
 
 
 

* Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и науки РФ (ГК 16.512.11.2113). 
 
 
ISSN 1818-7943. ¬ÂÒÚÌËÍ Õ√”. –ÂрËˇ: ¡ËÓÎÓ„Ëˇ, ÍÎËÌË˜ÂÒÍ‡ˇ ÏÂ‰ËˆËÌ‡. 2012. “ÓÏ 10, ‚˚ÔÛÒÍ 1 
© ¿. Ã.  ÛрËÎ¸˘ËÍÓ‚, Õ. ¬. “ËÍÛÌÓ‚‡, Ã. —.  ‡·ËÎÓ‚, 2012 
 
 
 
 

 
 
 
 

УДК 578.2+579.25+579.8 
 

А. М. Курильщиков, Н. В. Тикунова, М. Р. Кабилов 
 

»ÌÒÚËÚÛÚ ıËÏË˜ÂÒÍÓÈ ·ËÓÎÓ„ËË Ë ÙÛÌ‰‡ÏÂÌÚ‡Î¸ÌÓÈ ÏÂ‰ËˆËÌ˚ –Œ —¿Õ 
Ôр. ¿Í‡‰. À‡‚рÂÌÚ¸Â‚‡, 8, ÕÓ‚ÓÒË·ËрÒÍ, 630090, —ÓÒÒËˇ 

 
E-mail: kabilov@niboch.nsc.ru 

 
МЕТОДЫ И ОБЪЕКТЫ МЕТАГЕНОМНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ * 

 
 
 
Метагеномика – один из самых развива- 

ющихся разделов геномики, посвященный  
изучению генетического материала (метаге- 
нома) сообществ микроорганизмов в сово- 
купности [1]. Объектами изучения метаге- 
номики могут являться любые популяции  
микроорганизмов, обитающих в воде, почве,  
организме животного, человека или любой  
другой среде. Данное направление стало  
логическим продолжением геномики инди- 
видуальных микроорганизмов, связанным с  
исследованием каждого генома в отдельно- 
сти. Главной целью метагеномики является  
получение и анализ всех геномов для уста- 
новления видового состава и метаболиче- 
ских взаимосвязей в сообществе [2]. Однако  
в настоящий момент эта цель практически  
не достижима по ряду причин. 

Сборка даже одного бактериального ге- 
нома является нетривиальной задачей, так  
как современные методы секвенирования  
позволяют получать нуклеотидную после- 
довательность не целого генома, а его отно- 
сительно коротких участков, из которых его  
еще необходимо собирать. Если же количе- 
ство анализируемых микроорганизмов в со- 
обществе превышает несколько тысяч, то  
задача сборки из трудной превращается  
в практически неразрешимую [3]. Однако в  
сборке полных геномов, как правило, нет  
необходимости [4], так как зачастую ин- 
формацию о видовом составе популяции  

можно получить из анализа отдельных ге- 
нов, который также позволяет выстроить и  
метаболические сети [5; 6]. 

Важной особенностью метагеномных ис- 
следований можно считать отсутствие необ- 
ходимости в изоляции и культивировании  
микроорганизмов, что является принци- 
пиальным моментом, поскольку не все из  
них растут на микробиологических сре- 
дах. К тому же это позволяет включить в  
анализ присутствующие в популяции виру- 
сы и бактериофаги, что, несомненно, рас- 
ширяет представление о метагеноме. 

 
Методы секвенирования 
 
Первичной информацией для метагеном-

ных исследований являются нуклеотидные 
последовательности, получаемые при сек-
венировании нуклеиновых кислот (НК). Зо-
лотым стандартом секвенирования до сих 
пор является метод Сэнгера, в основе кото-
рого лежит статистическое терминирование 
флуоресцентно меченными дидезоксирибо-
нуклеозид трифосфатами растущей цепи 
при элонгации праймера с помощью термо-
стабильной ДНК-полимеразы. Полученные 
меченные ДНК-фрагменты разделяются по 
длине капиллярным гель-электрофорезом, 
а с помощью лазера детектируется флуорес-
центная метка на их 3′-конце, соответст-
вующая одному из четырех нуклеотидов. 
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Автоматические капиллярные секвенаторы 
разработаны несколькими фирмами («GE-
MegaBACE», «Beckman Coulter – CEQ»), 
однако наибольшее распространение полу-
чили приборы «Applied Biosystems». Их по-
следняя модель секвенатора, 3 500хl с 24 
капиллярами позволяет за 2 ч прочитать 
около 1 000 нуклеотидов с каждого образца, 
что суммарно составляет почти 0,3 Мб/день. 

