±11,2% 63,78±9,77%

Таблица 1.
Обобщенные характеристи-
ки пациентов и потребляе-
мых ими нутриентов.

Table 1.
Summarized characteristics of 
patients and the nutrients they 
consumed.

Параметр Здоровые ПреСД2 СД2 р норма/преСД2-СД2
Возраст (лет) 48.31 ± 14.137 55 ± 9.92 58.35 ± 8.77 0.01/ 0.28
ИМТ (кг/м2) 25.13 ± 3.93 29± 5.88 30.5 ± 5.72 0.0002/ 0.48
ОТ/ОБ (см) 0.81 ± 0.07 0.78 ± 0.38 0.94 ± 0.09 4.7e-05/ 0.003
Глюкоза натощак 4.92 ± 0.41 5.69 ± 1.18 7.76 ± 1.78 1.3e-08/ 6.4e-05
HbA1c (%) 4.92 ± 0.809 5.44 ± 0.81 6.5 ± 1.58 6.4e-06/ 0.004
вчС-РБ (мг/л) 2.48 ± 1.605 3.48 ± 3.78 5.98 ± 7.71 0.03/ 0.08
ИЛ-6 (пг/мл) 9.06 ± 5.05 9.12 ± 5.8 9.98 ± 5.62 0.08/ 0.09
Нутриенты
Энергия (ккал) 2172.6 ± 463.7 2325±809.5 1984.4±834.9 0.25/ 0.02
Углеводы (г) 205.1 ± 59.3 248 ± 135.5 168.1 ± 75 0.64/ 0.02
Белки (г) 75.1 ± 20.7 81.8 ± 21.5 73.8 ± 28.7 0.72/ 0.08
Жиры (г) 101.9 ± 27.9 100.4 ± 27.1 102.1 ± 51.1 0.45/ 0.3

Таблица 2.
Представленность типов 
Bacteroidetes и Firmicutes 
в обследуемых группах.

Примечание:
* преСД2 – предиабет; СД2 – 
сахарный диабет 2 типа.

Table 2.
Th e abundance of Bacteroi-
detes and Firmicutes in study 
groups.

Note:
* healthy; preT2D – prediabetes; 
T2D – type 2 diabetes.

Доминирующие рода микроорганизмов
В среднем 50% всего таксономического соста-
ва пришлось на пять родов: Blautia, Bacteroides, 
Prevotella, Faecalibacterium, Clostridium. Для ви-
зуального контроля возможной кластеризации 
образцов на группы и выявления образцов – 52 вы-
бросов, получившихся по техническим или иным 
причинам, проведено многомерное шкалирование 

для снижения размерности анализа и визуализа-
ции. На Рисунке 3 приведен график многомерного 
шкалирования для исследуемых образцов, с ото-
бражением преимущественной представленности 
этих родов. Из рисунка видно, что наиболее пред-
ставленным оказался род Blautia, а в частности, 
Blautia coccoides.

Бактериальные рода, ассоциированные с нарушениями углеводного обмена
Регрессионный анализ показал, что с нарушениями углеводного обмена из всей представленности родов 
ассоциированы только рода Blautia и Serratia.

1. Род Blautia
Род Blautia coccoides относится к классу Clostridia, 
крупнейшему из типа грамположительных Firmicutes. 
Наличие СД2 было ассоциировано с большим коли-
чеством бактерий рода Blautia (р=0,006) (рисунок 4).

Также наблюдалась достоверная динамика уве-
личения количества этих бактерий в клиниче-

ском ряду пациентов с нормальным углеводным 
обменом, преСД2 и СД2 (р=0,0006) (рисунок 5). 
Описанная тенденция увеличения количества 
Blautia оказалась более выраженной при наличии 
у пациентов абдоминального ожирения (р=0,0002) 
(рисунок 6).

