
– 396 –

Journal of Siberian Federal University. Biology 2022 15(3): 396–421 
~ ~ ~

DOI 10.17516/1997-1389-0395

EDN: URBUBN

УДК 579.61

Analysis of the Microbiome of Human Lungs  
and Respiratory System in Lung Disorders: a Review

Vladislav Yu. Buslaeva*, Lyudmila V. Matskovab,  
Varvara I. Mininaa, c and Vladimir G. Druzhininc

aFederal Research Centre of Coal and Coal Chemistry SB RAS 
Institute of Human Ecology 

Kemerovo, Russian Federation 
bImmanuel Kant Baltic Federal University 

Kaliningrad, Russian Federation 
cKemerovo State University 

Kemerovo, Russian Federation

Received 22.12.2020, received in revised form 29.01.2021, accepted 25.04.2021

Abstract. The structural stability of the respiratory system and the functional activity of the lungs 
are influenced by the local microflora. The initiation and the progression of some lung diseases are 
determined by pathogenic factors produced by the lung microbiota and the dysbiotic conditions in 
general. Metagenomic studies based on sequencing of the genes for 16S ribosomal RNA have been 
used to collect direct data on the composition of the lung microbiota. 16S rRNA genes consist of 9 
variable regions (V1-V9). By determining highly conservative 16S rRNA regions, bacterial genomes 
can be assigned to higher- level taxa, while based on information about less conservative regions of 
these genes, the genera or species of bacteria can be identified. Metatranscriptomics, which is based 
on estimating the number of copies of transcripts from the pulmonary microbiota, is also rapidly 
developing. The diversity and redundancy of genes and their variable activity in different conditions 
are prerequisites for using high- performance technologies such as RNA-seq and parallel sequencing 
methods. The metatranscriptomic analysis data significantly complement metagenomics; at the same 
time, metatranscriptomics is assumed to be more informative in examination of functional interactions 
between microbiome and host organism. These approaches offer an estimation of the biological activity 
of different components in the microbiome under normal and pathological conditions. This review 
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summarizes the results of recent metagenomic and metatranscriptomic studies regarding a number of 
serious diseases of the respiratory system (lung cancer, chronic obstructive lung disease, asthma, and 
cystic fibrosis).

Keywords: metagenomics, 16S rRNA sequencing, metatranscriptomics, RNA-seq, COPD, lung 
cancer, cystic fibrosis, asthma.
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Аннотация. Микробиота легочной системы способна оказывать значимое влияние 
на стабильность структуры и функциональную активность легких. Инициация 
и прогрессирование некоторых заболеваний легких зависит от патогенных факторов, 
экспрессируемых легочной микробиотой, и состояния дисбиоза в целом. Метагеномные 
исследования, основанные на секвенировании генов 16S рРНК, позволили получить актуальные 
данные о составе легочной микробиоты. Гены 16S рРНК состоят из 9 вариабельных участков (V1-
V9). Определение более консервативных в эволюционном плане участков последовательностей 
16S рРНК гена позволяет относить исследуемые геномы бактерий к таксонам более высокого 
порядка, в то время как получение информации о менее консервативных участках позволяет 
определять принадлежность бактерий к роду или виду. В настоящее время также активно 
развивается метатранскриптомика, основанная на оценке числа копий транскриптов легочной 
микробиоты. Существование разнообразия и избыточности генов, а также вариабельность их 
активности в разных условиях предполагает использование таких высокопроизводительных 
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технологий, как секвенирование РНК и методы параллельного секвенирования. Полученные 
данные по метатранскриптомному анализу в значительной степени дополняют результаты 
метагеномных исследований, в то же время предполагается, что метатранскриптомный подход 
более информативен, что касается исследований функциональных взаимодействий между 
микробиотой и организмом- хозяином. Эти подходы предполагают оценку биологической 
активности различных компонентов микробиома в норме и патологии. В обзоре рассмотрены 
методические особенности применения метагеномного анализа, а также метатранскриптомных 
исследований при некоторых тяжелых заболеваниях легочной системы (рак легкого, 
хроническая обструктивная болезнь легких, астма и муковисцидоз).

Ключевые слова: метагеномика, секвенирование 16S рРНК, метатранскриптомика, 
РНК-секвенирование, хроническая обструктивная болезнь лёгких, рак лёгкого, муковисцидоз, 
астма.
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Введение

Микробиота человека представляет со-
бой совокупность микроорганизмов (бакте-
рий, вирусов и грибов), населяющих опре-
деленную часть организма. Таким образом, 
человек может рассматриваться как мета- 
организм. Совокупность всех генов микро-
организмов обозначают термином «микро-
биом». Компоненты микробиоты лёгких 
имеют генотоксический, иммуномодулятор-
ный и дисбиотический потенциалы, вклад ко-
торых (в совокупности с другими факторами) 
увеличивает предрасположенность к раку 
лёгкого, заболеванию, вызывающему самую 
высокую смертность среди онкологических 
патологий (Barta et al., 2019; Maddi et al., 
2019). Активность отдельных составляющих 
микробиоты (бактерий, вирусов и грибов), 
населяющих мукозальный слой респиратор-
ного тракта, оказывает влияние на тяжесть 
течения наследственных заболеваний, напри-

мер муковисцидоза. Интересно, что не только 
патогенная, но и комменсальная микробиота 
может запускать процесс модуляции иммун-
ных реакций, провоцировать аномальный 
иммунологический ответ и развитие таких 
заболеваний легочной системы, как хрониче-
ская обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) 
и астма (Wang et al., 2017). Патологические 
реакции иммунитета, как правило, связа-
ны с развитием острого воспаления (рис. 1). 
Представители определенных бактериальных 
родов были отнесены к индукторам воспали-
тельных реакций и могут рассматриваться 
в качестве факторов развития предопухоле-
вых процессов.

Секвенирование генов, кодирующих 
РНК малой субъединицы рибосом бактерий, 
в настоящее время является наиболее реали-
зуемым и информативным методом для из-
учения разнообразия бактерий в результате 
широкого использования технологий нового 
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поколения. Для определения последователь-
ностей выбранные участки генов 16S рРНК 
амплифицируются с помощью полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Следующим этапом 
является создание библиотеки бактериаль-
ных последовательностей с идентификацион-
ными баркодами. С этой целью полученные 
продукты предыдущей стадии амплифициру-
ют в ПЦР ещё раз с праймерами, содержащи-
ми баркоды. Результаты прочтений объединя-
ются в ходе биоинформатической обработки 
результатов секвенирования в операционные 
таксономические единицы (OTU’s) для после-
дующей таксономической аннотации.

Кластерирование нуклеотидных после-
довательностей и построение OTU’s обеспечи-

вается методами биоинформатики (Kopylova 
et al., 2016). К наиболее широко применяемым 
программам относятся uclust, USEARCH, 
UPARSE и CD-HIT. Таксономическая класси-
фикация нуклеотидных последовательностей 
эффективно осуществляется с помощью ре-
ализации алгоритма Kraken (Wood, Salzberg, 
2014). Пакет программ PathoScope обеспечи-
вает более продуктивный анализ наличия 
патогенов, ассоциированных с муковисци-
дозом, при сопоставлении с ресурсами про-
грамм Kraken и MetaPhIAn (Hahn et al., 2018). 
Аннотация основана на сравнении нуклео-
тидных последовательностей с референсны-
ми базами данных (базами данных последо-
вательностей генов 16S рРНК).

Рис. 1. Развитие воспалительных реакций при участии компонентов микробиоты человека. Синтез 
факторов воспаления связан с первоначальным этапом распознавания компонентов бактериальной 
мембраны (Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMP’s) Toll- подобными рецепторами клеток 
организма- хозяина. Развитие острого воспаления является ключевым моментом в инициации онкогенеза 
с участием бактериальной микробиоты

Fig. 1. Development of inflammatory reactions involving human microbiota. Synthesis of inflammatory factors 
is related to primary recognition of bacterial membrane components (Pathogen Associated Molecular Patterns, 
PAMP’s) by Toll- like receptors of host organism cells. Acute inflammation development is a key factor for 
oncogenesis initiation by bacterial microbiota
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К наиболее распространенным базам 
данных в исследованиях микробиома отно-
сятся SILVA и Greengenes, которые содержат 
большое разнообразие прокариотических по-
следовательностей. SILVA состоит из более 
чем четырёх миллионов последовательно-
стей РНК малых и 400 тысяч последователь-
ностей РНК больших субъединиц рибосом 
архей и эукариот. База данных Greengenes 
позволяет определять таксономию бактерий 
и архей, основываясь на филогенетических 
древах, построенных на основе многократно 
выверенных, неискусственных (нехимерных) 
последовательностей, но, к сожалению, она 
не обновлялась с мая 2013 года. Используется 
также база данных Ribosomal Data Project, ко-
торая позволяет осуществлять выравнивание 
последовательностей рРНК для построения 
более подробных филогенетических древ.