Однако поскольку размер метагенома за-
частую может превосходить даже размер 
генома человека, использование метода  
Сэнгера неоправданно с точки зрения вре-
менны́х и финансовых затрат. В последние 
годы на первый план вышло высокопроиз-
водительное параллельное секвенирование 
(ВПС), позволяющее получать миллиарды 
нуклеотидов в день. Появление платформ 
ВПС нуклеиновых кислот стало новым 
«толчком» к развитию метагеномных иссле-
дований. В настоящий момент используются 
три основных технологии ВПС, обладающие 
максимальной производительностью: 454 
(«Roche»), SOLiD («Applied Biosystems») и 
HiSeq («Illumina»). Неоспоримыми плюсами 
данных приборов является стоимость секве-
нирования одного нуклеотида, объем полу-
чаемых данных и скорость их получения. 
Все три технологии ВПС можно свести к 
нескольким этапам, а именно: получение 
библиотеки ДНК-фрагментов, ее амплифи-
кация и определение нуклеотидных после-
довательностей. 

На первом этапе проводят статистическое 
фрагментирование анализируемой ДНК с 
помощью ультразвука или других методов  
с последующим присоединением к полу-
ченным ДНК-фрагментам олигонуклеотид-
ных адаптеров с известной последователь-
ностью. Для разных платформ и разных 
типов библиотек (fragment, pair-end и mate-
paired) адаптеры, необходимые для даль-
нейшей амплификации фрагментов метаге-
нома, добавляются различными способами. 

Второй этап предполагает проведение 
амплификации каждого из этих фрагментов 
с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), но не просто в смеси, а физически 
изолированно друг от друга. Разобщенность 
фрагментов ДНК обеспечивается с помо-
щью твердофазной иммобилизации одного 
из двух праймеров, участвующих в ПЦР. В 
случае секвенаторов 454 и SOLiD праймер 
присоединен к микрошарикам. Для физиче-
ской изоляции микрошариков друг от друга, 

необходимой для того, чтобы на поверхно-
сти каждого из них был амплифицирован 
только один фрагмент, используется эмуль-
сионная полимеразная цепная реакция 
(ePCR). Создается микроэмульсия (water in 
oil), т. е. водные микрореакторы, которые 
располагаются в масле; в идеальном случае 
каждый из них будет содержать один мик-
рошарик и один ампликон. В результате по-
лучается набор микрошариков, каждый из 
которых должен содержать на своей по-
верхности только один амплифицированный 
фрагмент ДНК. В случае секвенатора 454 
микрошарики помещаются в фиксированное 
количество лунок с определенной геометри-
ей на поверхности проточного чипа. Стек-
лянный чип используется и в SOLiD, однако 
в этом случае микрошарики случайным об-
разом ковалентно иммобилизуются уже на 
ровной поверхности, их максимальное ко-
личество ограничивается только способно-
стью детектирующей системы различить 
два соседних микрошарика [7]. 

В случае секвенаторов «Illumina» на по-
верхности чипа кластерно иммобилизуется 
праймер. Одиночная молекула ДНК-фраг- 
мента с присоединенными адаптерами при 
денатурации попадает на один из кластеров 
и связывается с праймером. В результате 
ПЦР каждый из кластеров содержит иммо-
билизованные копии фрагмента. Таким об-
разом, на всех платформах в конце второго 
этапа имеется проточный чип с физически 
изолированными на его поверхности клона-
ми ДНК-фрагментов, которые далее и будут 
секвенироваться [7]. 

Принципы секвенирования, которые ис-
пользуются на представленных платформах, 
значительно отличаются. Общим можно 
считать только наличие пошагового считы-
вания каждого типа буквы с помощью чув-
ствительных CCD-камер. На платформе 454 
используется пиросеквенирование, осно-
ванное на последовательном пошаговом 
пропускании через чип каждого из четырех 
дезоксирибонуклеотид трифосфатов (dNTP) 
с ансамблем ферментов и детекцией соот-
ветствующего количественного хемилюми-
несцентного сигнала. Сигнал формируется  
в результате каскадного превращения  
dNTP  PPi  ATP  свет с помощью 
ДНК-полимеразы, апиразы и люцефиразы 
соответственно, где PPi – пирофосфат, ATP – 
аденозинтрифосфат. Таким образом, при 
пропускании каждого типа dNTP прибор 
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детектирует люминесценцию в лунках и со-
относит ее с положением на чипе, причем 
количество света пропорционально количе-
ству встроившихся букв. Длина чтения  
может достигать 1 000 нуклеотидов, что 
вполне сравнимо с методом Сэнгера. К не-
достаткам платформы 454 можно отнести 
проблемы с чтением гомоповторов, что свя-
зано с нелинейностью люминесцентного 
сигнала при одновременном встраивании в 
цепь большого числа дезоксинуклеотид 
трифосфатов одного типа [7]. 

