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Цель публикации: рассмотреть основные методы исследования микробиоты желудочно-кишечного тракта.

Основные положения. В настоящее время молекулярно-генетические методы используются преимуще-

ственно для фундаментальных исследований и не имеют единого «протокола» анализа данных, что затрудня-

ет их внедрение в клиническую практику. Исследование короткоцепочечных жирных кислот (КЦЖК) в плазме 

крови может служить косвенным маркером микробного состава толстой кишки, однако на сегодня нельзя 

с уверенностью связать количество и соотношение определяемых КЦЖК с определенной нозологической 

формой; изучение уровня ТМАО в плазме крови и моче также может отражать наличие в составе кишечной 

микробиоты особых кластеров бактерий, несущих гены Cut, CntA/CntB и YeaW/YeaX. Однако необходимы 

дальнейшие исследования по выявлению корреляционных связей между определенными заболеваниями, 

микробным составом ЖКТ, рационом и уровнем ТМАО. Газовые биомаркеры (водород, метан и сероводо-

род) гораздо лучше изучены по сравнению с другими типами биомаркеров функции и состава микробиоты. 

Преимуществом газовых биомаркеров является возможность их неинвазивного, многократного измерения, 

что позволяет получать информацию о соотношении гидрогенных и гидрогенотрофных микроорганизмов.

Выводы. Объединение информации, полученной при исследованиях кишечной микробиоты на уровнях ге-

нома, транскриптома и метаболома, позволит произвести более глубокий анализ состава и функционирова-

ния микробиоты человека. Такой подход имеет несомненный потенциал для понимания патогенеза различ-

ных заболеваний и открывает возможности для разработки новых стратегий профилактики и лечения.
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Введение

Микробиота желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) 
насчитывает примерно 10 14 микробных клеток [1, 
2]. В норме у взрослого человека более 90 % бакте-
рий данного биотопа относится к типам Firmicutes, 
Bacteroidetes, Actinobacteria и Proteobacteria, 
в то время как остальные типы представлены 
в незначительном количестве [3].

На сегодня микробиота ЖКТ рассматривается 
как самостоятельный «орган», который регулирует 
множество метаболических процессов в организме 
хозяина и по своей значимости не уступает любому 
другому жизненно важному органу.

Значительная часть функций микробиоты осу-
ществляется при помощи промежуточных и ко-
нечных продуктов обмена веществ. Возможность 
изучения микробного состава, его изменения при 
различных нозологических формах представляет 
несомненный практический интерес. В настоящем 
обзоре представлены основные возможности иссле-
дования микробного состава.

Исследования на уровне генома 
и транскриптома

Молекулярно-генетические методы исследова-
ния можно разделить на несколько групп.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Это 
рутинный и распространенный метод исследования 
на уровне генома. К целевому участку гена под-
бирается пара комплементарных последовательно-
стей (праймеров). В процессе ПЦР происходит ам-
плификация выбранного участка, что необходимо 
для получения возможности обнаружения ПЦР-
продукта и определения наличия или отсутствия 
конкретного микроорганизма в исследуемом образ-
це [4]. При детекции ПЦР-продукта в режиме ре-
ального времени можно получить количественные 
данные, позволяющие оценить представленность 
определенного вида в общей биомассе и, например, 
ее динамику в ходе лекарственной терапии [5]. 
Данный метод исследования особенно удобен для 
выявления возбудителей инфекционных заболева-
ний, а также для выявления штаммов с интересу-
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ющими свойствами. Например, при помощи ПЦР 
с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
можно выявлять и дифференцировать в клиниче-
ском материале ДНК патогенных штаммов E. coli. 
Недостатки метода заключаются в том, что можно 
выявлять только уже известные микроорганизмы, 
так как подбор праймеров к неизвестной нукле-
отидной последовательности невозможен [6, 7], 
кроме того, технически сложным является опреде-
ление более трех микроорганизмов в одной ПЦР.

Таргетное секвенирование. Сущность тар-
гетного секвенирования заключается в анализе од-
ной или нескольких целевых последовательностей 
генома. Поскольку основная биомасса микроорга-
низмов в ЖКТ человека приходится на бактерии, 
основной мишенью исследователей стали гены, ко-
дирующие 16S рРНК [8]. На основании данного 
метода исследования согласно преобладанию опре-
деленного рода бактерий были выделены три основ-
ных энтеротипа: 1 — Bacteroides, 2 — Prevotella, 
3 — Firmicutes [9, 10]. Ранее энтеротип считался 
устойчивой характеристикой индивидуума, однако 
в настоящее время появляются данные о возможно-
сти его изменения с течением времени [11]. Кроме 
того, таргетное секвенирование позволяет оценить 
параметры, анализ которых может быть важным 
в клинической практике: «защищенность от заболе-
ваний», разнообразие видового состава микробио-
ты, способность бактерий синтезировать в процессе 
жизнедеятельности витамины и масляную кислоту.

Различным заболеваниям соответствуют опреде-
ленные паттерны организации микробиоты, то есть 
обобщенные закономерности таксономического 
и количественного состава консорциумов микроор-
ганизмов. При анализе результатов секвенирова-
ния образца его профиль сопоставляется с данны-
ми из базы по нескольким заболеваниям: сахарный 
диабет 2-го типа, болезнь Крона, язвенный колит, 
ожирение, атеросклероз (в том числе ишемическая 
болезнь сердца), затем рассчитывается уровень за-
щищенности для каждого заболевания.

Разнообразие микробиоты — крайне важный 
параметр оценки: чем больше видов бактерий, тем 
выше компенсаторный потенциал всей микробио-
ты. При высоком видовом разнообразии, в случае 
исчезновения одного или нескольких видов бакте-
рий вследствие приема антибиотиков или несба-
лансированного питания, их функции могут взять 
на себя другие бактерии, чего не отмечается при 
низком видовом разнообразии.