Однако существуют некоторые сложно-
сти и ограничения в применении метагеноми-
ки. Например, качество полученных в резуль-

тате секвенирования прочтений определяется 
особенностями дизайна праймеров и оптими-
зацией протокола выделения бактериальной 
ДНК. Кроме того, сложность биоинформа-
тического анализа состоит в распознавании 
химерных и целевых прочтений, а также по-
следовательностей праймеров. Ошибки сек-
венирования могут обуславливать возникно-
вение ложноположительных результатов при 
анализе структуры микробиома. В качестве 
главного ограничения метагеномных иссле-
дований выступает вариабельность числа ко-
пий генов 16S рРНК в различных бактериаль-
ных геномах (Větrovský, Baldrian, 2013).

Метагеномный и метатранскриптом-
ный анализы в настоящее время выступают 
в качестве основных молекулярных мето-
дов изучения микробиоты человека (рис. 2). 
Метатранскриптомика представляет со-
бой альтернативный подход к исследова-
нию структуры микробиома и определению 
его функциональной значимости. В первую 

Рис. 2. Сравнительная характеристика методов метагеномики и метатранскриптомики. На схеме 
приведены основные этапы анализа микробиоты c применением двух разных подходов

Fig. 2. Comparative characteristics of metagenomics and metatranscriptomics methods. The diagram shows the 
main stages of microbiota analysis using two different approaches
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очередь данный метод направлен на анализ 
экспрессии генов микроорганизмов и эф-
фективен при определении полного транс-
криптомного профиля микробиома. Сек-
венирование РНК (RNA-seq) обеспечивает 
более эффективное и подробное исследова-
ние транскриптома, в особенности при выяв-
лении наиболее активно экспрессирующихся 
генов в составе бактериальных сообществ. 
Данные группы генов могут выступать в ка-
честве маркеров присутствия специфических 
компонентов микробиома в определенных 
условиях. RNA-seq позволяет также иденти-
фицировать пути метаболизма, которые ис-
пользуются микроорганизмами, что способ-
ствует более полному пониманию их влияния 
на развитие определенных патологических 
состояний.

Анализ транскриптов микробных генов 
позволил получить более подробную картину 
при исследовании физиологического состоя-
ния здорового организма и развития заболе-
ваний человека. Например, метатранскрип-
томный анализ выявил взаимосвязь между 
изменением состава микробиоты ротовой по-
лости и развитием периодонтита (Jorth et al., 
2014). Было отмечено, что в данном случае 
микробиота гораздо менее разнообразна, бак-
терии Fusobacterium nucleatum увеличивают 
уровень экспрессии генов, задействованных 
в синтезе бутирата при развитии заболева-
ния. Интеграция метагеномного, метатран-
скриптомного и виромного подходов позво-
ляет провести более точный и корректный 
анализ (Bikel et al., 2015). Именно интегратив-
ное исследование позволило получить пред-
ставление о большом разнообразии кишечно-
го микробиома человека и о взаимосвязанной 
экспрессии генов организма- хозяина и ми-
кробиоты, его населяющей, а также о том, что 
особенности метагенома влияют на структу-
ру метатранскриптома (Franzosa et al., 2014).

На примере исследования транскриптома 
микробиоты была представлена система пря-
мого секвенирования РНК молекул с исполь-
зованием Oxford Nanopore sequencing system. 
Nanopore секвенирование основано на после-
довательном распознавании отдельных ну-
клеотидов в составе полинуклеотидной цепи, 
которые проходят через нанопоровые структу-
ры (Cozzuto et al., 2020). Данный подход может 
быть применим при метатранскриптомных 
исследованиях для обеспечения экономиче-
ски рентабельного и точного анализа биоло-
гических систем (Semmouri et al., 2020). Была 
продемонстрирована возможность детекции 
последовательностей эндопаразитов и других 
редких видов, основанной на анализе транс-
криптов 18S рРНК. Большое разнообразие ну-
клеотидных последовательностей, аннотиро-
ванных из ONT и GO баз данных, необходимо 
для идентификации генов, вовлеченных в про-
цессы гликолиза и синтеза белка.

Материал репозиториев нуклеотидных 
последовательностей прокариот также высту-
пает в качестве стандарта для сопоставления 
результатов RNA-seq с помощью алгоритмов 
выравнивания. Вместе с наличием рефе-
ренсных баз существует разнообразие био-
информатических программ, которые были 
разработаны для интерпретации результатов 
RNA-seq анализа в метатранскриптомных 
исследованиях. В ходе анализа используют-
ся алгоритмы: HUMAnN 2 (Franzosa et al., 
2018), SAMSA (Westreich et al., 2016), SAMSA2 
(Westreich et al., 2018), MetaTrans (Martinez et 
al., 2016), mOTU’s program (Heintz- Buschart et 
al., 2016; Milanese et al., 2019).

Ограничения метатранскриптомного 
анализа связаны с тем, что в процессе вы-
деления тотальной РНК наибольшей кон-
центрацией обладают молекулы рРНК, и это 
может негативным образом влиять на воз-
можность выделять мРНК. мРНК молекулы, 
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которые являются основной целью RNA-seq 
подхода, довольно нестабильны. Последова-
тельное разрушение их структуры являет-
ся запрограммированным и энергетически 
структурированным клеточным процессом, 
катализируемым специфическими рибону-
клеазами (экзо- или эндонуклеазы). Процесс 
может быть сопряжен с транскрипцией. Кон-
троль стабильности мРНК является адаптив-
ным механизмом при регуляции экспрессии 
генов. Концентрация мРНК может влиять 
на деградацию данной структуры (Nouaille 
et al., 2017). Было разработано определенное 
количество методов для измерения периода 
деградации мРНК (Lugowski et al., 2018). Рас-
чёт оптимальных показателей концентрации, 
размера молекул и удаление рРНК предотвра-
щает деградацию мРНК. Это следует учиты-
вать в ходе обработки данных.

Цель исследования: обобщение данных 
об опыте использования метагеномного и ме-
татранскриптомного анализа микробиома 
при заболеваниях легочной системы.

Материалы и методы

Поиск был выполнен с использованием 
электронных баз данных, включая MedLine, 
PubMed, TOXLINE и Web of Science. Опи-
санные данные являются результатом поиска 
и использования литературных источников, 
опубликованных до сентября 2020 года.

Были использованы ключевые слова 
и термины, необходимые для поиска: мета-
транскриптомика, метагеномные исследо-
вания, бактериальный транскриптом, секве-
нирование 16S рРНК, секвенирование РНК 
(RNA-seq), легочные заболевания, хрониче-
ская обструктивная болезнь лёгких (ХОБЛ), 
рак лёгкого (РЛ), муковисцидоз, астма. Были 
включены исследования, полный текст кото-
рых был опубликован на английском или рус-
ском языках.

Из анализа были исключены публика-
ции, направленные на рассмотрение общих 
вопросов молекулярных, генетических и ци-
тогенетических основ развития легочных 
заболеваний. В данной работе основное вни-
мание уделялось исследованиям микробиома 
путем метагеномного и метатранскриптомно-
го анализа при таких легочных заболеваниях, 
как рак лёгкого (РЛ), хроническая обструк-
тивная болезнь лёгких (ХОБЛ), муковисцидоз 
и астма. 13 научных работ были посвящены 
исследованию ХОБЛ, 14 научных публика-
ций содержали информацию о вкладе микро-
биома в развитие РЛ, 7 работ были посвяще-
ны изучению муковисцидоза и 12 –  астме. 
В обсуждение была включена информация 
о молекулярных методах и биоинформатиче-
ском анализе, которые могут быть применены 
в метагеномном и метатранскриптомном под-
ходах. Были также описаны возможные риски 
и ограничения, связанные с применением 
двух видов анализа.