На платформе «Illumina» используется 
так называемое секвенирование при синтезе 
(Sequencing by Synthesis). ДНК-полимераза 
встраивает один из четырех типов dNTP, 
каждый из которых отмечен соответствую-
щим флуорофором, наличие которого, с од-
ной стороны, не позволяет встраиваться 
следующей букве, а с другой – дает воз-
можность идентифицировать нуклеотид. 
Встроившаяся буква по флуоресценции со-
относится с конкретным кластером на по-
верхности чипа. После детекции сигналов 
слайд обрабатывается реагентами, которые 
удаляют флуоресцентные метки, что позво-
ляет начать новый цикл чтения. Эффектив-
ность встраивания нуклеотидов по мере 
элонгации цепи снижается, что ограничива-
ет максимальную длину прочтения. В на-
стоящий момент для HiSeq 2000 максималь-
ная длина чтения составляет 100 букв. 

В отличие от всех остальных подходов к 
секвенированию нуклеиновых кислот, в 
платформе SOLiD 5500х1(Sequencing by 
Oligonucleotide Ligation and Detection) ис-
пользуется не ДНК-полимераза, а ДНК-
лигаза – фермент, образующий ковалентную 
связь между 5′-фосфатом и 3′-гидроксилом в 
одноцепочечном разрыве ДНК-дуплекса. 
Все иммобилизованные на поверхности 
микрошариков одноцепочечные фрагменты 
ДНК первоначально формируют компле-
ментарный комплекс с универсальным 
адаптером. Для чтения нуклеотидной после-
довательности используется набор олиго-
нуклеотидов следующего вида: 3′-
XYNNNZZZ-F-5′, где XY – один из 16 воз-
можных динуклеотидов; N – любой нуклео-
тид (вырожденная буква); Z – универсаль-
ное основание; F – один из четырех 
флуорофоров. Один флуорофор кодирует 
четыре различных динуклеотида (XY, X′Y′, 

YX, Y′X′, где X < > Y и отдельная группа 
XX, X′X′), например AG, TC, GA и CT. Из 
добавленного набора зондов с ДНК-
матрицей гибридизуется олигонуклеотид, 
содержащий комплементарные димер (XY) 
и тример (NNN). ДНК-лигаза формирует 
фосфодиэфирную связь между универсаль-
ным праймером и комплементарным зон-
дом. Далее происходит считывание флуо-
ресцентных сигналов и соотнесение их с 
иммобилизованными на чипе микрошари-
ками. Для начала нового шага лигирования 
удаляются три нуклеотида и флуорофор с  
5′-конца (ZZZ-F). После нескольких шагов 
лигирования проводится денатурация и уда-
ление комплементарной цепи с микрошари-
ков, что позволяет начать новый цикл  
секвенирования, но делается это уже с ис-
пользованием адаптера, смещенного на 
один нуклеотид. Смещение адаптера (n,  
n – 1, n – 2, n – 3, n – 4) в каждом новом 
цикле позволяет выстроить последователь-
ность из флуоресцентных сигналов (color 
space) и восстановить нуклеотидную после-
довательность, соответствующую каждой 
микросфере. Тот факт, что каждая буква 
дважды читается перекрывающимися ди-
нуклеотидами, значительно повышает точ-
ность секвенирования [7]. 

Обобщенная информация о каждой из 
описанных секвенирующих платформ пред-
ставлена в таблице. Наиболее производи-
тельными приборами на текущий момент 
являются HiSeq 2000 и SOLiD, позволяю-
щие за один запуск получить до 600 и 180 
гигабаз данных соответственно. Общим для 
обеих платформ является относительно ко-
роткая длина прочтения, пока что не пре-
вышающая 100 нт. Платформа 454 FLX+ 
генерирует значительно меньше данных, 
однако у нее есть большое преимущество – 
средняя длина прочтения, составляющая 700 
нуклеотидов, что вполне сравнимо со сред-
ней длиной прочтения методом Сэнгера. 

