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Резюме
В работе представлены результаты однократного 

исследования микробиоты кишечника у здоровых де-
тей первого года жизни. Проведено исследование 11 об-
разцов фекалий, с последующим таргетным секвени-
рованием амплифицированных участков гена 16S рРНК 
на платформе Miseq (Illumina, США), согласно стан-
дартным протоколам. Суммарно было идентифици-
ровано 600 уникальных OTU (operation taxonomic units), 
сгруппированных в 7 бактериальных фил (Phylum). На 
каждый образец приходилось в среднем 190±80 OTU 
на уровне видов и родов. Установлено доминирование 
грамположительных анаэробных бактерий (71±23%). 
Количественное распределение фил было следующим: 
фила Firmicutes – 43±15% (представлены Clostridium 
spp., Blautia spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp. и 
Veillonella spp.), фила Actinobacteria – 38±10% (из кото-
рой более 90% OTU были представлены Bifidobacterium 
spp.) и фила Proteobacteria – 15±8% (представленные 
семейством Enterobacteriaceae). Представители филы 
Bacteroidetes были идентифицированы (7–15%) только 
в трех из одиннадцати образцов. Все образцы харак-
теризовались низким видовым разнообразием, индекс 
Шеннона и критерий α-разнообразия были в диапазонах 
1,5–4,2 и 3–20 соответственно. У детей, находящихся 
на грудном вскармливании, отмечено более высокое ко-
личество представителей Proteobacteria по сравнению 
с детьми на искусственном вскармливании. Отмечено 
влияние неблагоприятных факторов течения беремен-
ности матерей (прием антибиотиков, респираторная 
инфекция) на состав микробиоты кишечника детей, 
что отражалось в доминировании Klebsiella pneumoniae 
в одном случае и доминировании Enterococcus durans в 
другом.

Ключевые слова: микробиота, кишечник, дети, 
16S рРНК секвенирование, Firmicutes, Actinobacteria, 
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Abstract
The article presents the results of a single study the intes-

tinal microbiota of healthy infants. Study was performed 11 
fecal samples, followed by targeted sequencing the amplified 
sites on the 16S rRNA gene Miseq platform (Illumina, USA), 
according to standard protocols. Total 600 unique OTU (op-
eration taxonomic units), grouped into 7 bacterial phyla (Phy-
lum) have been identified. Each sample had an average of 
190±80 OTU at the species level. Established predominance 
of gram-positive anaerobic bacteria (71±23%). Quantita-
tive phylum distribution was as follows: phylum Firmicutes 
– 43±15% (represented by Clostridium spp., Blautia spp., 
Lactobacillus spp., Enterococcus spp. and Veillonella spp.), 
The phylum Actinobacteria – 38±10% (of which more than 
90% the OTU were represented Bifidobacterium spp.) and 
the phylum Proteobacteria – 15±8% (represented by the 
family Enterobacteriaceae). Representatives of phylum Bac-
teroidetes been identified (7–15%) in only three of eleven 
samples. All samples characterized by low species diversity, 
Shannon index and criterion α-diversity were in the range of 
1,5–4,2, and 3–20, respectively. Children who are breastfed, 
observed a higher number of representatives of Proteobacte-
ria, compared with children on artificial feeding. Noted the 
influence of adverse factors of pregnancy mothers (antibiot-
ics, respiratory infection) on the composition of the intestinal 
microbiota of children, which reflected in the dominance of 
Klebsiella pneumoniae in one case, and the dominance of 
Enterococcus durans otherwise.

Key words: microbiota, gut, children, 16S rRNA sequenc-
ing, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bifidobacte-
rium.