Применение метагеномных  
и метатранскриптомных исследований  
в изучении болезней легочной системы

Легочные заболевания относятся к пато-
логиям, которые обуславливают высокие по-
казатели заболеваемости и смертности среди 
населения. Их развитие может быть сопря-
жено с активностью микробиоты легочной 
системы (рис. 3). Применение высокопроиз-
водительных технологий секвенирования 
позволяет проводить характеристику нор-
мального микробиомного профиля разных 
отделов дыхательной системы человека. Со-
гласно результатам исследований, проведен-
ных несколькими независимыми научными 
группами, микробиота лёгких характеризует-
ся высокой степенью филогенетического раз-
нообразия (Kovaleva et al., 2019). Bacteroidetes 
и Firmicutes являются преобладающими ти-
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пами бактерий в составе лёгких (Segal, Blaser, 
2014). Для нормальной микробиоты лёгких 
также характерно наличие бактериальных 
родов Prevotella и Veilonella. Анализ бактери-
альных генов 16S рРНК при использовании 
Oxford Nanopore MiniION секвенирования 
и прокариотических баз данных MegaBLAST 
и EZ BioCloud позволил идентифицировать 
основные таксоны, обитающие в респира-
торном тракте человека (Ibironke et al., 2020). 
В качестве основных доминирующих бакте-
риальных типов были определены Firmicutes, 
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes 
и Fusobacteria. Видовая структура была пред-
ставлена в основном таксонами Veillonella 
dispar, Veillonella atypia, Streptococcus infantis 
и Streptococcus mitis. Было отмечено, что око-
ло 95 % бактериальных таксонов, обнаружен-
ных в респираторном тракте, могли мигриро-
вать из других отделов легочной системы.

Муковисцидоз

Муковисцидоз поражает респираторный 
тракт и снижает дыхательную функцию лёг-

ких. Заболевание относится к наследствен-
ным, аутосомно- рецессивным моногенным 
патологиям, связанным с наличием мутаций 
в гене CFTR. Данный ген кодирует белок –  
трансмембранный регулятор проводимости, 
нарушение его активности способствует сгу-
щению секретов желез внутренней секреции, 
что создаёт условия для активного размноже-
ния определенных бактерий. Патогенез муко-
висцидоза неразрывно связан с активностью 
компонентов микробиоты (бактерий, вирусов 
и грибов), населяющих мукозальный слой ре-
спираторного тракта. С применением методов 
секвенирования нового поколения была со-
ставлена подробная характеристика состава 
легочной микробиоты у пациентов с наличи-
ем муковисцидоза (Frost et al., 2020).

Одним из видов осложнений муковис-
цидоза является хронический синусит. В раз-
витие подобных состояний потенциальный 
вклад могут вносить сообщества микроор-
ганизмов микробиоты верхних и нижних 
дыхательных путей. Свой ства микробиоты 
респираторного тракта были оценены у боль-

Рис. 3. Развитие патологий легочной системы под действием микробиоты

Fig. 3. Development of lung system pathologies caused by microbiota
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ных муковисцидозом, которые получали ле-
чение от хронического синусита (Luсas et al., 
2018). В ходе данной работы был сопостав-
лен уровень бактериального разнообразия, 
а также особенности состава микробиоты 
разных отделов легочной системы. Степень 
разнообразия микроорганизмов была выше 
в составе верхних дыхательных путей при 
сопоставлении с микробиотой лёгких. При 
анализе OTU’s наиболее распространенными 
таксонами были определены Pseudomonas, 
Streptococcus и Staphylococcus, микробиота 
лёгких была обогащена родами Pseudomonas, 
Prevotella и Veilonella. В данном случае на-
блюдалось явление колонизации лёгких бак-
териальными патогенами, которые могли 
транспортироваться из респираторного трак-
та. Развитие побочных патологических состо-
яний, ассоциированных с муковисцидозом, 
происходит при анаэробиозе, вследствие по-
вышения численности аэробных бактерий.

Было проведено метагеномное исследо-
вание легочной микробиоты детей с муковис-
цидозом на ранних стадиях его развития (Jorth 
et al., 2019). При исследовании образцов брон-
хоальвеолярного лаважа были обнаружены 
сообщества микроорганизмов, содержавших 
в своём составе патогенов ротовой полости. 
В их качестве были определены предста-
вители семейства Alcaligenaceae, которые 
включали рода Achromobacter, Bukholderia 
и Bordetella. Развитие инфекционных со-
стояний, ассоциированных с муковисцидо-
зом, таким образом, могло происходить при 
низком содержании Streptococcus, Prevotella 
и Veilonella и повышении численности бакте-
рий семейства Alcaligenaceae.

Бактерии Pseudomonas aeruginosa отно-
сятся к наиболее распространённым микро-
организмам, которые обеспечивают развитие 
инфекционных процессов, ассоциированных 
с муковисцидозом. В связи с этим исполь-

зуется специфическая терапия с участием 
антибиотиков, направленная на элиминацию 
данных патогенов. С другой стороны, были 
получены данные о возможном изменении 
представленности других компонентов ле-
гочной микробиоты в ходе терапии (Kramna 
et al., 2018). В исследовании использовался 
материал детей, больных муковисцидозом 
с наличием хронической инфекции, связан-
ной с бактериями Pseudomonas aeruginosa. 
Применение антипсевдомональной терапии 
способствовало уменьшению представленно-
сти некоторых бактериальных видов, вклю-
чая Streptococcus aureus и Streptococcus mitis. 
В ходе анализа было также отмечено повыше-
ние содержания бактерий вида Granulicatella 
sp., что влияло на показатели объёма форси-
рованного выдоха. Острые состояния пато-
генеза муковисцидоза могут быть связаны 
и с фунгиальной инфекцией. Грибы рода 
Aspergillus заселяют легочную систему па-
циентов с муковисцидозом и провоцируют 
возникновение состояний резистентности 
(Warris, 2019). Более 60 % больных муковис-
цидозом могут быть носителями Aspergillus 
fumigates, которые способствуют нарушению 
функциональной активности лёгких по при-
чине активных воспалительных реакций.

Данное заболевание является хорошей 
моделью для тестирования метагеномных 
и метатранскриптомных технологий для вы-
явления совместного вклада бактериального 
и вирусного компонента в развитие муко-
висцидоза (Lim et al., 2013). Объектом иссле-
дования являлись пробы мокроты, из ко-
торых выделялись нуклеиновые кислоты. 
По результатам исследования было отмечено 
влияние наличия ДНК организма- хозяина 
на уменьшение концентрации микробной 
ДНК при её выделении. Секвенирование ге-
нов 16S рРНК выявило снижение численно-
сти Pseudomonas aeruginosa в составе проб, 
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взятых от пациентов с муковисцидозом. Сек-
венирование вирусных генов позволило уста-
новить присутствие и роль фаговых частиц, 
бактериальных вирусов, которые способны 
инфицировать патогенные микроорганизмы, 
задействованные в прогрессировании муко-
висцидоза. Полномасштабное исследование 
особенностей микробиома в ходе развития 
данной патологии предполагает в дальней-
шем объединение анализа метагенома, мета-
транскриптома и вирома.

Динамика состава микробных сооб-
ществ может определяться разными клини-
ческими проявлениями муковисцидоза, об-
условленными применением лекарственных 
препаратов и развитием острых проявлений 
болезни. Для детального тестирования по-
добных свой ств было проведено комплексное 
исследование, включающее стандартный ме-
тагеномный анализ и мультиомиксный этап 
(исследования метаболома) (Hahn et al., 2020). 
Работа предполагала изучение динамики 
микробных сообществ у 14 пациентов с муко-
висцидозом в течение 12-месячного периода, 
а также выявление ассоциации между спец-
ификой состава микробиоты и изменением 
метаболома. В процессе лечения муковисци-
доза бактерии типа Bacteroidetes обладали 
меньшей численностью, чем представители 
Stenotrophomonas. Высокое содержание ро-
дов Staphylococcus и Escherichia было ассо-
циировано с повышением уровня метаболиз-
ма спиртов, в случае высокого содержания 
Achromobacter наблюдалось повышение син-
теза окисленных органических метаболитов.

Хроническая обструктивная  
болезнь лёгких (ХОБЛ)

ХОБЛ –  заболевание, которое связано 
с нарушением дыхательной функции и огра-
ничением воздушного потока. Дисбиоз со-
обществ бактериальных микроорганизмов 

усиливает патогенез ХОБЛ. В данном слу-
чае происходит активное размножение па-
тогенных видов (Haemophillus influenza, 
Streptococcus pneumonae, Moraxella 
catarrahalis, Pseudomonas aeroginosa), опре-
деляющих дальнейшее развитие деструк-
тивных процессов в лёгких. Патологические 
состояния развиваются по причине синтеза 
и экспрессии токсичных продуктов жизнеде-
ятельности бактерий, а также усиления вос-
палительных реакций.