В настоящий момент на рынке присутст-
вуют и другие коммерчески доступные сек-
венаторы, которые также относятся к ВПС: 
Ion Torrent («Applied Biosystems»), MiSeq 
(«Illumina») и Junior («Roche»). Однако про-
изводительность этих приборов значительно 
ниже, и позиционируются они, скорее, для 
изучения отдельных геномов, чем для мета-
геномных исследований. 
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Современные модели секвенаторов максимальной производительности 
 

Метод Производитель 
Модель се-
квенатора 

Максимальная 
длина прочте-

ния, нт 

Суммарное 
прочтение 
за один 
запуск 

Время 
работы 

Секвенирование  
по Сэнгер 

Applied 
Biosystems 

3500xl 1 000 2 400 нт 2 ч 

Пиросеквенирование Roche GS FLX+ 1 000 0,7 Гб 23 ч 
Секвенирование  
лигированием 

Applied 
Biosystems 

SOLiD 
5500xl 

75 180 Гб 6 дней 

Секвенирование  
при синтезе 

Illumina HiSeq 2000 100 600 Гб 11 дней 

 
 

 
Метагеномные исследования 
 
Определение видового состава. На на-

чальных этапах развития метагеномики в 
первую очередь изучался видовой состав 
сообществ. Для этой цели до сих пор анали-
зируют нуклеотидные последовательности 
генов 16S и 18S рибосомальной РНК 
(рРНК), отличающиеся высокой степенью 
консервативности, что позволяет определять 
филогенетическую принадлежность прока-
риот и эукариот соответственно [8]. C по-
мощью праймеров к константным районам 
гена рРНК проводят ПЦР и получают набор 
ДНК-фрагментов. Однако секвенирование 
по Сэнгеру предполагает, что каждый ам-
пликон должен секвенироваться отдельно, 
что приводит к необходимости их изоляции 
друг от друга. Классическим способом раз-
деления является клонирование анализи-
руемых фрагментов в плазмидных векторах 
[9]. В последовательность праймеров с 5′-
конца вводится дополнительный участок, 
необходимый для формирования сайта ре-
стрикции, который позволит провести лиги-
рование ПЦР-фрагмента в вектор. В на-
стоящее время появились и другие подходы, 
позволяющие разделять фрагменты, однако 
распространения в метагеномике они пока 
не получили. В первую очередь, это цифро-
вая ПЦР (digital PCR), основанная на раз-
бавлении анализируемой ДНК до уровня 
единичных молекул и проведении большого 
количества параллельных ПЦР [10; 11]. 
Кроме того, существует метод молекуляр-
ных колоний, принцип которого заключает-
ся в получении отдельных колоний ДНК-
фрагментов при проведении ПЦР в полиак-
риламидном геле на подложке [12]. Оба ме-

тода потенциально могут позволить полу-
чить отдельные молекулы ПЦР-фраг- 
ментов для дальнейшего секвенирования. 

С появлением платформы 454, длина 
прочтения на которой вполне сопоставима с 
методом Сэнгера, стало возможным одно-
временное секвенирование сотни тысяч 
ПЦР-фрагментов. Это позволило за не-
сколько дней получать информацию о видо-
вом составе микробиоты [13]. 

Возможным минусом использования 
праймеров на гены рРНК для таксономиче-
ской идентификации может быть тот факт, 
что их консенсусные последовательности 
получены исходя из анализа уже известных 
бактериальных генов. Это потенциально 
может привести к сложностям выявления 
тех микроорганизмов, сиквенсы которых 
отличаются и еще не известны. Также необ-
ходимо понимать, что анализ 16S и 18S ге-
нов метагенома не позволяет говорить о на-
личии вирусов и бактериофагов, для 
которых подобные универсальные консер-
вативные нуклеотидные последовательно-
сти отсутствуют. 

BAC-клонирование. Исторически термин 
«метагеном» впервые использован в работе 
J. Handelsman и соавт. [14], в которой из 
почвы выделялась тотальная ДНК, обраба-
тывалась рестриктазами, после чего полу-
ченные фрагменты ДНК клонировались в 
BAC-векторах. BAC-клонирование позволя-
ло работать с индивидуальными протяжен-
ными фрагментами размером до нескольких 
сот тысяч нуклеотидов, однако даже сотни 
таких фрагментов, как правило, не сравни-
мы с размерами метагенома. 