Использование метода таргетного секвенирова-
ния позволяет оценить способность микрофлоры 
к синтезу следующих ряда витаминов: витамин В

2
 

(рибофлавин), витамин В
1
 (тиамин-пирофосфат), 

витамин К, витамин В
9
 (фолиевая кислота), витамин 

В
5
 (пантотеновая кислота), витамин В

3
 (никотино-

вая кислота), витамин В
6
 (пиридоксаль-5-фосфат) 

и витамин В
7
 (биотин).

Проведен ряд исследований, в которых таргет-
ное секвенирование применялось для выявления 

функциональной активности микробиоты. Было 
показано, что наличие в составе микробиоты ком-
менсальных бактерий, например лактобактерий, 
коррелирует с ее потенциалом синтеза короткоце-
почечных жирных кислот (ацетата, бутирата и про-
пионата) [12–16]. Сходным образом разработана 
система для оценки потенциала продукции бакте-
риями триметиламина (ТМА) в образцах фекалий 
человека на основании исследования генов, кодиру-
ющих соответствующий фермент [17]. Проведены 
исследования, результатами которых можно поль-
зоваться для выявления зависимости между соста-
вом микробиоты и ее способностью синтезировать 
водород, метан, сероводород и аммиак [18–25].

К недостаткам метода можно отнести снижение 
его точности за счет наличия сходных консерва-
тивных фрагментов в геноме различных микро-
организмов, находящихся в исследуемом образце. 
В результате при описании микробного сообщества 
практически невозможно оперировать такими по-
нятиями как вид, род, и т д. Чтобы, по крайней 
мере, терминологически решить эту проблему, 
введено понятие операционной таксономической 
единицы (OTU). Этим термином пользуются при 
описании результатов в качестве синонима поня-
тия «таксон». Создан ряд биоинформатических ре-
сурсов (PICRUSt, Tax4Fun, Piphillin, FUNGuild), 
прогнозирующих метаболический потенциал со-
общества на основании данных таксономического 
состава, получаемых при помощи таргетного сек-
венирования [26, 27].

Источником погрешности метода являются 
недостаточная масса образца [28], неправильный 
выбор вариабельного участка, размера ампликона 
[29] и количества циклов ПЦР, предшествующей 
секвенированию [30].

Вместе с тем информация о новых функциях 
известных представителей микробиоты постоянно 
обновляется, что расширяет возможности таргет-
ного секвенирования [31].

Полногеномное секвенирование. Метод 
предполагает фрагментирование и секвенирова-
ние всей ДНК в образце. По сравнению с таргет-
ным секвенированием эта технология дает более 
подробную информацию о видовом разнообразии 
микроорганизмов. При достаточной глубине сек-
венирования возможна точность идентификации 
бактерий до штамма [32, 33]. Данный метод позво-
ляет получить информацию о генах, кодирующих 
белки и ферменты, принимающие участие в био-
синтезе и катаболизме различных органических 
веществ, на основании чего можно сделать выводы 
о метаболических возможностях микробиоты [34, 
35]. Основная же ценность метода заключается 
в возможности исследовать резистом сообщества, 
то есть гены устойчивости к антибиотикам.

В последние годы также увеличивается количе-
ство исследований микробиоты кишечника с исполь-
зованием одномолекулярного (нанопорового) секве-
нирования. Данный метод исследования оказывается 
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совершенно незаменимым, когда стоит задача ис-
следовать полные геномы каждого микроорганизма 
в массиве данных и определить, какие штаммы бак-
терий обладают той или иной функциональной по-
следовательностью или фактором резистентности.

Секвенирование РНК. Предполагается, что 
часть бактериальных клеток в исследуемом об-
разце может находиться в состоянии покоя или 
присутствовать в виде следов ДНК уже погибших 
клеток. Секвенирование РНК позволяет выявить 
метаболически активную часть микробиоты. Для 
получения представления о функционально ак-
тивной части сообщества микроорганизмов данные 
секвенирования РНК сопоставляют с данными 
полногеномного анализа [36]. Недостатками ме-
тода являются высокая стоимость, большой риск 
деградации исследуемой РНК при неправильной 
подготовке пробы для исследования и хранении 
материала, и, следовательно, сложность с воспро-
изводимостью результатов.

Таким образом, молекулярно-генетические ме-
тоды исследования являются перспективным на-
правлением в изучении структуры сообществ 
микроорганизмов и особенностей их функциони-
рования в норме и патологии. Крайне важным яв-
ляется правильный подбор метода исследования 
в зависимости от поставленных целей и задач.

Исследование метаболома

Короткоцепочечные жирные кислоты

Короткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК) 
образуются, главным образом, в процессе метабо-
лизма неперевариваемых углеводов (целлюлоза, 
пектин, ксилан или арабиногалактан) микробиотой 
толстой кишки [37, 38]. Основными КЦЖК явля-
ются ацетат, пропионат и бутират, которые отли-
чаются друг от друга числом атомов углерода (С2, 
С3 и С4 соответственно) [15, 39, 40].

Ацетат является основным продуктом рас-
щепления пектина, ксилана и арабиногалактана 
бактериями типов Verrucomicrobia (Akkermansia 
muciniphila), Bacteroidetes (Bacteroides spp., 
Prevotella spp.), Actinobacteria (Bifidobacterium 
spp.) и Firmicutes (Ruminococcus spp., Blautia 
hydrogenotrophica, Clostridium spp., Streptococcus 
spp) [41, 42].

Пропионат чаще образуется из арабиногалакта-
на несколькими путями (сукцинатный, акрилатный, 
пропандиольный) при участии микроорганизмов 
типов Bacteroidetes (Prevotella ruminicola), Fir-
micutes (Phascolarctobacterium succinatutens, Ru-
minococcus flavefaciens, Roseburia inulinivorans, 
Blautia Anaerostipes rhamnosivorans Lactobacillus 
reuteri) и Proteobacteria (Escherichia coli) [43, 44].