2. Род Serratia
Род Serratia относится к типу грамотрицательных 
Proteobacteria (факультативные, условно-патоген-
ные анаэробы). Регрессионный анализ показал, 
что в клиническом ряду пациентов с нормальным 

углеводным обменом, преСД2 и СД2 достоверная 
динамика повышения представленности наблюда-
лась и для рода Serratia (р=0,002) (рисунок 7).
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Бактерии, ассоциированные с рационом питания и нарушениями 
углеводного обмена
С помощью регрессионного анализа был произ-
веден поиск корреляций между составом микро-
биоты и особенностями питания. В целом медиана 
среднесуточного потребления углеводов соста-
вила 207±89,7 гр., жиров 101,78±29,4 гр., калорий 
2009±648,7 ккал. Их количество отдельно по груп-
пам представлено в таблице 1.

После стратифицировании выборок по рациону 
питания обнаружено, что с нарушениями углево-
дного обмена из всей представленности бактерий, 
ассоциированы рода Blautia и Serratia, также отдел 
Verrucomicrobia.

1. Род Blautia
При потреблении одинаково количества углеводов 
в день (менее 200 гр.), представленность Blautia 
достоверно выше у пациентов с СД2 по сравнению 
со здоровыми (р=0,0004). Его представленность 
также остается доминирующей у всех пациентов 
с нарушениями углеводного обмена (преСД2 + СД2) 
при потреблении менее 200 гр. углеводов по срав-
нению со здоровыми, потреблявшим более 200 гр. 
в день (р=0,005).

Представленность рода Blautia выше в метагено-
мах пациентов с СД2, потреблявших менее 100 гр. 
жиров в день по сравнению со здоровыми, потре-
блявших более 100 гр. (р=0,0008).

Таким образом, высокая представленность рода 
Blautia ассоциирована с нарушениями углеводного 
обмена, даже при потреблении меньшего количе-
ства углеводов и жиров по сравнению со здоро-
выми.

2. Род Serratia
С  количеством потребления калорий и  угле-
водов в день ассоциирован также род Serratia. 
Обнаружено, что при потреблении одинаково 
количества углеводов (более 200 гр., р=0,003) 

и калорий (более 2000 ккал, р=0,002) представ-
ленность его выше в метагеномах пациентов с на-
рушениями углеводного обмена по сравнению со 
здоровыми.

3. Отдел Verrucomicrobia
Отдел Verrucomicrobia в составе образцов пред-
ставлен в меньшей степени, но он также ассоци-
ирован с нарушениями углеводного обмена. При 
анализе пищевого рациона только здоровых об-
наружено, что его представленность возрастала 
с увеличением количества потребляемого жиров 
(р=0,0001) и калорий (р=0,001). Его представлен-
ность оставалась высокой у здоровых по сравнению 
с пациентами с нарушенным углеводным обменом 
при потреблении как одинакового (боле 2000 ккал, 

р=0,0005), так и различного (здоровые более 2000, 
пациенты с нарушенным углеводным обменом ме-
нее 2000 ккал, р=0,008) количества калорий в день.

Интересно, что количество Verrucomicrobia ока-
зался выше и у здоровых лиц в возрасте старше 
60 по сравнению с пациентами с нарушениями 
углеводного обмена в возрасте до 60 лет (р=0,0005). 
Таким образом, сниженное количество представ-
ленности отдела Verrucomicrobia ассоциировано 
с нарушениями углеводного обмена.

Таксономическая кластеризация микробиоты кишечника
Кластерный анализ образцов был основан на класте-
ризации по k-средним. В результате весь метагеном 
образцов был разделен только на 2 кластера (фекотипа 
или энтеротипа): 52 образца в первом кластере и 40 – 
во втором (рисунок 7). Однако средняя силуэтная ве-
личина разделения составила 0,22, что указывает на 
сложность однозначного разделения на фекотипы. 
Несмотря на это. условно выделенные фекотипы до-
стоверно различались по представленности 9 бакте-
риальных родов. В первом фекотипе доминировали 
представители бактерий таких родов как: Prevotella, 
Oscillospira, Flavobacterium, Sphingobacterium, 
Parabacteroides, а  во втором – Ruminococcus, 
Peptoniphilus, Th iothrix, Legionella (р<0,004).