Для установления профиля микробиоты 
дыхательных путей при ХОБЛ были исполь-
зованы методы количественного культиви-
рования и секвенирования генов 16S рРНК 
(технология Illumina MiSeq) (Brill et al., 2016). 
Применение обоих методов указало на по-
вышение численности родов Streptococcus, 
Haemophillus (73 % и 61 %), представители 
бактериальных родов Veillonella, Actinomyces, 
Granulicatella, Prevotella не были определены 
при использовании культивирования и имели 
низкие показатели численности (ниже 17 %) 
при секвенировании. В данном исследовании 
было отмечено, что в структуре микробиоты, 
ассоциированной с ХОБЛ, преобладают ми-
кроорганизмы, относящиеся к аэробам. Сек-
венирование 16S рРНК позволяло проводить 
характеристику компонентов микробиоты 
ХОБЛ, которые не могли быть установлены 
с помощью метода количественного культи-
вирования.

Легочная эмфизема –  одно из важных 
клинических проявлений ХОБЛ, развивается 
при условии изменения нормального состава 
бактериальных сообществ. Для детального 
исследования данной гипотезы проведена 
оценка состава бактериальной микробиоты 
в материале бронхоальвеолярного лаважа 
пациентов c пневмонией при использовании 
микробиологического культивирования и мо-
лекулярных методов метагеномного анали-
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за (Naito et al., 2017). Молекулярные методы 
исследования микробиоты указали на высо-
кую частоту встречаемости вида Moraxella 
catarrhalis у пациентов с острыми и средними 
проявлениями состояний пневмонии, ассоци-
ированной с ХОБЛ. Процентное содержание 
видов Haemophillus influenzae и Pseudomonas 
aeroginosa не было связано с развитием эмфи-
земы определенной степени тяжести. Методы 
метагеномного анализа были также наиболее 
эффективны при детекции видов Streptococcus 
angiosus и Streptococcus pneumonia, которые 
могли вносить вклад в развитие эмфиземы. 
Соответственно, представители Moraxella 
catarrhalis могут в большинстве случаев вы-
ступать в качестве факторов, повышающих 
риск возникновения осложнений, связанных 
с ХОБЛ.

Возникновение острых состояний ХОБЛ, 
а также различных осложнений, ассоцииро-
ванных с данной патологией, может быть свя-
зано с колонизацией респираторного тракта 
бактериями Pseudomonas aeruginosa (Garcia- 
Nunez et al., 2015). Усиление патогенеза ХОБЛ 
в данном случае может происходить по при-
чине способности бактерий к синтезу биоплё-
нок. В проведенном исследовании материал 
мокроты был получен от 21 пациента с ХОБЛ 
со стабильными и острыми проявлениями 
данной патологии. Проводилась оценка спо-
собности образования биоплёнки бактериями 
Pseudomonas aeroginosa. В результате было 
отмечено, что высокий уровень их синтеза 
способствует повышению бактериального 
разнообразия микробиоты, что было опре-
делено при подсчёте OTU’s. Увеличение чис-
ленности определенных бактерий может уси-
ливать острые проявления ХОБЛ.

При установлении роли микробиоты 
в прогрессировании острой формы ХОБЛ был 
использован материал легочной ткани паци-
ентов (Pragman et al., 2018). Бактериальная 

ДНК также выделялась из материала соско-
ба верхних дыхательных путей. В результате 
Streptococcus был доминирующим таксоном 
вне зависимости от специфики анализируе-
мого материала. После проведения анализа 
главных координат (PCoA) были установлены 
таксоны, присутствие которых было спец-
ифично для определенной части легочной 
системы. Рода Alloiococcus, Corynebacterium 
и Staphylococcus имели высокую численность 
в материале соскобов верхних дыхательных 
путей, с легочной тканью были ассоцииро-
ваны Actinomycetales, Streptococcus и Rothia. 
Анализ структуры микробиоты ХОБЛ по-
зволил установить наличие высокой степени 
сходства между анализируемыми материа-
лами. Несмотря на высокую степень инфор-
мативности легочной ткани, в качестве пре-
диктивных маркеров развития острой формы 
ХОБЛ могут также выступать сообщества ми-
кроорганизмов верхних дыхательных путей.

Ранее также была установлена совокуп-
ная роль бактериального и фунгиального 
компонентов микробиоты в развитии острых 
проявлений ХОБЛ (Su et al., 2015). Динамика 
изменений структуры микробных сообществ 
мокроты исследовалась путём секвенирова-
ния V4 вариабельного региона, а также реги-
она внутреннего транскрибируемого участка 
(Internal Transcribed Spacer (ITS)). В составе 
бактериома рода Acinetobacter, Prevotella, 
Neisseria, Rothia, Lactobacillus, Streptococcus, 
Veillonella и Actinomyces были наиболее рас-
пространены у пациентов с ХОБЛ. В составе 
фунгиального компонента микробиоты пре-
обладали Candida, Phialosimplex, Aspergillus, 
Penicillum, Cladosporium и Eutypella.

Острые деструктивные процессы в лёг-
ких, ассоциированные с ХОБЛ, также сами 
могут быть фактором изменения состава ми-
кробиоты лёгких. При изучении данного яв-
ления присутствие бактериальных патогенов 
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в составе мокроты определялось с помощью 
секвенирования и количественной оценки 
экспрессии генов 16S рРНК (Jubinville et al., 
2018). Значимые изменения состава микро-
биоты при острых проявлениях ХОБЛ были 
отмечены относительно типов Proteobacteria, 
Firmicutes и Bacteroidetes. Развитие наиболее 
деструктивных форм патологии обуславли-
вали изменения численности представителей 
Streptococcus и Moraxella. Методами мета-
геномного анализа, а также количественной 
оценки экспрессии генов установлено на-
личие бактериальных видов, которые отно-
сятся к нативным патогенам (Streptococcus 
pneumonia, Moraxella catarrhalis, Haemophillus 
influenza). Были также определены таксоны, 
повышение численности которых было ха-
рактерно для определенной степени развития 
ХОБЛ. При острых проявлениях ХОБЛ доми-
нировали Streptococcus pneumonia и Moraxella 
catarrhalis, вид Haemophillus influenza преоб-
ладал при умеренном развитии ХОБЛ.

Усиление патогенеза ХОБЛ происходит 
по причине развития вентиляционных нару-
шений, возникающих в результате активно-
сти нативных патогенных микроорганизмов. 
Для раскрытия механизмов возникновения 
данных явлений было проведено исследова-
ние по оценке вариабельности паттернов оро-
фарингеальной микробиоты (Карнаушкина 
и др., 2018). Динамика состава микробиоты 
оценивалась при проявлении разных вариан-
тов патологических фенотипов ХОБЛ (хро-
нический бронхит, эмфизема и смешанный 
тип). Было отмечено, что при развитии эм-
физемы происходит повышение численности 
типов Firmicutes, Anaerovibrio, Leuconostoc, 
Oceanobacillus, Phascolartobacterium, 
Tetragenococcus, Actinobacteria, Proteobacteria 
и Novosphingobium. Данные таксоны отно-
сятся к комменсальным микроорганизмам. 
У индивидов с проявлениями фенотипа 

«хронический бронхит» отмечалось по-
вышенная обсемененность бактериальны-
ми типами: Fusobacteria, Actinobacteria, 
Proteobacteria, Bacteroidetes и Firmicutes. 
У данной группы также было обнаружено 
повышение численности представителей 
родов, относящихся к условно- патогенным 
бактериям: Haemophillus, Actinomyces, 
Lactobacillus, Leptotrichia, Porphyromonas, 
Bacillus и Gemella. В качестве наиболее рас-
пространенных видов были определены 
Prevotella melaninogenica, Rothia mucilaginosa 
и Veilonella parvula. Бактерии типа Firmicutes 
и Bacteroidetes преобладали у пациентов с на-
личием смешанного фенотипа. Общий ана-
лиз орофарингеальной микробиоты указал 
на сильную корреляцию бактериальных так-
сонов (семейств) Moraxellaceae, Peptococca-
ceae, Eubacteriaceae, Enterococcacae, Staphy-
lococcaceae и Actinomycetaceae с ухудшением 
течения ХОБЛ и прогрессированием небла-
гоприятных патологических деструктивных 
процессов.