Бутират образуется в основном из крахмала, 
но субстратами для его синтеза являются так-
же ацетат и лактат [42]. Виды бактерий, проду-
цирующие бутират, относятся чаще всего к типу 
Firmicutes (Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, 

Clostridiaceae, Erysipelotrichaceae) [44]. КЦЖК 
образуются в соотношении 3:1:1 для ацетата, про-
пионата и бутирата соответственно [37, 45]. Мак-
симальная концентрация КЦЖК определяется 
в слепой кишке и проксимальном отделе толстой 
кишки, постепенно уменьшаясь в дистальном на-
правлении [42]. Часть КЦЖК абсорбируются ко-
лоноцитами, оставшиеся же поступают в систем-
ный кровоток [46].

Рецепторы КЦЖК являются разновидностью 
рецепторов, ассоциированных с G-белком (protein-
coupled receptor (GPCR)). Выделяют три типа 
рецепторов — GPR43, GPR41 и GPR109A, кото-
рые отличаются друг от друга способностью вза-
имодействовать с лигандами различной длины. 
GPR43 взаимодействует с более короткими КЦЖК 
(ацетатом или пропионатом); GPR41 — с пропио-
натом, бутиратом и валератом, GPR109A — в ос-
новном с бутиратом [46, 47].

Взаимодействие пропионата и бутирата 
с GPR41 приводит к снижению секреции провос-
палительных агентов в организме (например, IL-4, 
IL-5, TNF-a и ряда других).

При активации GPR43 пропионатом увеличи-
вается секреция инсулина, глюкагоноподобного 
пептида-1 (GLP-1) и желудочно-кишечного гор-
мона YY (PYY). Бутират, активируя GPR109A, 
тормозит развитие опухолей молочной железы, 
способствуя апоптозу раковых клеток, оказывает 
противовоспалительное действие [47].

Согласно результатам проведенных исследований 
достаточное количество КЦЖК, продуцируемых 
кишечной микробиотой, необходимо для нормаль-
ного функционирования организма. Определяют-
ся изменения в составе микробиоты и уменьшение 
количества продуцируемых КЦЖК при сахарном 
диабете, заболеваниях почек, сердечно-сосудистой 
системы, онкологических, нейродегенеративных за-
болеваниях и ожирении [48–64]. Однако, несмотря 
на потенциальную пользу КЦЖК, в ряде исследо-
ваний описано их негативное действие. Помимо это-
го, взаимодействие избыточного количества ацетата 
с GPR43 может приводить к увеличению экспрес-
сии интерферона γ (IFN-γ) и IL-17 в мочеточниках, 
почках и дренирующих лимфатических узлах в ус-
ловиях дифференцировки наивных клеток CD4+ T 
в сторону Th1 и Th17 [65].

В исследовании A. Tirosh et al. было показа-
но, что пропионат также приводит к формирова-
нию гипергликемии у мышей, увеличивая содер-
жание в плазме глюкагона и белка, связывающего 
жирные кислоты (FABP4). В рандомизированном 
двойном слепом плацебо-контролируемом исследо-
вании у людей было выявлено, что употребление 
консервированных продуктов, содержащих 1 г 
пропионата кальция (E282), приводило к форми-
рованию инсулинорезистентности и компенсатор-
ной гиперинсулинемии [66].

Подавляющее количество исследований экс-
прессии КЦЖК выполнено на животных моделях 
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(грызуны). Однако в связи с различием микробно-
го состава ЖКТ и особенностями ритма жизни воз-
никает вопрос о возможности переноса результатов 
исследований на крысах на популяцию людей [67].

В настоящее время количество исследований, 
в которых изучается экспрессия КЦЖК у людей, 
возросло [51, 68, 69]. Во многих оценивается уро-
вень КЦЖК в сыворотке крови и кала в различ-
ных популяциях (дети, пациенты с болезнью Альц-
геймера) [49, 51], в некоторых — уровень КЦЖК 
в различных средах организма в сочетании с опре-
делением состава микробиоты [68, 70]. Проводятся 
также исследования влияния рациона на количе-
ство образующихся КЦЖК. Так, увеличение со-
держания в рационе полисахаридов, таких как 
крахмал (картофельный и кукурузный) и инулин, 
приводит к повышению содержания КЦЖК в кале 
на 32 и 12 % соответственно (р < 0,001), бутирата 
на 29 % и ацетата на 21 % [68].

КЦЖК обычно анализируются методом газовой 
хроматографии — масс-спектрометрии (ГХ–МС) 
или при помощи высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. Основным материалом для анали-
за является кал, реже — плазма крови или моча 
[68, 71]. Однако в ряде случаев, повышение со-
держания тех или иных КЦЖК в кале может сви-
детельствовать не об их избыточной продукции, 
но о нарушении всасывания [49]. По этой причине 
наиболее оптимальным биоматериалом для анализа 
уровня КЦЖК может стать плазма крови, так как 
именно циркулирующие в ней КЦЖК оказывают 
влияние на метаболические процессы [69, 72].

Таким образом, к нерешенным вопросам иссле-
дования уровня КЦЖК можно отнести следующие:

- выбор оптимального биологического материа-
ла для исследования,

- необходимость стандартизации рациона перед 
исследованием,

- выбор метода исследования,
- выбор референсных значений, соответствую-

щих нормальным показателям. В настоящее время 
приводятся данные об устойчивом соотношении 
ацетата/пропионата/бутирата 3:1:1, однако рефе-
ренсные значения уровней концентрации КЦЖК 
до сих по не установлены [73].