Различий по полу и возрасту пациентов в фе-
котипах не было обнаружено, однако выявлена 
высокая встречаемость пациентов с СД2 во втором 
фекотипе (32,5% против 13,5% в первом, p=0,016). 
При этом, во втором фекотипе индекс альфа-раз-
нообразия (индекс Шэннона) (p=8.089e-05) и пред-
ставленность ферментов, которые преобразуют 
бутирил-коА в короткоцепочечную жирную кисло-
ту – бутират, были значительно меньше, чем в пер-
вом фекотипе. Во втором фекотипе по сравнению 
с первым, значительно меньше был представлен 
также процент путей синтеза витаминов B9, B2, 
B6 и K, а процент путей синтеза витамина B12, на-
оборот, – больше.

Бактерии, ассоциированные с хроническим субклиническим воспалением 
(вчС-РБ, ИЛ-6) и нарушениями углеводного обмена
Из всей представленности бактерий исследуемой 
выборки с уровнем вчС-РБ положительно ассоци-
ировались рода Serratia (р=0,0001) и Paraprevotella 
(р=0,002). Paraprevotella положительно ассоцииро-
валась также с ИЛ-6 (р=0,008).

В  целом ассоциации между представленно-
стью родов микробиоты кишечника и маркерами 

хронического субклинического воспаления у па-
циентов с пре- и СД2 не выявлены. Однако при 
анализе только в группе пациентов с уровнем ИЛ-6 
<10 пг/мл обнаружено, что представленность рода 
Serratia выше у пациентов с нарушенным угле-
водным обменом по сравнению со здоровыми 
(р=0,0002).
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Обсуждение

Предпосылкой к изучению взаимосвязи между 
МК и различными заболеваниями, в том числе 
и с метаболическими нарушениями, стало развитие 
технологий высокопроизводительного секвениро-
вания. С позиций сегодняшнего дня известно, что 
МК может вносить огромный вклад в патогенез 
СД2. Растет интерес к точкам воздействия на МК 
с целью коррекции метаболических нарушений, 
в том числе интерес к фекальной транспланта-
ции. Однако необходимо отметить, что понимание 
нормы и патологии остается по сей день дискута-
бельным вопросом. Целью настоящего исследова-
ния стал поиск взаимосвязей между углеводным 
обменом и составом МК. Результаты нашего ис-
следования во многом пересекаются с работами 
зарубежных авторов, однако есть и результаты, 
отличающиеся от литературных. В образцах на-
ших пациентов преобладали представители двух 
типов бактерий – Firmicutes и Bacteroidetes, что 
признано являются основой состава МК человека 
[14]. Соотношение этих типов может меняться под 
воздействием различных внешних факторов (образ 
жизни и питания, прием антибиотиков и т. д.), с чем 
и связывают его неодинаковость у людей из различ-
ных регионов. Следовательно, не всегда результаты 
исследований можно экстраполировать на жителей 
других стран и регионов. На сегодняшний день 
наиболее полные работы по выявлению метагеном-
ных маркеров у пациентов с СД2 сделаны в Китае 
[18] и Швеции [27]. Понимая, что помимо инфек-
ционных и хронических заболеваний, практически 
любая проводимая терапия может повлиять на 
состав МК, мы включили в исследование «чистую» 
выборку – пациентов без хронических заболеваний 
(кроме впервые выявленного нарушения углевод-
ного обмена с длительностью заболевания не более 
12 месяцев после установки диагноза) и не прини-
мающих какие-либо лекарственные препараты, 
способных повлиять на достоверность результатов. 
В опубликованных зарубежных исследованиях 
мало информации о принимаемых пациентами 
препаратах, что затрудняет их анализ и оценку 
выводов. Например, в шведском исследовании 
показано, что пациенты, получавшие метформин, 
имели повышенный уровень Enterobacteriaceae 
и низкий – Clostridium и Eubacterium [27].