Shotgun. Одним из первых продуктивных 
подходов к секвенированию метагенома 
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был метод «дробовика» (shotgun sequenc- 
ing), основанный на фрагментации ДНК, 
клонировании полученных коротких фраг-
ментов и их секвенировании методом Сэн-
гера. Исходно основным назначением этого 
метода было проведение полногеномного 
секвенирования индивидуальных организ-
мов, однако и для метагеномных исследова-
ний он оказался вполне применим. Shotgun 
позволяет анализировать метагеном незави-
симо от типа микроорганизмов и вирусов. 
Одна из первых работ с использованием 
shotgun-секвенирования выполнена при изу-
чении морской вирусной микробиоты [15]. 
Среди недостатков подхода необходимо от-
метить трудоемкость и дороговизну. Также 
следует указать, что некоторая часть фраг-
ментов ДНК не клонируется вследствие ци-
тотоксичности. 

Платформа 454 используется в метаге-
номных исследованиях не только для изуче-
ния видового состава микробиома, но и как 
более эффективный аналог shotgun-секве- 
нирования [16; 17]. Полученные нуклеотид-
ные последовательности, как в случае 
shotgun, так и при пиросеквенировании, со-
бираются в более длинные фрагменты (кон-
тиги) с помощью специальных алгоритмов. 
Существует несколько вариантов дальней-
шего анализа. Во-первых, это анализ видо-
вого разнообразия, например генов 16/18S 
рРНК; во-вторых, поиск генов, основанный 
на алгоритмах обнаружения открытых ра-
мок считывания (ORF). Из найденных генов 
строятся метаболические сети, характери-
зующие микробиом как единый симбионт-
ный надорганизм. 

SOLiD и HiSeq. Как указывалось ранее, 
принципиальными характеристиками секве-
наторов SOLiD и HiSeq являются их высо-
кая производительность и короткая длина 
читаемых фрагментов. Сотни миллиардов 
нуклеотидов, выдаваемых этими приборами, 
соответствуют объемам заложенной ин- 
формации в метагеноме. Сложность в ис-
пользовании этих платформ заключается в 
короткой длине получаемых последователь-
ностей, что затрудняет дальнейший анализ, 
в особенности анализ последовательностей, 
не имеющих гомологов в базах данных. Од-
нако к настоящему моменту уже накоплен 
большой объем информации как по полным 
геномам, так и по отдельным генам, что де-
лает использование этих платформ все бо-
лее перспективным [18; 19]. 

Метагеномика  
природных экосистем 
 
Природные экосистемы, как естествен-

ные, так и искусственные, представляют 
большой интерес для метагеномных иссле-
дований, поскольку микроорганизмы явля-
ются обязательными участниками важных 
биологических процессов. Разнообразие ок-
ружающего нас микромира только начинает 
изучаться в рамках экометагеномики. Три 
огромных источника биоразнообразия – во-
да, атмосфера и почва – являются основны-
ми объектами ее изучения. 

Метагеномные исследования экосистем, 
существующих в экстремальных условиях 
(черные курильщики, соленые озера, аркти-
ческие моря и т. д.), представляют особый 
интерес, поскольку обитающие там микро-
организмы обладают необычными мета- 
болическими путями, которые нередко на-
ходят применение в биотехнологии. Так, 
именно в термальных источниках открыты 
термостабильные ДНК-полимеразы, повсе-
местно используемые в молекулярной био-
логии и диагностике. Природные источники 
полезных ископаемых также являются 
крайне важными объектами для метагено-
мики, поскольку изучение возможных меха-
низмов образования полезных ископаемых и 
бактерий, обнаруженных в них, может пре-
доставить важную информацию для разра-
ботки перспективных биокатализаторов. 
Микроорганизмы в окружающей среде не-
редко несут не только пользу, но и вред.  
В частности, они являются причиной био-
генной коррозии металлов и биодеградации 
других материалов. Изучение этих сооб-
ществ позволит в будущем разработать спо-
собы борьбы с ними [20]. 

Таким образом, дальнейшие исследова-
ния, проводимые в рамках экометагеноми-
ки, обеспечат получение фундаментальных 
знаний в области исследования эволюции 
микробных сообществ, а также послужат 
основой для прикладных разработок. 
Водные экосистемы. Изучение микроб-

ных сообществ в водных биоценозах стало 
первой областью применения метагеномно-
го подхода. По количеству видов микроор-
ганизмов водные экосистемы значительно 
превышают любые другие. Первая метаге-
номная работа, посвященная океаническим 
экосистемам океана, опубликована в 1996 г. 
[21]. Авторы проводили изучение архей  
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и для идентификации видового состава по-
пуляции использовали тактику клонирова-
ния в плазмиде фрагмента ДНК, содержа-
щего ген рибосомной РНК. 