В качестве одного из потенциальных 
факторов развития ХОБЛ активно рассматри-
вается курение. Для полного понимания его 
вклада в развитие дисбиоза при ХОБЛ было 
проведено метагеномное секвенирование ма-
териала мокроты 124 проб здоровых индиви-
дов (28 курящих и 92 некурящих с нормаль-
ной функциональной активностью лёгких) 
и материала 218 пациентов с ХОБЛ, отобран-
ного в клинических центрах и являющего-
ся частью данных консорциума COPDMAP 
(Haldar et al., 2020). У здоровых индивидов 
вне зависимости от статуса курения наибо-
лее преобладали (выше 88 % от общего чис-
ла полученных прочтений) типы Firmicutes, 
Bacteroidetes и Actinobacteria, а также 
рода Streptococcus, Veillonella, Prevotella, 
Actinomyces и Rothia. Proteobacteria рассма-
тривался в качестве доминантного типа в со-
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ставе микробиоты пациентов с ХОБЛ, рода 
Haemophilus и Moraxella имели пониженные 
показатели процентного содержания. Одна-
ко при сопоставлении данных здоровых ин-
дивидов и пациентов с ХОБЛ в зависимости 
от статуса курения значимых различий вы-
явлено не было. Следует предположить, что 
различия между структурой микробиоты па-
циентов с ХОБЛ и здоровых индивидов не за-
висят от статуса курения.

Применение секвенирования полной 
длины генов может улучшать степень глуби-
ны анализа и выявлять подробную видовую 
структуру микробиоты. Подобный подход 
был использован при изучении вклада микро-
биоты верхних дыхательных путей при раз-
витии ХОБЛ (Wang et al., 2020a). Материал 
мокроты был отобран от 98 пациентов с нали-
чием стабильных проявлений ХОБЛ, а также 
от 27 здоровых индивидов для дальнейшего 
секвенирования полной длины последова-
тельностей генов 16S рРНК с помощью вы-
сокопроизводительных технологий Pacific 
Biosciences. Проявление продолжительных 
острых фаз данной патологии было связано 
с присутствием вида Ralstonia mannitolilytica. 
В ходе анализа также были идентифициро-
ваны бактериальные виды, которые являют-
ся индукторами воспалительных реакций 
при проявлении разных патологических 
фенотипов ХОБЛ (эозинофильного и ней-
трофильного). Виды Haemophillus influenza, 
Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeroginosa 
и Neisseria meningitidis были ассоциированы 
с повышением экспрессии Th1, Th17 и других 
провоспалительных медиаторов. Представи-
тели вида Tropheryma whipplei способствова-
ли активации факторов эозинофильного типа. 
Исследование внутригенных аллей 16S рРНК 
позволило определить структуру бактериаль-
ных линий внутри соответствующих родов. 
Линии 86–02NP, PittGG, которые относятся 

к виду Haemophillus influenza, были связаны 
с активацией хемокинов CCL17 и CCL13, что 
также могло предопределять развитие ХОБЛ 
по эозинофильному типу.

В настоящее время есть примеры приме-
нения метатранскриптомного анализа для из-
учения активной части микробиоты в процес-
се развития ХОБЛ (Ren et al., 2018). Например, 
в работе Ren с коллегами, опубликованной 
в 2018 году, сравнивали метатранскриптомы 
проб бронхоальвеолярной жидкости паци-
ентов с острой формой ХОБЛ с материалом 
здоровых доноров (без наличия легочных за-
болеваний). Для обработки метатранскрип-
томных данных использовались программы 
Trimmomatic, Bowtie2 и SortMeRNA. Таксо-
номическая аннотация прочтений выполня-
лась с использованием алгоритма картирова-
ния BLASTN и базы данных NCBI (National 
Center for Biotechnological Information). Про-
филь микробиома был дополнительно оха-
рактеризован в метагеномном исследовании, 
при помощи анализа генов 16S рРНК. С этой 
целью консервативные V3-V4 участки гена 
16S рРНК были амплифицированы и секвени-
рованы. Данные анализировались на основе 
баз Mothur и SILVA. Секвенирование метаге-
нома и метатранскриптома показало взаимо-
подтверждающие результаты, выявило при-
сутствие одинакового числа бактериальных 
родов, равное 28. Однако данные анализов, 
полученных с использованием этих двух под-
ходов, разошлись в том, какие именно таксо-
ны присутствовали в пробах. 16S рРНК ана-
лиз указал на присутствие представителей 
рода Acinetobacter у пациентов с наличием 
ХОБЛ, в то время как метатранскриптомный 
подход позволил детектировать наличие ро-
дов Ralstonia и Pseudomonas.

В ещё одном исследовании оценили 
вклад определенных таксонов в развитие лёг-
кой и тяжёлой форм ХОБЛ средствами мета-



– 409 –

Vladislav Yu. Buslaev, Lyudmila V. Matskova… Analysis of the Microbiome of Human Lungs and Respiratory System…

транскриптомного анализа (Lee et al., 2016). 
Хотя в пробах мокроты у пациентов с разны-
ми формами ХОБЛ уровень был повышен для 
одних и тех же типов бактерий, для таксо-
нов Bacteroides, Fusobacteria, Proteobacteria 
и Firmicutes процентное содержание отлича-
лось. В составе проб тяжелой формы ХОБЛ 
представители таксона Prevotella были наи-
более часто встречающимися компонентами, 
в то время как представленность бактерий 
рода Acinetobacter уменьшалась. У группы 
пациентов с лёгкой формой ХОБЛ было об-
наружено повышение уровня бактерий типов 
Proteobacteria, Firmicutes и Actinobacteria. 
Таким образом, метатранскриптомный ана-
лиз в проведенном исследовании показал, что 
представители типа Proteobacteria в равной 
степени обладали повышенным содержани-
ем при развитии как лёгкой, так и тяжелой 
форм ХОБЛ. Однако были найдены различия 
на уровне рода. Бактерии родов Haemophilus, 
Neisseria, Fusobacterium, Prevotella 
и Porphyromonas характеризовались наиболь-
шей численностью в пробах тяжёлой формы 
ХОБЛ по сравнению с лёгкой. Пробы, полу-
ченные от пациентов с наличием лёгкой фор-
мы данного заболевания главным образом 
содержали рода Propionibacterium, Bacillus, 
Pseudomonas, Escherichia и Porphyromonas.

Для получения и дальнейшего анализа 
данных метатранскриптома важен правиль-
ный выбор биологического материала. Для 
изучения особенностей микробиома ХОБЛ 
является целесообразным использование мо-
кроты (Ditz et al., 2020). Использование мо-
кроты имеет как преимущества, так и огра-
ничения. К преимуществам можно отнести 
то, что процедура забора проб осуществля-
ется неинвазивно, материал позволяет оха-
рактеризовать полный состав микробиома 
лёгких, в то время как пробы буккального 
эпителия, слюны или орофарингеальных маз-

ков позволяют исследовать наличие только 
специфических бактерий. Для успешного 
метатранскриптомного анализа следует стан-
дартизировать этапы отбора проб и выделе-
ния РНК, следует оптимизировать биоинфор-
матический анализ с учётом особенностей 
анализируемой биологической жидкости.

Определение функциональной значи-
мости микробиоты легочной системы при 
развитии ХОБЛ становится возможным при 
проведении мультиомиксных исследований. 
В соответствии с этим был проведен метаана-
лиз крупных репозиториев с наличием данных 
о метагеноме и транскриптоме ХОБЛ (Wang 
et al., 2020b). Метаанализ метагеномных ис-
следований ХОБЛ позволил определить наи-
более распространенные бактериальные 
рода: Haemophillus, Streptococcus, Moraxella 
и Lactobacillus. Для ХОБЛ также было харак-
терно понижение встречаемости Selenomo-
nas, Leptotrichia, Dialister, Porphyromonas, 
Peptostreptococcus, Campylobacter, Catonella 
и Prevotella. Средствами пакета программ 
PICRUST-2 был проведен анализ изменений 
экспрессии генов, которые происходили под 
действием активности микробиоты. Было 
определено повышение уровня экспрессии 
17 генов, вовлеченных в биотрансформацию 
ксенобиотиков, метаболизм углеводородов, 
пептидогликанов и аминокислот. Таксоны 
Haemophillus, Moraxella и Streptococcus спо-
собствовали повышению экспрессии этих 
генов. 9 генов были задействованы в биосин-
тезе вторичных метаболитов, липидов и жир-
ных кислот, комменсальные бактериальные 
рода Veilonella и Prevotella, которые облада-
ли пониженной численностью у пациентов 
с ХОБЛ, вносили значимый вклад в контроль 
экспрессии данной группы генов. С помощью 
метода PRMT (Predictive Relative Metabolic 
Turnover) был исследован вклад специфиче-
ского состава микробиоты в изменение осо-
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бенностей метаболизма при развитии ХОБЛ. 
Для патологических состояний была отмече-
на характерная активация метаболических 
путей, связанных с синтезом пальмитата 
и N-ацетил- D-маннозамина, а также наруше-
нием синтеза D-аспартата.

