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Цель исследования: оценить состав микробиоты слизистой оболочки тела и антрального отдела желудка.
Материалы и методы. В исследование были включены 60 пациентов с симптомами диспепсии. Проана-
лизировано по два образца слизистой оболочки желудка каждого пациента — из тела и антрального отдела. 
В полученных биоптатах определяли наличие инфекции H. pylori методом ПЦР, проводили выделение РНК 
и подготовку библиотек для метатранскриптомного анализа гена 16S рРНК. Секвенирование осуществля-
ли на приборе MiSeq (Illumina, США) с использованием набора реагентов MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle) 
(Illumina, США).
Результаты. В группе Н. pylori-положительных пациентов выявлено снижение видового разнообразия 
на фоне преобладания бактерий вида Helicobacter pylori, что было подтверждено с помощью индекса Шен-
нона, среднее значение которого составило 3,6 в группе Н. pylori-положительных и 5,4 в группе Н. pylori-
отрицательных пациентов. В случае отсутствия H. pylori наблюдали увеличение представленности бакте-
рий родов Streptococcus, Prevotella и Alloprevotella. Уровень обсемененности H. pylori слизистой оболочки 
желудка варьирует в антральном отделе и теле желудка, в отдельных случаях достигая разницы в 3,5 раза. 
При сравнении представленности других бактерий в теле и антральном отделе желудка статистически зна-
чимых различий выявлено не было.
Выводы. Состав микробиоты желудка существенно отличается в зависимости от наличия или отсутствия 
инфекции H. pylori. Наличие H. pylori сопровождается снижением видового разнообразия бактерий с преоб-
ладанием в составе желудочного микробиома H. pylori.
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Aim: to assess the composition of the microbiota of the mucous membrane of the body and the antrum of the stomach.
Materials and methods. Sixty patients with dyspeptic symptoms were included into the study. Two biopsy samples 
of the gastric mucosa (from the body of the stomach and the antrum) were obtained from each patient. The presence 
of H. pylori infection was confirmed by PCR; RNA was isolated and then libraries were prepared for metatranscrip-
tomic analysis of the 16S rRNA gene. Sequencing was performed on MiSeq (Illumina, USA) using MiSeq Reagent Kit 
v3 (600-cycle) (Illumina, USA).
Results. The bacterial diversity decreases with the predominance of Helicobacter pylori species in H. pylori-positive 
patients. These results were confirmed by the Shannon index, the average value of which was 3.6 in the H. pylo-
ri-positive group and 5.4 in the H. pylori-negative group. In H. pylori-negative patients an increase in the represen-
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tation of Streptococcus, Prevotella and Alloprevotella genera was observed. The level of H. pylori contamination 
of the gastric mucosa varies in the antrum and body of the stomach, in some cases reaching a 3.5-fold difference. 
Representation of other bacteria in the body and antrum of the stomach does not differ significantly.
Conclusion. The bacterial composition of the stomach is dependent on the presence of H. pylori. H. pylori leads 
to the decrease of the bacterial diversity with the predominance of H. pylori in gastric microbiome.
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Введение
Желудочно-кишечный  тракт  (ЖКТ)  челове-

ка  содержит  около  1014  микробных  клеток  [1]. 
При  этом  микроорганизмы  представлены  в ЖКТ 
неравномерно, их количество и разнообразие уве-
личивается от проксимальных к дистальным отде-
лам ЖКТ, где их содержание является максималь-
ным [2].

На протяжении длительного периода считалось, 
что желудок является стерильным органом, а слизи-
стая оболочка желудка непригодна для микроорга-
низмов. Открытие в 1982 г. бактерии Helicobacter 
pylori (H. pylori) и дальнейшие исследования с ис-
пользованием современных методов молекулярной 
биологии  опровергли  предыдущие  представления 
о  стерильности  желудка  и  подтвердили,  что  вид 
H. pylori  является  не  единственным,  способным 
выжить в кислой среде желудка, а определенные 
анатомические  особенности  органа  формируют 
внутри  него  уникальный  бактериальный  состав, 
отличный  от  других  отделов  пищеварительного 
тракта [3].

В  настоящее  время  доказано,  что  инфекция 
H. pylori может приводить к хроническим воспа-
лительным изменениям слизистой оболочки желуд-
ка, а в дальнейшем — к развитию предраковых из-
менений слизистой оболочки: атрофии, кишечной 
метаплазии и интраэпителиальной неоплазии (дис-
плазии), известных как каскад Correa  [4]. В свя-
зи с этим еще в 1994 г. бактерия H. рylori была 
отнесена Международным агентством по изучению 
рака (International Agency for Research on Cancer, 
IACR)  Всемирной  организации  здравоохранения 
к канцерогенам первой группы [5].