DOI: 10.22625/2072-6732-2017-9-2-23-28 



Оригинальное исследование

Том 9, № 2, 2017           ЖУРНАЛ ИНФЕКТОЛОГИИ24

Введение

На сегодняшний день для изучения микробио-
ты кишечника человека и животных применяются 
культурально-независимые методы, основанные 
на метагеномном подходе или таргетном секвени-
ровании амплифицированных участков гена 16S 
рРНК с использованием технологий высокопроиз-
водительного секвенирования [1, 2]. Такие подхо-
ды являются более информативными и позволяют 
проводить идентификацию подавляющего боль-
шинства микробного состава, включая некульти-
вируемых бактерий и архей. Результаты междуна-
родного проекта по изучению микробиома чело-
века «The Human Microbiome Project Consortium» 
открыли новые представления о формировании 
микробиоты человека, в частности микробиоты 
кишечника. Показано, что уже in utero происхо-
дит «заселение» плода микроорганизмами, то есть 
до рождения ребенка [3, 4]. Выделяют несколь-
ко стадий колонизации кишечника у детей. Для 
микробиоты первых нескольких месяцев жизни 
ребенка характерно низкое видовое микробное 
разнообразие и высокая межиндивидуальная ва-
риабельность. Микробиота кишечника взрослого 
человека, напротив, характеризуется стабильно-
стью и высоким видовым разнообразием. В пер-
вые дни после рождения доминируют представи-
тели Enterobacteriaceae, позднее происходит ко-
лонизация строгими анаэробами: Bifidobacterium, 
Clostridium и Bacteroides [5]. В первый месяц 
жизни доминируют преимущественно бифидо-
бактерии, очевидно, за счет молочного питания. 
Однако включение в рацион питания ребенка в 
4–6 месяцев прикормов – твердой пищи, содер-
жащей неперевариваемые полисахариды, приво-
дит к доминированию клостридиальных видов – 
Lachnospiracea, Clostridiaceae и Ruminococcaceae 
и резкому снижению бифидобактерий [6–7]. 
В возрасте 1–3 лет в структуре микробиоты ки-
шечника детей доминируют Ruminococcaceae, 
Lachnospiraceae, Bacteroidaceae и Prevotellaceae 
[8], в этом периоде детства начинается формиро-
вание взрослого варианта энтеротипа [3]. Безус-
ловно, на течение процессов формирования ми-
кробиоты кишечника ребенка влияют множество 
факторов: здоровье матери, способ рождения, ха-
рактер питания, географические и экологические 
особенности проживания, прием антибиотиков, 
перенесенные инфекции и др. Отмечено, что ми-
кробиота кишечника у детей раннего возраста, в 
отличие от взрослых, в значительной степени под-
вержена выраженным изменениям под воздей-
ствием внешних факторов [4]. Вопросы «станов-
ления» микробиоты кишечника и ее изменений у 
детей первых месяцев и лет жизни сегодня имеют 
научный и практический интерес, ответы на них 

будут способствовать углублению нашего пред-
ставления о значении микробиоты в сохранении 
здоровья человека.

Цель исследования –изучение состава микро-
биоты кишечника у здоровых детей первого года 
жизни с использованием таргетного секвенирова-
ния гена 16S рРНК.

Материалы и методы

Пациенты

Исследование было одобрено локальным эти-
ческим комитетом. Проведено однократное ис-
следование микробиоты кишечника 11 здоровых 
детей первого года жизни (средний возраст детей 
составил 3,8±1,6 месяцев). Все дети были рождены 
в Санкт-Петербурге. Грудное вскармливание по-
лучали 6 детей, смешанное – 2, искусственное – 
3. Неблагоприятные факторы перинатального и 
постнатального анамнеза с возможным влиянием 
на микробиоту кишечника отмечены у 2 детей.

Секвенирование 

Выделение тотальной ДНК из образцов фека-
лий проводили при помощи набора Genomic DNA 
Purification kit (Thermo Scientific, Литва). Библи-
отеки ДНК фрагментов генов 16S рРНК готови-
ли по стандартному протоколу (16S Metagenomic 
Sequencing Library Preparation guide), рекомен-
дованному производителем секвенатора MiSeq 
(Illumina, США) с использованием праймеров на 
V3 и V4 вариабельные регионы гена 16S рРНК.

Секвенирование библиотеки ампликонов осу-
ществляли при помощи стандартного набора тре-
тьей версии 2х300bp (Illumina, США), согласно 
инструкциям производителя на приборе Miseq 
(Illumina, США).