Триметиламин (ТМА) и триметиламиноксид 
(ТМАО)

ТМА образуется в толстой кишке при участии 
микробиоты из фосфатидилхолина (ФС), холина 
и L-карнитина, содержащихся в продуктах живот-
ного происхождения [74–78].

Синтез ТМА из холина происходит с помощью 
специфических ферментов, таких как cutC (glycyl 
radical enzyme GRE choline TMA-lyase) и cutD 
(activator GRE activase) [79].

Данные ферменты кодируются кластерами генов 
Cut (ключевыми из которых являются CutC и CutD) 
кишечных бактерий типов Firmicutes (Anaerococ-
cus hydrogenalis, Clostridium asparagiforme, Clos-

tridium hathewayi, Clostridium sporogenes), Proteo-
bacteria (Desulfovibrio desulfuricans, Escherichia 
fergusonii, Proteus penneri, Providencia rettgeri, 
Edwardsiella Tarda) и Actinobacteria [77, 80, 81]. 
Под влиянием кодируемых данными генами фермен-
тов происходит расщепление связи C-N холина с об-
разованием ТМА и ацетальдегида [78, 81].

Основным ферментом, который преобразует 
L-карнитин в ТМА, является карнитиноксидоре-
дуктаза, кодируемая двумя генами — CntA и CntB 
(CntA кодирует карнитиноксидазу, а CntB — ре-
дуктазу). Активность же карнитиноксидоредук-
тазы кодируется парой генов: YeaW (Carnitine 
monooxygenase oxygenase subunit)/YeaX (Carnitine 
monooxygenase reductase subunit). Основную роль 
в данных процессах приписывают бактериям типа 
Proteobacteria классов Gammaproteobacteria 
(Klebsiella pneumoniae, E. coli, Citrobacter, Prov-
idencia и Shigella), класса Betaproteobacteria 
(Achromobacter), типа Firmicutes (Sporosarcina) 
и Actinobacteria [78].

Другой путь преобразования L-карнитина 
в ТМА происходит в два этапа. На первом эта-
пе при участии карнитин-КоА-трансферазы 
из L-карнитина в подвздошной кишке образуется 
γ-бутиробетаин (γВВ), на втором происходит пре-
вращение γВВ в ТМА в слепой и толстой кишке 
при участии карнитиновой ТМА-лиазы [82, 83].

После того как ТМА синтезируется в кишеч-
нике, путем пассивной диффузии через мембраны 
энтероцитов он попадает в портальную систему пе-
чени, где преобразуется в триметиламин-N-оксид 
(ТМАО) под влиянием печеночного фермента мо-
нооксигеназы флавина 3 (FMO3) [74]. Действие 
FMO3 регулируется желчными кислотами, дей-
ствие которых опосредовано их влиянием на фар-
незоидные рецепторы (FXR) [84].

Помимо пути преобразования ТМА в ТМАО, 
ТМАО может поступать в организм человека 
непосредственно из продуктов, богатых ТМАО 
(морепродукты, рацион с высоким содержани-
ем соли и жиров) [85–87]. ТМАО и ТМА мо-
гут претерпевать превращения друг в друга, так 
как некоторые бактерии (например, Escherichia 
coli) содержат TMAO-редуктазу [88]. Уменьше-
ние количества ТМАО может определяться архе-
ями рода Methanomassiliicoccales, содержащими 
гены, которые кодируют комплекс метилкоэнзим-
М-редуктазы, способной утилизировать метил-ра-
дикал в ТМА и ТМАО [89]. Около 95 % ТМА окис-
ляется, метаболиты ТМА и ТМАО в неизмененном 
виде выводятся мочой в соотношении 3:95 [78].

ТМА обладает способностью связываться с ре-
цепторами, ассоциированными с G-белком (напри-
мер, с рецептором к следовым аминам (TAAR5)), 
и таким образом косвенно вовлечен в регуляцию 
поведения; уровни ТМА и ТМАО могут регули-
роваться половыми гормонами, что позволяет рас-
сматривать данные субстанции в качестве феромо-
нов [78, 84].
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ТМА достаточно быстро всасывается в кровь 
через кишечную стенку, транспортируется в пе-
чень, где преобразуется в TMAO, который облада-
ет целым рядом биологических эффектов (табл.).

Преобладание позитивных или негативных вли-
яний ТМАО все еще дискутируется. Так, в метаа-
нализе 19 исследований, в которые были включены 
19 256 участников, уровень ТМАО в плазме крови 
колебался от 3 до 7 мкмоль/литр. Оптимальный 
уровень концентрации ТМАО в плазме крови со-
ставляет <10 мкмоль/литр. Бóльшая концентра-
ция, >10–20 мкмоль/литр, считается избыточной 
и патологической [96].

В исследовании, выполненном в 2019 году, оце-
нивалась связь между увеличением вероятности 
смерти и повышенным уровнем ТМАО у жителей 
разных стран. Было выявлено, что существует до-
зозависимая связь между риском смертельного ис-
хода и уровнем ТМАО — смертность увеличива-
ется на 7,6 % при увеличении ТМАО на каждые 
10 мкмоль/л [75].