По литературным данным самыми представ-
ленными бактериальными родами в метагеномах 
кала являются Bacteroides, Prevotella или неко-
торые представители филума Firmicutes, напри-
мер, Faecalibacterium или Rumminococcus [28]. 
В среднем 50% всего состава наших образцов при-
шлось на 5 родов: Blautia, Bacteroides, Prevotella, 
Faecalibacterium, Clostridium. Другой отличитель-
ной чертой нашего исследования можно считать 
богатое разнообразие состава микробиоты у всех 
пациентов (3,71±0,56) по сравнению с данными 
Turnbaugh и соавт. (2,46±0,29) [26], где также при-
менялся метод 16S рРНК секвенирования кала, но 
взятого у здоровых людей. Богатое разнообразие 
указывает на стабильность и устойчивость МК 
к внешним воздействиям, также на относительное 

«благополучие» в кишечнике. Необходимо отме-
тить, что ни шведское, ни китайское исследование 
не подтвердили связь СД2 с более низким разно-
образием МК, в отличие от исследований, где оно 
было связано с ожирением [29]. Мы не выявили раз-
личий по разнообразию состава между здоровыми 
и пациентами с нарушениями углеводного обмена, 
между пациентами с ожирением и без него, также 
между пациентами разных возрастных групп.

В нашем исследовании численность бактерий 
типа Firmicutes оказалось больше (57,09±13,6%) 
по сравнению с Bacteroidetes (12,7±9,86%). По ли-
тературным данным соотношение Firmicutes/
Bacteroidetes выше у людей с метаболическим син-
дромом и пациентов с СД2 [30], что подтвердилось 
и в нашем исследовании. Количество бактерий 
типа Bacteroidetes оказалось достоверно выше, 
а Firmicutes – ниже у лиц без нарушений углеводно-
го обмена. Известно, что бутират-продуцирующие 
бактерии конкурируют с грамотрицательными, 
сохраняют равновесие состава МК, тормозят рост 
и размножение патогенных штаммов, которые 
в большинстве своем обладают протеолитическим 
метаболизмом. Несмотря на то, что основными 
продуцентами бутирата являются представители 
Firmicutes, ассоциацию бактерий из типа Firmicutes 
с СД2 можно объяснить тем, что не все представите-
ли данного типа продуцируют бутират. Некоторые 
зарубежные авторы указывают на связь ожирения 
и нарушений метаболизма глюкозы с уменьшени-
ем представленности Bacteroidetes и увеличением 
Firmicutes [31,32]. У наших пациентов, в чьих мета-
геномах доминировали представители Firmicutes, 
включающего род Blautia, достоверно чаще встре-
чался СД2. Род Blautia, в частности Blautia coccoides, 
оказался самым представленным в исследуемой 
выборке, и только он из всего типа Firmicutes до-
стоверно ассоциировался со многими метаболиче-
скими нарушениями. Обнаружено увеличение зна-
чимости связи Blautia с нарушениями углеводного 
обмена в клиническом ряду норма-предиабет-СД2 
при наличии абдоминального ожирения у паци-
ентов (р=0,003). Blautia coccoides не продуцирует 
бутират и гидролизует некоторые олигосахариды, 
моносахариды (которые практически не доходят до 
толстой кишки), но не ферментирует сложные угле-
воды [33]. Род Blautia относится к классу Clostridia, 
крупнейшему из Firmicutes. После филогенетиче-
ского анализа Clostridium coccoides были переиме-
нованы в Blautia coccoides [34]. По данным Tuovinen 
и соавт. [35], Blautia, особенно Blautia coccoides 
активируют секрецию фактора некроза опухоли 
альфа и цитокинов, особенно ИЛ-8, в большей 
степени, чем эндотоксин грамотрицательных бак-
терий – липополисахарид. Однако в ряде иссле-
дований обсуждается роль группы Eubacterium 
rectale-Blautia coccoides как группы, оказывающей 
положительное влияние на метаболизм, фермен-
тирующей олигосахариды и продуцирующих бу-
тират [36, 37]. По всей видимости, эти функции 
в большей степени выполняют Eubacterium rectale, 
т. к. Blautia coccoides не продуцирует бутират и, как 
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ранее было указано, не ферментирует крахмальные 
углеводы. Таким образом, можно сделать предпо-
ложение, что наблюдаемая картина в отношении 
бактерий типа Firmicutes обусловлена высоким 
содержанием рода Blautia, поскольку в этом типе 
множество и потенциально «положительных» бак-
терий, но представленных в существенно меньшем 
количестве – лактобактерий, или, например, род 
Oscillospira, который по нашим данным оказался 
в обратной взаимосвязи с абдоминальным ожи-
рением [38].