Анализ данных

Первичный анализ данных секвенирования 
с дальнейшей сортировкой и демультиплициро-
ванием по образцам был проведен на платформе 
Basespace (Illumina, США). Полученные после-
довательности гена 16S рРНК обрабатывались с 
использованием биоинформационного пакета 
QIIME v. 1.8.0. (http://qiime.org/) в соответствии 
с протоколом разработчика [9]. Также для анали-
за полученных ридов был использован онлайн-
сервис MG-RAST (http://metagenomics.anl.gov/) 
с использованием базы данных SSU (SILVA small 
subunit rrna database), содержащей нуклеотидные 
последовательности генов 16S рРНК [10]. Выров-
ненные последовательности были сгруппированы 
в операционные таксономические единицы OTU 
(operation taxonomic units) с 97% сходством. Не-
классифицированные или химерные OTU были ис-
ключены из анализа. Для описания биоразнообра-
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По результатам анализа выявлено, что в сред-
нем нормированном количественном отноше-
нии у детей первого года жизни доминировали 
Firmicutes (43±15%), Actinobacteria (38±10%) и 
Proteobacteria (15±8%). Стоить отметить, что бак-
тероиды (фила Bacteroidetes) были представлены в 
гораздо меньшей степени, только в нескольких об-
разцах (№ 2, № 8, № 10) их количество составляло 
7–15%. Образцы (№ 3 и № 5), полученные от детей 
с неблагоприятными анамнестическими данными, 
характеризовались крайне низким количеством 
Actinobacteria, но, вместе с тем, высоким содержа-
нием Proteobacteria (71 и 28% соответственно). Еще 
один образец (№ 1) также отличался от общего 
распределения фил за счет отсутствия Firmicutes и 
доминированием одной филы Actinobacteria (97%).

При анализе филы Firmicutes были выявлены 
доминирующие OTU бактерий на уровне родов. 
Так, в образцах превалировали Clostridium spp., 
Blautia spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp., 
Veillonella spp., Robiensiella spp., Faecalibacterium 
spp. и Ruminococcus spp. Обращало на себя внима-
ние, что Blautia spp. в количественном отношении 
доминировала среди Firmicutes (35–80%), однако 
была не идентифицирована в нескольких образцах 
(№ 1, № 5, № 7, № 9). Указанные образцы характе-
ризовались доминированием родов Clostridium 
spp. (в частности, C. paraputrificum) и Veillonella 
spp. В образце № 1 представители Firmicutes прак-
тически отсутствовали и были представлены толь-
ко Veillonella dispar и различными видами стафи-
лококков. 

Образец № 5 отличался доминированием только 
одного представителя – Enterococcus durans (97% 
от числа всех Firmicutes). Интересно, что высокое 
количественное содержание Firmicutes часто кор-

зия были вычислены стандартные критерии: коли-
чественное распределение ОТU, α-разнообразие, 
индексы Шеннона и Чао 1.

Результаты и обсуждение

Подавляющее большинство (95%) нуклеотидных 
последовательностей было идентифицировано до 
уровня вида или рода; за OTU принимали вид или 
род микроорганизма. Суммарно по 11 образцам 
было идентифицировано 600 уникальных ОТU, 
которые можно разделить, согласно современной 
номенклатуре прокариот, на 7 бактериальных фил 
(Phylum), 26 классов (Class), 49 отделов (Order), 84 
семейства (Family) и 150 родов (Genus) бактерий. 
На каждый образец в среднем приходилось 190±80 
OTU, при этом максимальное и минимальное коли-
чество OTU составляли 300 и 90 соответственно.

Соотношение грамположительных и грамотри-
цательных, а также аэробных и анаэробных бакте-
рий представлено на рисунке 1.

Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, 
Fusobacteria, Tenericutes и Lentisphaerae. Количе-
ственное распределение OTU представлено на ри-
сунке 2.

Рис. 1. Количественное соотношение аэробов/
анаэробов и грамположительных/грамотрицательных 
микроорганизмов в исследуемых образцах фекалий 
здоровых детей первого года жизни. Верхняя и нижняя 
границы значений соответствуют максимальному 
и минимальному количеству OTU в исследуемых 
образцах, серые боксы с заливкой и горизонтальной 
чертой соответствуют среднему значению и 95% 
доверительному интервалу OTU

Рис. 2. Нормированное количественное распределение 
OTU на уровне бактериальных фил. Группа «Другие» 
включает Fusobacteria, Tenericutes и Lentisphaerae. 
По оси абсцисс – номера исследованных образцов 
фекалий; по оси ординат – нормированное 
количественное распределение OTU

В целом, для детей рассматриваемой группы 
было характерно доминирование грамположи-
тельных анаэробных бактерий, на долю которых 
приходилось 71±23%. Два образца (№ 3 и № 5) от-
личались от такового распределения, в них прева-
лировали грамотрицательные (30–71%) аэробные 
(73–98%) микроорганизмы. Анализ анамнестичес-
ких данных показал наличие патологии течения 
беременности у матерей, а также прием антибио-
тиков у этих двух детей.