Астма

Астма относится к наиболее распростра-
ненным хроническим заболеваниям. Ключе-
вым моментом его развития является образо-
вание бронхоспазмов, в результате сужения 
просвета бронхов. Дыхательная функция 
нарушается по причине активации иммуно-
логических и других неспецифических меха-
низмов. Бронхиальная астма обуславливает 
наиболее высокие показатели заболеваемости 
и смертности среди населения. Для исследо-
вания этиологии данного заболевания целе-
сообразным является установление вклада 
микробиома легочной системы.

Метагеномные исследования микробио-
ты позволяют выработать новые подходы 
по диагностике и лечению астмы (Huang, 
2013). Наибольшее внимание сфокусировано 
на особенностях состава микробиоты дыха-
тельных путей и кишечника, а также на вза-
имодействии их компонентов с факторами 
окружающей среды. Развитие деткой аст-
мы может происходить по причине наличия 
специфических особенностей разнообразия 
микробиоты дыхательных путей (Thorsen et 
al., 2019). Секвенирование ампликонов 16S 
рРНК, полученных от 700 детей с диагно-
зом астма, позволило установить структуру 
микробиоты в течение первых трёх меся-
цев жизни. Бактериальные рода Veilonella 
и Prevotella были ассоциированы с прояв-
лением патологических состояний начиная 
с первого месяца. Повышенное содержание 
этих микроорганизмов было связано с пони-
жением экспрессии ФНО-α и ИЛ-1β, а также 

активацией хемокинов CCL2 и CCL17. Про-
веденное исследование указывает на взаи-
модействие микробиоты дыхательных путей 
с компонентами иммунитета. Это явление 
может рассматриваться как один из потенци-
альных механизмов развития детской астмы.

Материал детей и взрослых с наличием 
астмы был исследован в течение проявления 
патологии и стабильного состояния здоровья 
(Perez- Losada et al., 2017). У участников экс-
перимента отбирался материал назофарин-
геальных смывов, технологии секвенирова-
ния нового поколения использовались для 
исследования V4 региона 16S рРНК. Более 
86 % полученных в ходе секвенирования по-
следовательностей соответствовали бакте-
риальным родам Moraxella, Staphylococcus, 
Dolosigranulum, Corynebacterium, Prevotella, 
Streptococcus, Haemophillus, Fusobacterium 
и Nesseriaceae. Эти таксоны были идентифи-
цированы как у детей, так и у взрослых в раз-
ных пропорциях. Сезонная динамика (летний 
и осенний периоды) микробиоты дыхатель-
ных путей была связана с вариабельностью 
показателей родов Haemophillus, Moraxella, 
Staphylococcus и Corynebacterium.

На примере детской астмы было про-
ведено исследование влияния микробиоты 
верхних дыхательных путей на патофизио-
логические особенности развития данного 
заболевания (Zhou et al., 2019). 319 проб на-
зальных мазков были отобраны при развитии 
лёгкой формы астмы, а также при проявлении 
обострённых состояний заболевания. Нали-
чие повышенных показателей комменсаль-
ных бактериальных родов Corynebacterium 
и Dolosigranulum способствовало понижению 
вероятности развития острой формы аст-
мы. Повышение численности бактерий рода 
Moraxella увеличивало риск возникновения 
усиленного патогенеза и развития острых 
состояний астмы. Представители рода 
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Corynebacterium могли рассматриваться в ка-
честве протективных компонентов микробио-
ты дыхательных путей.

Ранее при проведении исследований на-
зальной микробиоты были выявлены основ-
ные таксоны, которые характерны для состо-
яний детской астмы (Perez- Losada et al., 2018). 
Анализ кластеров OTU’s выявил повышенное 
содержание (более 95 %) патогенных бактери-
альных родов Moraxella, Staphylococcus, Strep-
tococcus и Haemophillus. Бактериальные типы 
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, 
а также рода Moraxella, Corynebacterium, 
Dolosigranulum и Prevotella, в данном иссле-
довании характеризовались высокой степе-
нью вариабельности в зависимости от нали-
чия определенного патоморфологического 
профиля астмы и других клинических про-
явлений.

Анализ состава микробиоты дыхатель-
ных путей также позволяет оценить меха-
низмы развития разных типов астмы. Был 
использован материал мокроты 24 пациентов 
с наличием астмы (10 с диагнозом эозино-
фильная астма и 12 пациентов с астмой, не свя-
занной с эозинофилией), а также 12 здоровых 
доноров (Pang et al., 2019). Пациенты с разны-
ми типами астмы отличались по 6 бактери-
альным родам: рода Claciecola и Helicobacter 
были наиболее распространены у больных эо-
зинофильной астмой, Deinococcus, Scardovia, 
Bifidobacterium и Desulphobulbus были ас-
социированы с развитием неэозинофильной 
формы. Функциональный анализ микробио-
ты с помощью базы данных KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) в данном 
исследовании установил возможность влия-
ния микроорганизмов на экспрессию генов, 
вовлечённых в развитие других заболеваний. 
К ним относятся инфекционные патологии, 
болезни иммунной системы, а также наруше-
ния метаболизма.

Проведение характеристики состава оро-
фарингеальной микробиоты позволяет выяс-
нить роль микроорганизмов легочной систе-
мы в развитии бронхиальной астмы и других 
хронических заболеваний лёгких (Огородова 
и др., 2015). Микробиота пациентов с острой 
формой бронхиальной астмы содержала по-
ниженные показатели численности пред-
ставителей рода Prevotella на фоне повы-
шения представленности бактериальных 
родов Odoribacter, Alloiococcus, Lactobacillus, 
Megasphaera, Parvimonas, Sneathia, а так-
же видов Bifidobacterium longum, Prevotella 
nancienesis, Neisseria cinerea, Aggregatibacter 
segnis. Эти различия указывают на изменение 
специфического состава бактериальных со-
обществ при развитии астмы разной степени 
тяжести. Выявленные в данном исследовании 
таксоны могут рассматриваться в качестве 
клинических маркеров при диагностике дан-
ной патологии.

Недавнее исследование охарактеризова-
ло влияние состава назальной микробиоты 
на развитие астмы разной степени тяжести 
у взрослых пациентов (Fazlollahi et al., 2018). 
Секвенирование генов рибосомальной РНК 
72 человек (20 с проявлением тяжелой фор-
мы астмы, 31 с наличием лёгкой формы за-
болевания и 21 здоровых контролей) было 
выполнено для описания профиля орофарин-
геальной микробиоты. Методы статистики 
PERMANOVA определили бактериальные 
типы Bacteroidetes и Proteobacteria в качестве 
наиболее распространенных таксонов у паци-
ентов с развитием астмы. В составе назаль-
ной микробиоты пациентов с проявлениями 
тяжелой формы астмы было характерно на-
личие Prevotella, Alkanindiges и Gardnerella, 
содержание рода Dialister было значимо выше 
у больных лёгкой формой. Для выявления 
бактериальных видов, вносящих значимый 
вклад в развитие определенной формы аст-
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мы был проведён анализ OTU’s с помощью 
LEfSe метода, а также линейный дискрими-
нантный анализ. В результате присутствие 
таких видов, как Prevotella buccalis, Dialister 
invisus, Gardnerella vaginalis и Alkanindiges 
hongkongensis, было наиболее характерно для 
микробиоты, ассоциированной с острыми 
проявлениями астмы. Проведенная оценка 
экспрессии генов 16S рРНК указала на по-
вышенные показатели таксонов Prevotella 
buccalis и Gardnerella vaginalis у пациентов 
с наличием астмы.