Опубликованная в 2004 г. статья, пред-
ставляющая данные об изучении сообществ 
микроорганизмов в районе Саргассового 
моря, увеличила количество известных че-
ловеку последовательностей генов почти 
вдвое – на 1,2 млн [22]. Длина последова-
тельностей, полученных в результате этого 
исследования, составила 1,5 млрд нуклеоти-
дов. В 2007 г. база данных генов увеличи-
лась еще на 6,25 млрд нуклеотидов как  
результат значительного по объему мета-
геномного исследования, охватившего 41 
различный регион мирового океана. Иссле-
дование метагеномов океана дало информа-
цию для разработки новых лекарств [23], 
позволило описать многие гены, участвую-
щие в ряде неисследованных метаболиче-
ских путей [24; 25]. Изучение микробиоти-
ческой структуры сообществ мирового 
океана по-прежнему является огромным по-
лем для метагеномных исследований и таит 
множество информации как фундаменталь-
ного, так и прикладного характера. 
Метагеномика почвы. Почва – это слож-

ная и структурированная экосистема, харак-
теризующаяся очень высоким биоразнообра-
зием [26]. Почвы состоят преимущественно 
из твердофазных частиц, на поверхности и 
внутри которых находятся микроорганизмы, 
образуя кластеры из живой и неживой мате-
рии [27]. Количество видов, обитающих на 
небольшой площади, огромно. Показано, 
что в 30 г почвы обитает более полумил-
лиона видов [28]. Однако в культуре спо-
собны расти только 0,3 % от всех почвен-
ных микроорганизмов [29]. 

Столь огромное биоразнообразие являет-
ся богатым источником новых лекарств – 
антибиотиков [30], противораковых препа-
ратов [31], иммуносупрессантов [32] и т. д. 
Кроме того, почва – очень богатый источ-
ник микроорганизмов, перспективных для 
использования в биотехнологической про-
мышленности [33]. К настоящему времени 
метагеномные исследования почв позволили 
обнаружить значительное количество новых 
ферментов – липаз, амилаз, амидаз, оксидо-
редуктаз, биокатализаторов [34]. Причем 
практически каждое новое исследование 
открывает новые белки, тем самым убеди-
тельно доказывая тот факт, что биоразнооб-

разие почв на порядки превышает наши 
знания о нем. 
Метагеномика воздушных сред. Биораз-

нообразие в воздушной среде значительно 
превышает наши теоретические предполо-
жения. Согласно последним оценкам, куль-
тивированию поддаются менее чем 1 % 
микроорганизмов, обитающих в воздухе 
[35]. Таким образом, использование метода 
секвенирования некультивированных об-
разцов позволяет расширить представления 
о микробиологическом составе воздуха бо-
лее чем в 100 раз. 

Обитание в воздушной среде связано для 
микроорганизмов с рядом адаптивных мета-
болических путей, нехарактерных для дру-
гих сообществ. В частности, это касается 
путей защиты от окисления свободным ки-
слородом воздуха. Следовательно, изучение 
таких метаболических путей возможно в 
первую очередь в экосистемах воздушных 
сред. 

 
Метагеномика человека 
 
До начала проекта «Геном человека» 

предполагалось, что число генов в челове-
ческом геноме составляет около 100 000. 
Однако после секвенирования, сборки и ан-
нотации генома человека обнаружено всего 
лишь около 20 000 генов, кодирующих бел-
ки, почти столько же, сколько у плодовой 
мушки Drosophila melanogaster. Вместе с 
тем, если расширить представление о том, 
что есть организм человека, и включить в 
это определение еще и симбиотические ор-
ганизмы, то оценка в 100 000 генов окажет-
ся сильно заниженной. Можно сказать, что 
микробиом – это отдельный орган человече-
ского организма, столь же обязательный и 
незаменимый, как и другие [36]. 

Микробиом человека является одним из 
основных и наиболее важных объектов  
изучения метагеномики. Для детального 
изучения микробиоты человека требуется 
проведение метагеномых исследований 
множества выборок образцов, полученных 
от разных людей в разных регионах в разное 
время. 