Детальный анализ распределения OTU на уров-
не таксономического ранга Phylum выявил нали-
чие следующих бактериальных фил: Firmicutes, 
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релирует с таким неблагоприятным фактором, как 
ожирение [11]. Поскольку в настоящем исследо-
вании нами не была проанализирована динамика 
изменения микробного сообщества, в этой связи 
было невозможно прогнозировать развитие каких-
либо отклонений здоровья в будущем у детей.

Идентифицированные OTU в составе филы 
Actinobacteria включали преимущественно толь-
ко Bifidobacterium spp. (97% от числа всех пред-
ставителей данной филы). Например, в образце 
№ 1 c максимальным количеством Actinobacteria 
были выявлены с высокой степенью идентичнос-
ти последовательности рРНК нескольких видов 
бифидобактерий – B. breve, B. bifidum, B. longum, 
B. tsurumiense. В образцах с крайне низким содер-
жанием актинобактерий (№ 3 и № 5), помимо би-
фидобактерий, были выявлены Actynomyces spp. и 
Corynebacterium spp. В гораздо меньшей степени 
(1%) во всех образцах были выявлены представи-
тели Rothia spp. 

Среди протеобактерий, которые в значитель-
ной степени представлены только в нескольких 
образцах (№ 3 и № 5), доминировали представи-
тели семейства Enterobacteriaceae (98%). В об-
разце № 3 превалировала Klebsiella pneumoniae 
(95% от числа всех Proteobacteria), а в образце 
№ 5 – Acinetobacter calcoaceticus (92%). В осталь-
ных образцах среди Enterobacteriaceae были 
идентифицированы Enterobacter spp., Citrobacter 
spp. и в меньшей степени – Escherichia spp. По-
мимо энтеробактерий, также были выявлены се-
мейства других представителей протеобактерий: 
Moraxellaceae, Shewanellaceae, Pseudomodaceae.

Нами было отмечено, что характер пита-
ния влияет на количественное содержание 
Proteobacteria. Так, у детей, которые получали 
грудное вскармливание, в среднем доля этой 
филы была выше (6±2%), по сравнению с деть-
ми на искусственном вскармливании (2±1%). 
Многочисленные исследования показывают, что 
тип питания оказывает существенное влияние на 
состав микробиоты у детей. Так, в исследовани-
ях [12–14] отмечается, что у детей, получавших 
грудное вскармливание, доминировали бифидо-
бактерии и энтеробактерии, при искусственном 
вскармливании таксономическое разнообразие и 
количественное содержание Clostridium difficile 
и таких родов, как: Bacteroides spp., Prevotella spp. 
и Lactobacillus spp. 

Наименее представлены в количественном 
отношении среди анаэробных микроорганиз-
мов представители Bacteroidetes, которые со-
стояли преимущественно из Bacteroides spp. и 
Parabacteroides spp. Другие филы – Fusobacteria, 
Lentisphaerae и Tenericutes (микоплазмы), которые 
составляли в количественном отношении менее 
1%, были представлены родом Fusobacterium spp. 

и видом Victivallis vadensis соответственно. Диф-
ференцировать микоплазмы до более высокого 
таксономического разрешения не удалось. Выше-
перечисленные микроорганизмы колонизируют 
ротовую полость у взрослого человека, а также об-
наруживаются в плаценте и амниотической жид-
кости у беременных женщин [15–16].

Оценивая таксономическое разнообразие, ис-
пользуя различные критерии его оценки, была об-
наружена высокая вариация. Так, индексы Шен-
нона и Чао1 были в широких пределах: 1,5–4,2 и 
150–583 соответственно. Нами было отмечено, 
что с увеличением возраста детей происходит уве-
личение таксономического разнообразия микро-
биоты кишечника (рис. 3). 