Обсуждается наличие взаимосвязи повышения 
уровня ТМАО в плазме крови с развитием таких 
заболеваний, как псориаз, атеросклероз, сахарный 
диабет, остеопороз, однако не во всех исследовани-
ях устанавливалась причинно-следственная связь 
между повышением уровня ТМАО и наличием 
заболевания. Многие авторы задаются вопросом, 
является ли ТМАО причиной развития таких за-
болеваний, как псориаз, атеросклероз, сахарный 
диабет, остеопороз или их маркером [85–87, 94, 
95, 97–99]. Кроме того, иногда в исследованиях 
приводятся противоречивые данные, не позволяю-
щие сделать однозначный вывод о неблагоприят-
ном влиянии ТМАО. Так, прием L-карнитина при-
водил к повышению уровня TMAO и уменьшению 
повреждения сосудистой стенки у пациентов, нахо-
дящихся на гемодиализе [76]. Показано, что риск 
повторной венозной тромбоэмболии выше у паци-
ентов со средним уровнем ТМАО, но не с высоким. 
J. Yin et al. получили схожие данные у пациентов 

с острым нарушением мозгового кровообращения 
и транзиторной ишемической атакой, у которых 
уровень ТМАО уменьшался, хотя, если исходить 
из современных взглядов, он должен был оказать-
ся выше, чем у пациентов без данных нарушений 
[100].

Многие исследователи считают, что целесообраз-
но уменьшение в рационе количества продуктов, со-
держащих ТМА и ТМАО. Но холин снижает неона-
тальную реакцию на стресс и улучшает функцию 
плаценты во время беременности, а также улучша-
ет когнитивные функции у взрослых, не страдаю-
щих деменцией [77]. Также были получены дан-
ные о том, что холин в форме фосфатидилхолина 
не приводит к повышению уровня ТМАО в сыво-
ротке [101]. Помимо этого, дефицит холина может 
привести к нарушению метилирования ДНК и раз-
витию гепатоцеллюлярной карциномы [102].

Повышение уровня ТМАО часто регистриру-
ется у пациентов с хронической болезнью почек, 
но не вполне понятно, служит ли ТМАО маркером 
нарушения фильтрации, или является ее причиной 
[79, 103]. В Японии потребление рыбы, содержа-
щей большое количество TMAO, связано с высоким 
содержанием ТМАО в моче у долгожителей-япон-
цев. Если повышение уровня ТМАО связано с ри-
ском развития сердечно-сосудистых заболеваний 
(ССЗ), то включение в рацион большего количества 
рыбы должно быть связано с повышенным риском 
развития ССЗ, но это не совсем так — приводится 
множество доказательств, что рацион с высоким по-
треблением рыбы оказывает благотворное влияние 
на состояние сердечно-сосудистой системы [76, 78].

Уровень ТМАО может быть исследован в моче, 
крови и кале. Наиболее широко используемый 
метод — жидкостная хроматография и масс-
спектрометрия высокого разрешения. Однако под-
готовка субстрата для проведения данного метода 
исследования крайне сложна [104]. Помимо выше-
названного метода существуют другие способы из-
мерения TMA и TMAO в плазме и моче: спектро-

Таблица. Биологические эффекты ТМАО

Положительные эффекты Негативные эффекты

Поддержание объема клеток (осмолит) 
[76, 78, 90]

Снижение скорости синтеза желчных кислот, уменьшение 
выведения холестерина из организма [77, 79, 90, 91]

Уменьшение стресса эндоплазматического 
ретикулума [77, 85]

При высоких концентрациях — усиление агрегации 
тромбоцитов [83, 92, 93]

Обеспечение защиты от прионных заболеваний 
[77, 85]

Провоспалительный эффект за счет увеличения 
экспрессии провоспалительных цитокинов и активации 

провоспалительных путей [76, 90]

Стабилизация структуры белка (функция 
шаперона) [77]

Дисфункция эндотелия [90, 94]

Снижение активности путей MAPK/ERK 
и NF-kB [90] 

Повышение вирулентности Helicobacter pylori за счет 
повышения экспрессии генов вирулентности CagA [86]

Повышение проницаемости ГЭБ [92]

Нейродегенерация [95]
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метрия протонного ядерного магнитного резонанса, 
газовая хроматография, масс-спектрометрия с ио-
низацией и масс-спектрометрия с матрично-активи-
рованной лазерной десорбцией/ионизацией [79].

Остается неизученным вопрос о причинах уве-
личения ТМАО при различных заболеваниях: 
является ли это результатом адаптации клеток 
к стрессу, или он служит причиной развития бо-
лезни [105, 106].

Исследование содержания водорода, 
метана и сероводорода в организме

Газообразные вещества, отражающие состав 
и функцию микробиоты ЖКТ, такие как водород 
(Н

2
),

 
метан (CH

4
) и сероводород (H

2
S), после вса-

сывания в кровь способны выделяться с выдыхае-
мым воздухом, что делает возможным их измере-
ние и получение косвенных данных о микробном 
составе ЖКТ.

Водород

Молекула водорода состоит из двух атомов, 
является неполярной, электрически нейтральной, 
легко проникает во внутриклеточные структуры 
(митохондрии, ядро и др.), а также через гемато-
энцефалический барьер (ГЭБ).

Водород составляет примерно 19–20 % среди 
всех газов, образующихся в толстой кишке [107], 
при этом скорость его образования в толстой киш-
ке в 100 раз превышает таковую в тонкой [108].

По существующим ныне представлениям клетки 
млекопитающих, в том числе и человека, не способ-
ны к генерации молекулярного водорода [108, 109]. 
Предполагается, что в кишечнике водород пре-
имущественно образуется такими бактериями, как 
Ruminococcus spp., Roseburia spp., Clostridium spp., 
относящимися к типу Firmicutes; Bacteroides spp, 
относящимися к типу B acteroidetes [110, 111]. 
Кроме того, способностью к синтезу водорода об-
ладают более 200 патогенных микроорганизмов 
[112]. Увеличение продукции водорода кишечной 
микробиотой происходит при включении в рацион 
неперевариваемых углеводов [108, 110, 111, 113], 
не сопровождаясь при этом увеличением доли ми-
кроорганизмов, генерирующих его образование, 
тогда как была обнаружена положительная кор-
реляция высокой степени с количеством бактерий 
порядка Bifidobacteriales (тип Actinobacteria), 
не участвующих в синтезе данного газа [114].