В организме человека есть несколько ос-
новных зон максимальной концентрации 
микроорганизмов. Это респираторный и 
пищеварительный тракты, органы мочепо-
ловой системы, а также кожа. Наиболее 
изученными в настоящее время являются 
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метагеномы желудочно-кишечного тракта и 
верхних дыхательных путей, поскольку 
именно они вовлечены в наибольшее число 
процессов, влияющих на состояние орга-
низма. 
Метагеномика респираторного тракта. 

Бронхолегочная система и, прежде всего, 
верхние дыхательные пути содержат высоко 
разнообразное сообщество микроорганиз-
мов. Значительная их доля является по от-
ношению к человеку комменсалистами, од-
нако широкий спектр бактерий и вирусов, 
находящихся постоянно или попадающих в 
респираторный тракт из окружающей сре-
ды, являются патогенными и условно-пато- 
генными. Известно, что верхние дыха- 
тельные пути являются основным местом 
инвазии инфекции в организм человека, и, 
согласно медицинской статистике, наиболее 
часто регистрируемыми инфекционными 
заболеваниями являются именно вирусные 
и бактериальные инфекции респираторного 
тракта. 

Основными бактериальными агентами, 
находящимися в бронхолегочном тракте, 
являются такие бактерии, как Streptococcus 
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisse- 
ria meningitidis и Staphylococcus aureus. При 
этом колонизация слизистых верхних дыха-
тельных путей этими условно-патогенными 
бактериями, как правило, проходит бессим-
птомно, хотя их наличие увеличивает риск 
возникновения пневмоний, сепсиса и даже 
менингитов. Механизмы такого взаимодей-
ствия микроорганизмов в настоящее время 
неизвестны. 

Среди патогенных вирусов наиболее из-
вестным является вирус гриппа. Благодаря 
высокой мутационной способности он регу-
лярно вызывает эпидемии. Другой не менее 
известной вирусной инфекцией, передаю-
щейся воздушно-капельным путем, является 
натуральная оспа. К счастью, в настоящий 
момент эта инфекция условно побеждена 
благодаря тотальной вакцинации. Тем не 
менее человечество не застраховано от воз-
никновения новых вирусов, не менее опас-
ных, чем оспа. Поэтому изучение метагено-
мов респираторного тракта является одной 
из важнейших задач современной медици- 
ны [37]. 
Метагеномика желудочно-кишечного 

тракта. Микробиом ЖКТ является наибо-
лее разнообразным по видовому составу и 
количеству метаболических путей среди 

всех симбиотических систем человеческого 
тела. Согласно некоторым оценкам, мик- 
робиота среднестатистического человека  
состоит из 10–100 трлн индивидуальных 
прокариотических клеток, относящихся к 
150–800 видам из 1 380–4 000 различных 
таксономических групп [38–41]. Пищевари-
тельный тракт человека населен преимуще-
ственно бактериями (90–95 % генетического 
материала). Доля вирусных геномов состав-
ляет примерно 5 %, геномов архей – до 1 %, 
других эукариот без учета генома челове- 
ка – не более 1 % [42]. Большинство бакте-
рий относятся к родам Bacteroides (до 30 % 
всех бактерий в кишечнике), Clostridium, 
Fusobacterium, Eubacterium, Ruminococcus, 
Peptococcus, Peptostreptococcus и Bifidobac- 
terium. Представительство различных бак-
терий в кишечной микробиоте сильно варь-
ирует от человека к человеку. 

Несмотря на высокую вариабельность 
микрофлоры кишечного тракта, в ходе  
последних метагеномных исследований 
удалось выявить существование всего трех 
стабильных типов кишечной микробиоты – 
«базовых» микробиомов («core micro- 
biome»), названных энтеротипами, не зави-
сящих от местообитания человека, его  
нации и расы, состояния здоровья, пола и 
биологических показателей [42]. Различия в 
энтеротипах заключаются в представленно-
сти определенных метаболических путей 
синтеза и спектра преобладающих бактерий: 
в первом энтеротипе преобладают Bacte- 
roides, во втором – Prevotella, в третьем – 
Ruminococcus. Очевидно, что этими разли-
чиями не ограничивается вариабельность 
возможных метаболических путей, и можно 
ожидать дальнейших открытий в этой об-
ласти. 

Кишечная микробиота участвует в мета-
болических процессах усвоения питатель-
ных веществ, является источником некото-
рых метаболитов, которые человек не может 
синтезировать сам, влияет на состояние им-
мунитета и здоровье человека в целом [43]. 
Одним из наиболее очевидных примеров 
является усвоение короткоцепочечных жир-
ных кислот, единственным источником по-
лучения которых является симбиотическая 
микробиота кишечника [40; 44]. 