В нашем исследовании с нарушением углеводно-
го обмена прямая связь была обнаружена также для 
бактерий рода Serratia. По литературным данным 
количество бактерий семейства Enterobacteriaceae, 
к которому принадлежит род Serratia, существенно 
выше у пациентов с СД2 и ожирением [39]. Кроме 
того, за последнее время были описаны случаи 
развития у пациентов с СД2 тяжелых инфекций, 
вызванных именно бактериями Serratia [40, 41]. 
Данная ассоциация объясняется тем, что Serratia 
относится к грамотрицательным факультативным 
анаэробам, является условно-патогенным и может 
инициировать эндотоксемию за счет содержания 
эндотоксина [42]. Концентрацию эндотоксина 
в данном исследовании мы не определяли, одна-
ко обнаружили связь между провоспалительным 
ИЛ-6 и острофазным вчС-РБ именно с грамотрица-
тельными бактериями. Из всей представленности 
бактерий исследуемой выборки с уровнем вчСР-Б 
положительная ассоциация была выявлена для 
Serratia и Paraprevotella, а с ИЛ-6 – для Paraprevotella.

Несмотря на то, что высококалорийное и высо-
коуглеводное питание может влиять на метаболизм 
глюкозы, по нашим данным высокая представлен-
ность рода Blautia ассоциировалась с нарушением 

углеводного обмена, даже при потреблении незна-
чительного количества углеводов и жиров, а род 
Serratia – при потреблении одинаково количества 
углеводов и калорий по сравнению со здоровыми 
пациентами. Независимо от калорийности при-
нимаемой пищи, с нарушенным углеводным об-
меном ассоциировалась низкая представленность 
бактерий из отдела Verrucomicrobia. Количество 
Verrucomicrobia также оказался выше и у здоровых 
лиц в возрасте старше 60 по сравнению с пациента-
ми с нарушениями углеводного обмена в возрасте 
до 60 лет. Есть данные, что с активностью L-клеток 
кишечника, секретирующих глюкагон-подоб-
ный пептид-1, связаны бактерии Akkermansia 
muciniphila из отдела Verrucomicrobia, которые 
составляет всего 3–5% общей численности МК. 
Они образуют тесное симбиотическое сообщество 
с клетками, выстилающими внутреннюю поверх-
ность кишечника, укрепляют кишечный барьер, 
уменьшая его проницаемость [43, 44].

Кластерный анализ метагенома кала мы про-
вели по алгоритму, которым были выделены 
энетротипы в работе Arumugam и соавт. (кон-
сорциума Metahit) [13]. Несмотря на отсутствие 
высокодостоверной таксономической кластери-
зации, мы получили различия в кластерах (феко-
типах) по метаболической активности бактерий, 
индексу альфа-разнообразия и встречаемости СД2. 
Необходимо отметить, что встречаемость СД2 
была выше в кластере, где индекс альфа-разноо-
бразия и представленность ферментов, преобра-
зующих бутирил-коА в бутират, были меньше. Как 
было уже сказано, высокое разнообразие состава 
и синтез бутирата характеризуют микробиоту как 
потенциально более «здоровую» и устойчивую 
к внешнему воздействию.

Заключение

Какими бы убедительными и привлекательными 
не были гипотезы, объясняющие развитие ожире-
ния, СД2 под влиянием определенных бактерий, 
какими бы специфическими не оказались маркеры 
заболеваний на таксономическом и функциональ-
ном уровне, все-таки существуют ограничения 
(технические, количество пациентов, прием препа-
ратов, расовые различия и т. д.), которые являются 
причиной противоречивых результатов исследова-
ний. Для исключения влияния внешних факторов, 
наше исследование было тщательно запланировано. 
В отличие от литературных, особенностью наших 
данных оказалась повышенная представленность 
бактерий типа Firmicutes и рода Blautia. Род Blautia, 
в частности Blautia coccoides, оказался самым пред-
ставленным в исследуемой выборке, и только он из 
всего типа Firmicutes достоверно ассоциировал-
ся с нарушениями углеводного обмена. Такие же 
ассоциации были выявлены для рода Serratia из 
условно-патогенных бактерий. Мы не обнаружили 

различий по разнообразию состава МК между здо-
ровыми и пациентами с нарушениями углеводного 
обмена, ожирением, между разными возрастными 
группами. Провоспалительные маркеры были ас-
социированы с грамотрицательными бактериями, 
что согласуется с литературными данными. После 
разделения метагенома на фекотипы, несмотря на 
невысокое значение средней силуэтной величины, 
получены различия в энтеротипах по метаболиче-
ской активности бактерий, индексу альфа-разноо-
бразия и встречаемости СД2.