Согласно результатам исследований, выполнен-
ных на грызунах, была выявлена существенная 
разница в количестве производимого микробиотой 
водорода при потреблении одинакового количества 
пищевых волокон у крыс, полученных от разных 
производителей. Так, в одной группе животных 
концентрация водорода в крови печеночной вены 
составляла 3,07 мкмоль/л, а во второй группе — 
9,27 мкмоль/л. Пероральная трансплантация 
микробиоты от крыс второй группы животным 

первой группы через 13 дней сопровождалась по-
вышением уровня водорода в крови печеночной 
вены с 3,07 до 9,95 мкмоль/л, а также увеличением 
количества бактерий родов Bifidobacterium (тип 
Actinobacteria), Allobaculum (тип Firmicutes) 
и Parabacteroides (тип Bacteroidetes), уменьшени-
ем бактерий родов Bacteroides (тип Bacteroidetes), 
Ruminococcus (тип Firmicutes) и Escherichia (тип 
Proteobacteria) [114]. Bifidobacterium не мо-
гут производить водород, так как у них нет фер-
мента гидрогеназы. Авторы предполагают, что 
Bifidobacterium производят ацетат и лактат при 
метаболизме пищевых волокон. Лактат утилизиру-
ется другими бактериями, производящими ацетат 
и бутират. Поэтому, хотя Bifidobacterium сами 
и не производят водород, их увеличение на 50 % 
после трансплантации может способствовать боль-
шему производству водорода другими бактериями. 
Сходные результаты были получены японскими 
исследователями у людей [115]. Механизм и при-
чинно-следственные связи между повышением про-
дукции водорода под влиянием пищевых волокон 
и ростом указанных бактерий остаются пока неяс-
ными и требуют дополнительных исследований.

В 2007 году были опубликованы результаты ис-
следования, доказывающие антиоксидантную ак-
тивность водорода на биологических моделях [116].

Последующие работы показали, что водород 
защищает головной мозг в условиях ишемии/ре-
перфузии и инсульта [117]; было доказано также 
антиатеросклеротическое действие молекулярного 
водорода в опытах на мышах [118], кардиопротек-
тивное действие на модели ишемии/реперфузии 
миокарда у крыс [119], антистрессорный эффект 
высоких концентраций водорода в опытах на мы-
шах [120], защитное действие водорода на моде-
лях легочной гипертензии [121, 122]. Получены 
доказательства влияния водорода на сигнальные 
пути передачи информации внутрь клетки, цито-
протекцию, уменьшение синтеза провоспалитель-
ных цитокинов и апоптоз [123–125]. Последующие 
клинические испытания антиоксидантных свойств 
молекулярного водорода в основном подтвердили 
результаты ранее выполненных фундаментальных 
исследований на животных. Так, были подтверж-
дены кардиопротективные и нейропротективные 
эффекты молекулярного водорода [126–130], 
а также данные о положительном эффекте водо-
рода на эндотелиальную дисфункцию [131, 132]. 
Насыщение водородом диализной жидкости улуч-
шало прогноз у пациентов как при гемодиализе, 
так и при перитонеальном диализе, уменьшая раз-
витие фиброза [133–135].

Выявление позитивных эффектов молекулярно-
го водорода, с одной стороны, привело к выпол-
нению большого количества исследований, в ко-
торых изучены эффекты экзогенного водорода, 
а с другой стороны, появилось «второе дыхание» 
в работах по анализу эффектов эндогенного водо-
рода, продуцируемого микробиотой кишечника.
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Существует линейная зависимость между скоро-
стью образования водорода в кишке и его уровнем 
в выдыхаемом воздухе — всасывается в кровь и вы-
деляется через легкие около 21–65 % образован-
ного в кишке водорода, что является основанием 
для использования водородного дыхательного теста 
для неинвазивной оценки газообразующей функции 
микробиоты толстой кишки [108, 136, 137].

Измерение уровня водорода в выдыхаемом воз-
духе применяется для определения времени оро-
ректального транзита, диагностики синдрома из-
быточного бактериального роста в тонкой кишке 
(СИБР), лактазной недостаточности и непереноси-
мости углеводов (фруктозы, галактозы, сорбитола) 
[138–141]. Однако в большинстве работ отмечает-
ся существенный разброс полученных данных, что 
не позволяет говорить о референсных значениях 
уровня водорода в выдыхаемом воздухе у здоро-
вого человека [142]. В настоящее время проводят-
ся исследования, на основании которых создаются 
клинические рекомендации для стандартизации 
метода проведения водородного дыхательного те-
ста в клинике, а также интерпретации полученных 
результатов [143, 144].

Таким образом, дальнейшее изучение взаимос-
вязи микробного состава и количества водорода 
в выдыхаемом воздухе, разработка и стандартиза-
ция методов определения уровня водорода у здоро-
вых лиц и у пациентов с различными нозологиче-
скими формами может быть весьма перспективным 
научным направлением.

Уже сейчас сотрудниками химического факуль-
тета Московского государственного университета 
им. М. В. Ломоносова в партнерстве с ООО «ИРЗ-
Локомотив» (дочерняя компания акционерного об-
щества «Ижевский радиозавод») проводится науч-
но-исследовательская работа: «Разработка метода 
определения концентрации водорода в выдыхае-
мом человеком воздухе с использованием полупро-
водниковых газовых сенсоров на основе оксидов 
металлов». На основании данного метода будет 
разработан анализатор водорода в выдыхаемом че-
ловеком воздухе в двух исполнениях: портативный 
для «домашнего использования» и медицинское 
изделие для проведения анализа квалифициро-
ванным медицинским персоналом в учреждениях 
здравоохранения.