Микробы вовлечены во множество пато-
логических процессов, происходящих в  
человеческом организме. В частности, пока-
зано, что патогенез ожирения связан с мик-
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роорганизмами и сопровождается измене- 
нием удельного количества Bacteroides и  
Firmicutes [45]. Язвенная болезнь желудка  
в настоящее время считается следствием 
жизнедеятельности бактерии Helicobacter 
pylori, пациенты проходят лечение антибио-
тиками [46]. 

Показано влияние микробиоты на разви-
тие рака кишечника [47]. Эксперименты на 
мышах доказали, что наличие в желудочно-
кишечном тракте бактерии Bacteroides 
vulgatus стимулирует развитие рака толстой 
кишки [48]. Инфицирование мышей бакте-
рией Helicobacter hepaticus увеличивает ве-
роятность возникновения аденокарциномы 
молочных желез [49]. Механизмы связи 
канцерогенеза и бактерий известны лишь 
частично, но можно предположить наличие 
влияния хронического воспалительного 
процесса в кишечнике, вызванного патоге-
нами, на вероятность возникновения ново-
образований. Другой возможный механизм 
индукции канцерогенеза связан с метаболи-
ческими путями микробиома, синтезирую-
щими канцерогены [50]. 

Между развитием рака и микрофлорой 
существуют примеры не только положи-
тельной, но и отрицательной связи. Этот 
эффект обусловлен преимущественно фер-
ментативной активностью некоторых бакте-
рий, препятствующей активации проканце-
рогенов [51], в частности лактобактерий  
L. casei и L. acidophilus [52; 53]. 

Однако изучение влияния отдельных 
бактерий на развитие заболеваний – это 
лишь первый шаг к пониманию роли мик-
робиоты в патогенезе. Бактерии и вирусы 
существуют не изолированно друг от друга, 
они взаимодействуют между собой, обме-
ниваются генетической информацией. Для 
понимания этих процессов требуются даль-
нейшие детальные исследования, поэтому 
можно ожидать значительное увеличение 
количества метагеномных исследований 
микрофлоры ЖКТ уже в ближайшем буду-
щем. 

 
 
Консорциумы 
 
Крупнейшими объединениями по изуче-

нию человеческого микробиома являются 
европейский консорциум MetaHit и амери-
канский HMP. MetaHit основан в 2008 г. и 
финансируется из средств Еврокомиссии.  

В консорциум в настоящее время входят 13 
промышленных и исследовательских орга-
низаций из восьми стран Европы. Консор-
циум HMP (Human Microbiome Project) ос-
нован как инициатива NIH (National Institute 
of Health, США). HMP финансирует метаге-
номные работы, проводимые в США. Оба 
проекта подразумевают изучение человече-
ского микробиома в самых различных на-
правлениях: создание баз данных генов и 
геномов микробиома человека, поиск взаи-
мосвязей между микробиомом и заболева-
ниями человека, разработка новых методов 
анализа метагеномных данных и т. д. В ряде 
стран, в частности в Канаде и России, суще-
ствуют группы по метагеномным исследо-
ваниям. В России такое объединение появи-
лось в 2009 г. под названием «Русский 
метагеномный проект». В настоящее время 
в нем участвуют 14 организаций-членов. 
Главное международное объединение, в  
которое входят практически все консорциу-
мы, – International Human Microbiome Con- 
sortium. 

 
 
Заключение 
 
 
Изучение отдельных микроорганизмов 

является необходимым, но не достаточным 
условием понимания микробиологических 
экосистем и не может дать ответы на осно-
вополагающие вопросы. Какие организмы 
образуют данное сообщество? Как они 
взаимодействуют между собой и окружаю-
щей средой? Метагеномика, изучающая со-
вокупность всех генов и геномов сообщест-
ва, в перспективе может дать ответы на эти 
вопросы. 

Один из важнейших объектов изучения 
метагеномики – симбиотический микробиом 
человека. Он представляет собой не просто 
совокупность микроорганизмов, обитающих 
в теле человека и на его поверхности, но 
сложную и многокомпонентную систему с 
внутренней структурой, динамикой, активно 
взаимодействующую по ряду аспектов с ор-
ганизмом хозяина. Патогенез множества 
заболеваний и одновременно способы их 
лечения прямо или косвенно связаны с фер-
ментативной и биохимической активностью 
микрофлоры и ее влиянием на организм че-
ловека. Все это и объясняет возрастающий 
интерес к метагеномным исследованиям. 
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