В настоящее время множество информа-
ции получено о влиянии дисбиоза орофарин-
геальной микробиоты на развитие усиленных 
воспалительных реакций, способствующих 
возникновению патогенетических состояний 
астмы. В качестве возможного механизма 
также могут быть рассмотрены особенности 
взаимодействия бактериального и фунгиаль-
ного компонентов микробиоты мокроты (Liu 
et al., 2020). С целью анализа использовался 
материал мокроты 116 пациентов со ста-
бильными проявлениями астмы и 29 здоро-
вых индивидов. Ген 16S рРНК использовался 
для установления структуры бактериальных 
сообществ, для характеристики фунгиаль-
ных сообществ исследовался ITS 1 регион. 
Микробные рода Moraxella, Capnocytophaga, 
Ralstonia (бактериальный микробиом), а так-
же Schizophyllum, Candida, Phialemoniopsis 
(фунгиальный микробиом) были наиболее ха-
рактерны для пациентов с астмой, микробио-
та легочной системы здоровых людей была 
обогащена бактериальными родами Rothia, 
Veillonella и Leptotrichia, а также фунгиаль-
ным родом Meyerozyma.

Свой ства фунгиальной микробиоты мо-
гут предопределять развитие эозинофильной 
и нейтрофильной астмы (Sharma et al., 2019). 
Влияние микробиоты в данном случае свя-
зано с активацией воспалительного пути эо-

зинофильного типа, умеренная активность 
обуславливает возникновение нейтрофиль-
ного типа астмы. При анализе материала 
бронхоэндотелиального соскоба отмечено 
более высокое разнообразие таксонов у паци-
ентов с эозинофильным типом воспаления, 
Trichoderma был определен в качестве наи-
более распространенного фунгиального рода. 
Для проявлений нейтрофильной астмы было 
характерно повышение численности грибов 
рода Penicillum. В составе фунгиальной ми-
кробиоты бронхоальвеолярного лаважа до-
минирующими родами были Cladosporium, 
Fusarium, Aspergillus, Alternaria.

С целью исследования этиологии астмы 
был выполнен транскриптомный анализ генов 
организма человека и микробиоты верхних 
дыхательных путей (Perez- Losada et al., 2015). 
Сравнивались данные транскриптомного 
и метатранскриптомного анализа 8 пациентов 
с астмой и 6 здоровых индивидов. В качестве 
референсной базы данных использовался ре-
позиторий NCBI-NR. Оценивались изменения 
в метаболических процессах и вклад микроб-
ных генов в эти биохимические пути с ис-
пользованием ресурсов COG, SEED и KEGG. 
Методы мультивариационной статистики ис-
пользовались для раскрытия особенностей 
состава микробных сообществ и экспрессии 
генов человеческого организма. Результаты 
исследования позволили идентифицировать 
представителей семейства Moraxellaceae –  
бактерий Moraxella catarrhalis –  как основных 
индукторов патогенных процессов во вре-
мя развития астмы. M. catarrhalis были уже 
определены в качестве основных этиологиче-
ских факторов развития астмы у детей (Teo et 
al., 2015). Дисбаланс метаболических реакций 
уже был указан в качестве основного фактора 
развития заболеваний, в частности синдрома 
раздражённого кишечника (IBD), в развитии 
которого роль микробиоты была установле-
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на. В настоящее время становится всё более 
очевидным, что бактериальные гены, вовле-
ченные в процессы метаболизма, экспрессии 
транспортных белков и факторов адгезии, мо-
гут вносить вклад в патогенез астмы.

Рак лёгкого (РЛ)

В настоящее время РЛ рассматривает-
ся как группа заболеваний, обуславливаю-
щих наиболее высокий уровень смертности 
в мире. Подверженность воздействию поллю-
тантов, сигаретный дым и генетический поли-
морфизм могут рассматриваться как главные 
факторы предрасположенности к данной па-
тологии. Нарушенная нормальная микробио-
та респираторного тракта или её патогенная 
составляющая способствуют развитию вос-
палительных реакций и усиливают прогрес-
сию РЛ. Дисбаланс микробных сообществ 
может выражаться в понижении численности 
нейтральной или комменсальной компоненты 
бактериома и повышении активности пато-
генных бактериальных видов.

Было проведено исследование по опре-
делению различий состава легочной микро-
биоты при развитии плоскоклеточного типа 
РЛ и аденокарциномы (Gomes et al., 2019). 
Разнообразие микроорганизмов было про-
анализировано в соответствии со статусом 
курения пациентов и степенью обструкции 
респираторного тракта. При анализе после-
довательностей 16S рРНК различия между 
пациентами с РЛ и здоровыми контролями 
были найдены на уровне бактериальных ти-
пов Proteobacteria и Actinobacteria. Среди 
родов значимых различий выявлено не было, 
в качестве наиболее распространенных таксо-
нов в обеих группах сравнения были опреде-
лены Haemophilus, Streptococcus, Veillonella, 
Corynebacterium, Actinomyces и Prevotella. 
Анализ метатранскриптомных последова-
тельностей указал на преобладание этих же 

таксонов, однако были получены другие по-
казатели их процентного содержания. Тип 
Proteobacteria обуславливал различия между 
микробиотой пациентов с аденокарциномой 
и плоскоклеточным раком, а также преобла-
дал у мужчин и был ассоциирован с курени-
ем. Обобщенный метагеномный и метатран-
скриптомный анализ позволил установить 
корреляцию между специфическим составом 
микробиоты и развитием определенной ги-
стопатологической группы РЛ.

Исследование механизма развития дис-
биоза легочной микробиоты может суще-
ственно улучшить представления о разви-
тии РЛ (Xu et al., 2020). В настоящее время 
в контексте исследований РЛ в особенно-
сти рассматривается дисбиоз микробиоты 
слюны, который может быть ассоцииро-
ван с системным воспалением и изменени-
ем особенностей экспрессии метаболитов 
(Zhang et al., 2019). С целью оценки значения 
дисбиоза микробиоты было проведено ис-
следование, в котором был сопоставлен её 
таксономический состав у пациентов с РЛ 
и индивидов с наличием других незлокаче-
ственных заболеваний лёгких (Cheng et al., 
2020). Значимые различия между группами 
сравнения были обнаружены посредством 
применения метода PCoA. В составе микро-
биоты, ассоциированной с развитием РЛ, 
были обнаружены микроорганизмы относя-
щиеся к типу TM7 и родам Capnocytophaga, 
TM7–3, Sediminibacterium, Gemmiger, Balutia 
и Oscillospira. Данные таксоны можно опре-
делить в качестве потенциальных маркеров 
развития РЛ. В ходе исследования также 
была проведена оценка активации метабо-
лических путей микробиоты у разных групп 
пациентов. Анализ проводился с использо-
ванием базы данных KEGG с применением 
LEfSe метода. Группы бактерий больных РЛ 
характеризовались повышением активности 
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синтеза пуриновых и пиримидиновых осно-
ваний. В составе контрольной группы было 
отмечено повышение активности метаболи-
ческих путей, связанных с синтезом жгути-
ков, а также функционированием двухком-
понентной системы бактерий и их системы 
секреции.

Использование материала легочной тка-
ни для исследования структуры микробио-
ты позволяет наиболее информативно ис-
следовать потенциальные маркеры развития 
РЛ. Проведенная работа указала на отличия 
в структуре профиля микробиоты у куриль-
щиков, больных РЛ, и у пациентов с наличи-
ем эмфиземы (Liu et al., 2018). Материал дис-
тальной паренхимы лёгких был использован 
для выделения бактериальной ДНК, анализ 
таксономического состава проводился путём 
секвенирования вариабельного участка V4 
гена 16S рРНК. Группы исследования вклю-
чали в себя 40 курильщиков: 10 с диагнозом 
эмфизема, 11 с наличием РЛ, 19 человек ха-
рактеризовались наличием обоих патологий. 
Анализ микробиоты показал, что в матери-
але пациентов с эмфиземой была отмечена 
наименьшая степень разнообразия микро-
организмов. В то же время состав легочной 
микробиоты пациентов с РЛ (без или с на-
личием эмфиземы) характеризовался наи-
меньшими значениями содержания бактерий 
типа Proteobacteria (преимущественно родов 
Acinetobacter и Acidovorax), а также повы-
шением численности представителей типа 
Firmicutes (род Streptococcus) и Bacteroidetes 
(род Prevotella).

В одном из исследований удалось вы-
явить влияние микробиома нормальных 
тканей легкого на безрецидивную выжи-
ваемость пациентов с РЛ (Peters et al., 2019). 
Были изучены парные образцы тканей лег-
кого (опухолевая и нормальная ткань) у 19 
пациентов с немелкоклеточным РЛ. Повы-

шение численности представителей семей-
ства Koribacteriaceae в нормальных тканях 
наблюдалось у пациентов с большей про-
должительностью жизни без рецидивов за-
болевания. Обогащенность нетрансфор-
мированных тканей легкого бактериями 
из семейств Bacteroidaceae, Lachnospiraceae, 
Ruminococcaceae была связана со снижением 
продолжительности жизни пациентов без ре-
цидивов. В целом авторы делают вывод, что 
большое разнообразие микробиома нормаль-
ных тканей связано с уменьшением безреци-
дивной выживаемости больных.