Метан

Основными продуцентами метана в толстой 
кишке человека являются Methanobrevibacter 
smithii и Methanosphaera stadtmanae, количество 
которых увеличивается в дистальном направле-
нии и достигает максимума в прямой кишке [145]. 
Methanobrevib acter smithii используют водо-
род для восстановления СО

2
 до метана, тогда как 

Methanosphaera stadtmanae используют водород 
для восстановления метанола до метана [146, 147]. 
Для синтеза одной молекулы метана требуется че-
тыре молекулы водорода и одна молекула СО

2
.

Количество метаногенов в составе кишечной 
микробиоты меняется в зависимости от возраста. 
В составе микробиоты детей содержание метан-
продуцирующих бактерий чаще всего низкое — 
10 3–10 6 КОЕ/1 г фекалий [147–149], с возрастом 
доля продуцентов метана возрастает и к 80–90 го-
дам достигает уровня 60–80 % от общего количества 
микроорганизмов, населяющих ЖКТ [150–153].

Различия в уровне метана в выдыхаемом воз-
духе могут быть связаны с характером питания, 
местом проживания и рядом других факторов. На-
пример, у лиц, перенесших аппендэктомию, отме-
чается снижение уровня метана, предположитель-
но связанное с тем, что аппендикс может служить 
резервуаром метаногенных микроорганизмов в ки-
шечнике [154]. Только у 15 % жителей Японии 
определяется превышение уровня метана в выдыха-
емом воздухе над фоновым, а Methanobrevibacter 
smithii были найдены лишь у 8 % японцев [155]. 
Сравнение уровня выделения метана у жителей 
Африки и африканцев, проживающих в США, по-
казало, что у афроамериканцев выделение метана 
и доля метаногенов в составе микробиоты значи-
тельно ниже [156, 157], что позволяет предпола-
гать влияние особенностей рациона на микробный 
состав ЖКТ.

В целом, при изучении уровня метана в выды-
хаемом воздухе были обнаружены существенные 
различия по данному показателю, в связи с чем 
было предложено выделять группу лиц с высо-
ким содержанием метана в выдыхаемом воздухе, 
у которых концентрация данного газа при выдо-
хе превышает таковую в окружающей атмосфере 
на 1 ррm и составляет 4 и более ррm, и лиц с низ-
ким содержанием метана в выдыхаемом воздухе, 
у которых при выдохе определяется менее 3 ррm 
метана [151]. Высокое содержание метана в вы-
дыхаемом воздухе предполагает наличие около 
100 КОЕ метаногенных бактерий на 1 г фекалий 
и соответствует их доле в 0,03–0,3 % от состава 
всей кишечной микробиоты [158, 159].

Повышенное содержание метаногенов в составе 
микробиоты толстой кишки и метана в выдыхае-
мом воздухе ассоциировано с повышением массы 
тела и процентом висцерального жира [160, 161], 
который является более значимым фактором риска 
развития метаболических нарушений и заболеваний 
сердечно-сосудистой системы, чем индекс массы 
тела или окружность талии [162, 163]. Кроме того, 
высокое содержание уровня метана в выдыхаемом 
воздухе прямо пропорционально выраженности 
констипации и обратно пропорционально выражен-
ности диареи у больных с синдромом раздраженного 
кишечника [143, 164]. Однако, по данным P. Singh 
et al., с выраженностью констипации положительно 
коррелируют лишь высокие базовые концентрации 
метана в 10, 20 и более ррm (р < 0,001) [165].

Для определения метана в выдыхаемом воз-
духе применяется метановый дыхательный тест, 
сложности проведения которого заключаются в от-
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сутствии стандартизованного подхода к его вы-
полнению, а также в том факте, что метанпроду-
цирующие бактерии находятся не только в составе 
микробиоты толстой кишки, но и в составе микро-
биоты ротовой полости [166, 167].

Таким образом, имеющиеся на сегодняшний 
день данные не позволяют сделать однозначные 
выводы о возможности использования исследова-
ния метана в выдыхаемом воздухе в диагностиче-
ских целях. Необходимы дополнительные иссле-
дования, направленные на изучение взаимосвязи 
содержания метаногенных бактерий в составе ки-
шечной микробиоты, факторов, определяющих со-
держание метана в выдыхаемом воздухе, а также 
изменение количества продуцируемого метана при 
различных нозологических формах.

Сероводород

Сероводород (Н
2
S), образующийся при бакте-

риальном метаболизме белков и других серосодер-
жащих веществ, также может служить биомарке-
ром микробного состава ЖКТ. Однако, в отличие 
от водорода и метана, сероводород синтезируется 
не только микробиотой, но и соматическими клет-
ками организма-хозяина, что делает его менее 
специфичным маркером микробного состава.

Cера поступает в организм человека с пищевыми 
продуктами животного и растительного происхож-
дения, а также в виде неорганических соединений 
серы с питьевой водой [168]. Источником серосо-
держащих аминокислот служат пищевые белки 
и пептиды, не подвергшиеся воздействию протеаз 
и пептидаз в тонкой кишке и достигшие толстой 
кишки [169]. Кроме того, субстратом для синтеза 
Н

2
S являются эндогенные серосодержащие глико-

протеины массой порядка 2.5 MDa, являющиеся 
основой гелеобразующего муцина MUC2 [170].

Cульфат-редуцирующие бактерии относятся 
к типам Protobacteria (Escherichia, Desulfovibrio, 
Klebsiella, Salmonella, Enterobacter), Fusobacteria 
(Fusobacterium), Firmicutes (Clostridium, 
Streptococcus) [171] и способны синтезировать 
H

2
S из метионина, цистеина и таурина [172]. Дан-

ные бактерии обнаруживаются в составе кишечной 
микробиоты у 15 % детей и у 50–60 % взрослых 
людей [159, 173]. Cульфат-редуцирующие бакте-
рии так же, как и метангенерирующие бактерии, 
для синтеза конечного продукта используют водо-
род. При синтезе одной молекулы Н

2
S использу-

ется 5 молекул водорода [174]. Для большинства 
сульфатредуцирующих бактерий источником угле-
рода служат КЦЖК: ацетат (14.1 %), пропионат 
(9 %) и бутират (9 %), а основным субстратом для 
63 % таких бактерий является лактат.