Таким образом, наше исследование дает допол-
нительные свидетельства о наличии взаимосвязей 
между составом микробиоты кишечника и угле-
водным обменом. Представляются интересными 
проведение больших проспективных клинических 
исследований, оценивающих эффекты различных 
сахароснижающих препаратов на состав микро-
биоты кишечника у пациентов с СД2, в том числе 
и в российской популяции.
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Рисунок 1.
Тепловая карта относи-
тельной представленности 
операционной таксономи-
ческой единицы в образцах 
(в процентах, составляющих 
85% суммарной представ-
ленности).

Figure 1.
Heat map of the relative rep-
resentation of the operational 
taxonomic unit in samples 
(percentages representing 85% 
of the total representation).

Рисунок 2.
Разнообразие микробиоты 
кишечника по индексу аль-
фа-разнообразия в сравне-
нии данными P. Turnbaugh 
и соавт.

Figure 2.
Th e richness of the gut micro-
biome: alpha diversity index.

Рисунок 3.
График многомерного шкалирования образцов пациентов.

Примечание:
* указаны рода, на которых приходится 50% представленности. Чем ближе образец к роду, 
тем больше содержание этого рода в данном образце.

Figure 3.
Samples multidimensional scaling chart.

Note:
* the genera, which account for 50% of the representation, are shown. Th e closer the sample to the ge-
nus, the more the representation of this genus is in the sample.

Примечание:
* красная линия среднее альфа-разнообразие ± стандартное 
отклонение для образцов из исследования Turnbaugh и соавт. 
[26], черные точки – для образцов нашего исследования.

Note:
* Th e line shows the average alpha diversity ± standard deviation 
for the Turnbaugh et al. study samples [26]. Th e black circle – 
samples in our study



Рисунок 7.
Тепловая карта относительной представленности операци-
онных таксономических единиц в образцах (в процентах, 
составляющих 85% суммарной представленности) разных 
кластеров.

Примечание:
* красным отмечены образцы, попавшие в кластер 1, синим – 
в кластер 2

Figure 7.
Heat map of the relative representation of the operational taxo-
nomic unit in the cluster samples (percentages representing 85% 
of the total representation).

Note:
* Th e red line shows the samples in cluster 1; the blue – in cluster 2

Рисунок 4.
Представленность рода Blautia у пациентов с и без сахарного 
диабета 2 типа.

Примечание:
* СД2 – сахарный диабет 2 типа.

Figure 4.
Blautia genus in patients with and without type 2 diabetes.

Note:
* T2D – type 2 diabetes.

Рисунок 5.
Представленность рода 
Blautia в зависимости от на-
рушения углеводного обмена.

Примечание:
* черные точки – род Blautia; 
у. о. – углеводный обмен, 
преСД2 – предиабет; СД2 – 
сахарный диабет 2 типа.

Figure 5.
Blautia genus in the clinical 
line of patients with normal 
glucose regulation, prediabetes 
and type 2 diabetes.

Note:
* Th e black circles – Blautia 
genus; healthy; preT2D – pre-
diabetes; T2D – type 2 diabetes.

Рисунок 6.
Представленность рода 
Blautia в зависимости от 
нарушения углеводного 
обмена и при наличии абдо-
минального ожирения

Примечание:
* черные точки – род Blautia; 
у. о. – углеводный обмен, 
преСД2 – предиабет; СД2 – 
сахарный диабет 2 типа.

Figure 6.
Blautia genus in the clinical line 
of patients with normal glucose 
regulation, prediabetes, type 2 
diabetes and abdominal obesity.

Note:
* Th e black circles – Blautia 
genus; healthy; preT2D – pre-
diabetes; T2D – type 2 diabetes.