При проведении сравнения профилей 
легочной микробиоты, ассоциированной 
с развитием РЛ и доброкачественными опу-
холями, были найдены статистически зна-
чимые различия (Choi et al., 2016). Материал 
бронхоальвеолярного лаважа использовался 
для анализа состава сообществ микроорга-
низмов методом секвенирования нового по-
коления 16S рибосомальных генов и систе-
мой MALDI-TOF MS. В ходе эксперимента 
участвовали 20 индивидов с диагнозом РЛ и 8 
пациентов с наличием доброкачественных 
опухолей. У 13 пациентов была диагности-
рована аденокарцинома, у 5 плоскоклеточ-
ный рак, остальные 2 имели диагноз мелко-
клеточный РЛ. Анализ таксономии позволил 
определить бактериальные типы Firmicutes 
и TM7, а также рода Veillonella, Megasphaera, 
Atopobium и Selenomonas в качестве наиболее 
распространенных у пациентов с РЛ. Бакте-
риальный род Veillonella был идентифици-
рован с использованием метода MALDI-TOF 
MS у 14 пациентов с РЛ и 5 с наличием до-
брокачественных опухолей, представители 
рода Megasphaera были выявлены у 3 паци-
ентов с РЛ, наличие представителей рода 
Selenomonas определено не было.

Микробные сообщества дыхательных 
путей также могут быть рассмотрены в каче-
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стве модуляторов развития РЛ (Goto, 2020). 
Функционирование иммунной системы 
и специфика иммунной терапии РЛ может 
определяться активностью легочной микро-
биоты (Ramirez- Labrada et al., 2020). Проявле-
ние онкогенных свой ств данных микроорга-
низмов связано с синтезом генотоксических 
факторов, взаимодействием с компонентами 
иммунной системы, а также клетками опухо-
ли. Множественная активность микробиоты 
влияет на особенности иммунотерапии при 
применении ингибиторов сигнальных моле-
кул (Shaikh et al., 2019).

Состав микробиоты может быть ассо-
циирован с развитием рецидивов после те-
рапии на ранних стадиях. Состав легочной 
микробиоты был проанализирован с исполь-
зованием материала бронхоальвеолярного 
лаважа и слюны, отобранных у пациентов 
до хирургического вмешательства (Patnaik 
et al., 2021). Также был использован матери-
ал опухолевых тканей, удалённых на первой 
стадии развития РЛ. Микробиота пациентов 
с наличием рецидивов значимо отличалась 
от таковой у больных РЛ без их проявления 
вне зависимости от гендерной принадлежно-
сти, статуса курения и возраста (при исполь-
зовании материала бронхоальвеолярного ла-
важа). Специфический состав микробиоты, 
ассоциированный со снижением выживаемо-
сти при отсутствии рецидивов, способство-
вал усилению экспрессии опухолевых генов, 
необходимых для клеточной пролиферации 
и эпителиально- мезенхимального перехода. 
Состав клеток иммунной системы и микроо-
кружение не отличалось у пациентов с разной 
степенью развития РЛ. Таким образом, иссле-
дование состава респираторной микробиоты 
перед оперативным вмешательством может 
предопределять специфичность терапии не-
мелкоклеточного типа РЛ, а также позволять 
прогнозировать возможные рецидивы.

Недавнее исследование позволило оце-
нить синергизм вклада легочной микробиоты 
и мутаций в гене TP53 в развитие предраспо-
ложенности к РЛ (Greathouse et al., 2018). Для 
установления состава микробиома были ис-
пользованы две стратегии анализа 16S рРНК. 
Результаты секвенирования 16S рРНК были 
сопоставлены с таковыми, полученными при 
использовании флуоресцентной in situ гибри-
дизации (FISH). Общепринятый анализ 16S 
рРНК сопровождался интерпретацией резуль-
татов РНК-секвенирования с использованием 
базы The Cancer Genome Atlas (TCGA). Было 
выявлено увеличение численности бактерий 
типа Proteobacteria при одновременном умень-
шении бактерий типа Furmicutes, оценивалось 
также бэта- разнообразие. Состав микробиома 
варьировал в зависимости от вида РЛ и типа 
исследованной ткани, как следует из резуль-
татов статистической обработки с помощью 
метода анализа PERMANOVA. Данное иссле-
дование указало на равный вклад методов ана-
лиза 16S рРНК и RNA-seq в изучение вклада 
микробиома.

Развитие РЛ также связывают с реактив-
ностью иммунной системы. Было показано, 
что комменсальная часть микробиоты может 
усиливать развитие онкогенеза путём актива-
ции γβ T-клеток адаптивной иммунной систе-
мы (Jin et al., 2019). γβ T-клетки в ответ на опре-
делённые виды бактерий начинают усиленно 
экспрессировать цитокины, что стимулирует 
развитие онкогенного микроокружения. Была 
показана ассоциативная связь между уровнем 
бактерий Herbaspirillum и Sphingomonadaceae 
и возникновением случаев РЛ, в то время 
как лёгкие здоровых доноров содержали зна-
чительно больше бактерий Aggregatibacter 
и Lactobacillus. Для выявления различий в пред-
ставленности бактериальных таксонов в про-
бах РЛ (аденокарциномы и плоскоклеточной 
формы РЛ) и контролей использовали Path- seq 
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анализ. Path- seq является компьютерным ал-
горитмом, который основан на выравнивании 
геномных и транскриптомных последователь-
ностей организма- хозяина и бактерий. Дан-
ный анализ показал, что со злокачественными 
процессами было связано повышение числен-
ности Betaproteobacteria and Burkholderiales, 
в то время как для здоровых лёгких харак-
терно наличие Gammaproteobacteria and 
Pseudomonadales. Таким образом, совместно 
16S рРНК анализ и использование базы дан-
ных TCGA позволило выявить компоненты 
микробиоты лёгких, ассоциированных с раз-
витием РЛ.

Заключение

Интегрированный метагеномный и мета-
транскриптомный анализ микробиоты лёгких, 
использованный при изучении детской астмы 
и ХОБЛ, выявил положительную корреляцию 
результатов. Метагеномные данные, таким 
образом, могут использоваться в качестве до-
полнения к информации о транскриптоме 
микроорганизмов. Детальный метатранскрип-
томный анализ мокроты позволил установить, 
что пациенты с наследственными (муковисци-
доз) и онкологическими заболеваниями лег-
ких (различные подтипы РЛ) характеризуются 
наличием уникального состава микробиоты, 
который, вероятно, способствует развитию 
воспалительных реакций и прогрессирова-
нию заболеваний. Выявлен синергизм вклада 
легочной микробиоты и мутаций в гене TP53 
в развитие предрасположенности к РЛ.

Данные метатранскриптомных исследо-
ваний, помимо структуры таксономического 
состава микробиоты, содержат информацию 
о профиле активно экспрессирующихся генов 
микроорганизмов. Высокопроизводительные 
технологии RNA-seq позволяют идентифици-
ровать ранее неизученные микроорганизмы 
на молекулярном уровне. Метатранскриптом-
ный анализ дает возможность исследования 
метаболических путей, в которые вовлечены 
микроорганизмы, и позволяет осуществлять 
поиск функционально значимых компонен-
тов некодирующей регуляторной части гено-
ма микроорганизмов. Становится возможным 
изучение новых генетических маркеров раз-
личных патологических состояний, механиз-
мов инициации и прогрессирования заболе-
ваний.

Несмотря на большое количество иссле-
дований, многие вопросы относительно роли 
микробиоты в патогенезе заболеваний оста-
ются дискуссионными и далекими от своего 
разрешения. Международные научные про-
екты, такие как Integrative Human Microbiome 
Project –  (iHMP), продемонстрировали эффек-
тивность мультиомиксных подходов. Исполь-
зование метагеномики, метатранскриптоми-
ки, метаболомики и метапротеомики будет 
не только стимулировать применение новых 
высокотехнологичных методов в молекуляр-
ной биологии, но и позволит наиболее полно 
охарактеризовать сложную структуру микро-
биоты человека и её значимость в норме и па-
тологии.
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