Как видно из рисунка 3, в образцах, получен-
ных от детей в возрасте 1 месяца жизни, критерий 
α-разнообразия варьировал от 3 до 7, у детей в воз-
расте 5–7 месяцев – от 10 до 17. От общего рас-
пределения отличались два образца (№ 3 и № 5), 
полученные от 3-месячных детей, которые харак-
теризовались необычно высоким содержанием 
грамотрицательных и аэробных микроорганизмов 
и крайне низким содержанием бифидобактерий. 
В крупных исследованиях по изучению микробио-
ты человека, охватывавших Северную и Южную 
Америку, Европу, было показано, что дети первого 
года жизни характеризовались низким видовым 
разнообразием, а общее количество OTU было 
около 1000, в другой возрастной группе (2–3 года) 
количество идентифицированных OTU уже со-
ставляло порядка 2000 [6, 17]. 

Рис. 3. Зависимость разнообразия микробиоты 
кишечника (критерий α-разнообразия) здоровых 
детей от возраста. Значения критерия α-разнообразия 
отражают таксономическую представленность 
разных микроорганизмов. В зависимости от 
вида вскармливания детей исследованные 
образцы фекалий имеют маркировку: квадрат с 
заливкой – грудное вскармливание, квадрат без 
заливки – искусственное вскармливание, круг – 
смешанное вскармливание. Приведенные названия 
микроорганизмов соответствуют доминирующим 
монотаксонам в образцах. Прямая линия отображает 
линейную аппроксимацию, представлен коэффициент 
корреляции (R2)
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Кроме того, нами было отмечено, что микробио-
та детей, получавших искусственное вскармли-
вание, характеризовались наибольшим видовым 
разнообразием (6,64±4), по сравнению с детьми на 
грудном вскармливании (13,3±3). Анализируя до-
минирующие OTU на уровне видов, мы установи-
ли, что практически во всех образцах в виде моно-
вариантов преобладали различные бифидобакте-
рии и Blautia spp. Исключением из этого были два 
образца (№ 3 и № 5), где преобладали E. durans и 
K. pneumoniae соответственно.

Проведенное исследование имеет несколько 
ограничений. Во-первых, малое количество иссле-
дуемых образцов не позволяет более детально ана-
лизировать влияние внешних факторов, прежде 
всего питания, на состав микробиоты. Во-вторых, 
анализ образцов фекалий однократного сбора и 
отсутствие мониторинга изменений состава ми-
кробиоты на протяжении определенного периода 
времени не позволяют сделать выводы о динами-
ке состава микробиоты и о влиянии на нее нега-
тивных факторов внешней и внутренней среды 
организма. В-третьих, не учитывалось состояние 
микробиоты кишечника матери.

Заключение

Полученные результаты согласуются с со-
временными представлениями о формировании 
микробиоты у человека в рассматриваемый воз-
растной период. В исследовании было выявлено 
в среднем 190±80 OTU на образец, что может ха-
рактеризоваться как низкое видовое разнообра-
зие, по сравнению со старшим возрастным пе-
риодом, когда количество OTU может составлять 
более 1000. В целом, микробиота характеризова-
лась преобладанием грамположительных анаэ-
робов – представителей Firmicutes (в частности, 
род Blautia spp.) и грамотрицательных анаэро-
бов – Veillonella spp. и Actinobacteria (представле-
на бифидобактериями). Другие филы, в частности 
Bacteroidetes, представлены в меньшем количе-
стве. Нами было отмечено, что состав микробиоты 
может меняться в зависимости от характера пита-
ния, однако малое количес тво изучаемых образ-
цов достоверно не позволяет выявить возможные 
корреляции. Несомненно, что способ рождения, 
применение антибиотиков, наличие патологии бе-
ременности у матери и/или плода определенным 
образом влияют на формирование микробиоты 
кишечника ребенка. Так, у детей с неблагоприят-
ными анамнестическими данными (прием анти-
биотиков и респираторные инфекции у матери в 
период беременности) наблюдалось снижение ко-
личества в значительной степени бифидобактерий 
и рост числа в одном случае – K. pneumoniae, в 
другом – доминирование одной филы Firmicutes.
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