В тканях человека эндогенный H
2
S синте-

зируется с участием трех основных ферментов: 
цистатионина-β-синтазы (CBS), цистатионин-γ-
лиазы (CSE) и 3-меркаптопируватсульфатрансфе-
разы (3-MST) [175, 176]. CBS и CSE, зависимые 
от наличия витамина В

6
, локализуются в цитозоле, 

3-MST — как в цитозоле, так и в митохондриях. 
Все ферменты, участвующие в тканевом синтезе 
H

2
S, обнаружены в большинстве органов и тканей 

человека, включая эндотелий сосудов и легких, 
гладкомышечные клетки, жировую ткань, голов-
ной мозг, сердце и легкие [177, 178].

K. L. Flannigan et al. изучали соотношение меж-
ду количеством Н

2
S, синтезируемым сульфатреду-

цирующими бактериями микробиоты, и клетками 
организма хозяина. Было показано, что количе-
ство Н

2
S в фекальных массах стерильных мышей 

было вдвое меньше, чем у животных с обычным 
микробным составом кишечника. Рацион, лишен-
ный витамина B

6
, который является ко-фактором 

двух ключевых ферментов для синтеза Н
2
S в тка-

нях, приводил к 50 % снижению количества синте-
зированного Н

2
S. Авторы пришли к заключению, 

что соматические клетки и сульфатредуцирующие 
бактерии продуцируют Н

2
S в равной степени [179].

В дальнейшем были изучены уровни свободного 
Н

2
S в плазме и в различных органах стерильных 

мышей в сравнении с конвенциональными. Было 
показано, что содержание Н

2
S в плазме крови сте-

рильных мышей было в 2,5 раза ниже, чем у обыч-
ных мышей [180]. Наибольшие различия в содер-
жании свободного сероводорода у исследуемых 
2 групп мышей наблюдались в тканях ЖКТ, тогда 
как в ткани легкого его уровни были одинаковы-
ми. В связи с тем что концентрация Н

2
S в крови 

является основным фактором, определяющим его 
диффузию в альвеолярный воздух, можно предпо-
лагать, что определение уровня сероводорода в вы-
дыхаемом воздухе в значительной степени отражает 
активность сульфатредуцирующих бактерий.

В настоящее время большой интерес вызывает 
исследование участия H

2
S в регуляции воспале-

ния, оксидативного стресса, инфекционных и он-
кологических заболеваний [177, 178, 181]. Серово-
дород, образующийся в результате активности как 
аэробных, так и анаэробных бактерий полости рта, 
может служить причиной периодонтита и халитоза 
[182, 183].

В литературе описано множество методов для 
определения концентрации сероводорода в выды-
хаемом воздухе, например, с помощью карбоновых 
нанотрубок, флюоресцентных зондов, или высоко-
эффективная жидкостная хроматография и пр.

Генерация сероводорода как микробиотой киш-
ки, так и соматическими клетками человека делает 
его менее специфичным биомаркером фермента-
тивной функции микробиоты по сравнению с водо-
родом и метаном. Очевидно, что в связи с малой 
концентрацией в просвете кишки его роль утилиза-
тора водорода значительно уступает роли метана. 
Тем не менее изучение сероводорода как микроб-
ного маркера и как субстанции, принимающей 
участие в регуляции множества метаболических 
путей, окислительного стресса, функции митохон-
дрий, представляет собой перспективное направле-
ние для будущих исследований.
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Заключение

Современные научные исследования кишечной 
микробиоты все ярче и нагляднее демонстрируют 
главенствующую роль консорциума микроорганиз-
мов и его преобладания над частными функциями 
отдельных видов.

Несмотря на то что в н астоящее время моле-
кулярно-генетические методы используются преи-
мущественно для фундаментальных исследований 
и не имеют единого «протокола» анализа данных, 
существует тенденция к их транслированию в кли-
ническую практику.

Исследование КЦЖК (ацетата, пропионата 
и бутирата) в плазме крови может служить косвен-
ным маркером микробного состава толстой кишки, 
однако на сегодняшний день нельзя с уверенностью 
связать количество и соотношение определяемых 
КЦЖК с определенной нозологической формой; 
изучение уровня ТМАО в плазме крови и моче 
также может отражать наличие в составе кишечной 
микробиоты особых кластеров бактерий, несущих 
гены Cut, CntA/CntB и YeaW/YeaX. Однако 
необходимы дальнейшие исследования по выяв-
лению корреляционных связей между определен-
ными заболеваниями, микробным составом ЖКТ, 
рационом и уровнем ТМАО.

Газовые биомаркеры: водород, метан и серо-
водород — гораздо лучше изучены по сравнению 
с другими типами биомаркеров функции и соста-
ва микробиоты. К преимуществам газовых био-
маркеров относят возможность их неинвазивного, 
многократного измерения, что позволяет полу-
чать информацию о соотношении гидрогенных 
(производителей водорода) и гидрогенотрофных 
(метаногенных и сульфатредуцирующих) микро-
организмов и изучать новые подходы коррекции 
отдельных компонентов микробиоты.

Объединение информации, полученной при ис-
следованиях кишечной микробиоты на уровнях 
генома, транскриптома и метаболома, позволит 
произвести более глубокий анализ микробиоты 
и ее взаимодействия с организмом человека. Такой 
подход имеет несомненный потенциал для понима-
ния патогенеза различных заболеваний и открыва-
ет возможности для разработки новых стратегий 
профилактики и лечения.
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