Однако на сегодня известно, что и другие виды 
бактерий,  помимо  H. рylori,  могут  провоцировать 
развитие  хронических  воспалительных  изменений 
слизистой  оболочки  желудка  и  даже  способство-
вать развитию рака желудка [6]. Вместе с тем оста-
ется  малоизученным  взаимное  влияние  H. pylori 
и  других  представителей  микробиоты  желудка. 
Предположительно  именно  эти  взаимоотношения 
в  рамках  микробного  сообщества  желудка  могут 

обусловливать развитие патологических изменений 
слизистой  оболочки  и,  возможно,  способствовать 
прогрессированию имеющихся заболеваний желуд-
ка. Учитывая морфологические и функциональные, 
в  том  числе  обусловленные  продукцией  соляной 
кислоты, особенности различных отделов желудка, 
очевидно, что микробный состав в разных отделах 
желудка  может  отличаться.  Это,  в  свою  очередь, 
и объясняет необходимость забора биоптатов из ан-
трального отдела и тела желудка при проведении 
диагностики инфекции H. рylori с использованием 
быстрого уреазного теста.

Цель  данного исследования  —  оценка  состав 
микробиоты слизистой оболочки тела и антрально-
го отдела желудка.

Материалы и методы
Образцы биологического материала
В исследование  были  включены пациенты,  об-

ратившиеся  с  диспепсическими  жалобами  к  тера-
певту и/или гастроэнтерологу Медико-санитарной 
части  ФГАОУ  ВО  «Казанский  (Приволжский) 
федеральный  университет»  и  прошедшие  эзофа-
гогастродуоденоскопию (ЭГДС). Отбор пациентов 
в исследование проводили в соответствии с разра-
ботанными критериями включения/невключения.

Критерии включения: возраст 18 лет и старше; 
наличие  диспепсических  симптомов;  отсутствие 
в  анамнезе  эрадикационной  терапии  H.  pylori; 
добровольное  согласие  пациента  на  участие  в  ис-
следовании, подтвержденное подписанием формы 
информированного согласия. Критерии невключе-
ния: наличие полипов или злокачественного ново-
образования желудка, выявленное по результатам 
ЭГДС; наличие в анамнезе сопутствующих состоя-
ний и заболеваний, которые могут привести к вы-
раженным изменениям состава микробиоты ЖКТ 
(воспалительных  заболеваний  кишечника,  син-
дрома мальабсорбции); наличие ожирения; прием 
некоторых лекарственных средств (иммуносупрес-
сивные препараты, цитостатики, глюкокортикосте-
роиды,  антибактериальные  препараты,  пребиоти-
ки,  пробиотики,  регулярный  прием  ингибиторов 



74

www.gastro-j.ru

Рос журн гастроэнтерол гепатол колопроктол 2024; 34(2) / Rus J Gastroenterol Hepatol Coloproctol 2024; 34(2)

Оригинальные исследования/Original articles

протонной  помпы,  висмута  трикалия  дицитрата, 
нестероидных  противовоспалительных  препара-
тов) в течение трех месяцев до момента включения 
в исследование.

При  ЭГДС  всем  пациентам  проводили  забор 
не  менее  двух  биоптатов  из  антрального  отдела 
и тела желудка.

Всего в исследование были включены 60 паци-
ентов: 49 женщин и 21 мужчина в возрасте от 24 
до 67 лет. Было получено 120 биоптатов слизистой 
оболочки антрального отдела и тела желудка. Все 
образцы  хранились  в  стабилизационном  растворе 
RNA later при температуре –80 °С.

Проведение  исследования  было  одобрено 
Локальным  этическим  комитетом  ФГАОУ  ВО 
«Казанский  (Приволжский)  федеральный  универ-
ситет» (протокол № 20 от 27.12.2019 г.).

Выделение РНК
Биоптаты  слизистой  оболочки  желудка,  хра-

нившиеся  в  растворе  RNA  later,  размораживали 
при комнатной температуре. Затем кусочки ткани 
переносили в пробирки, содержащие смесь 790 мкл 
реагента  TRIzol  (Thermo  Fisher,  США),  10  мкл 
гликогена,  300  мг  стеклянных  шариков  разме-
ром 0,1 мм и один керамический шарик размером 
6,35 мм, и гомогенизировали на приборе FastPrep 
24  (MP  Biomedicals,  США)  до  получения  одно-
родного  раствора.  Дальнейшее  выделение  прово-
дили по протоколу, рекомендованному производи-
телем, с небольшими модификациями. Добавляли 
160  мкл  хлороформа,  тщательно  перемешивали 
и инкубировали 3 мин при комнатной температуре. 
Затем смесь центрифугировали 15 мин при скоро-
сти 12 000 g и температуре 4 °C. Верхнюю водную 
фазу  переносили  в  чистую  пробирку,  добавля-
ли  400  мкл  изопропилового  спирта,  перемешива-
ли  и  оставляли  инкубироваться  при  температуре 
–20 °С в течение часа. Затем образцы центрифуги-
ровали 10 мин при скорости 12 000 g и температуре 
4 °C, супернатант отбирали, а полученный осадок 
трижды промывали 800 мкл 75%-ого этанола, цен-
трифугируя 5 мин при скорости 7500 g. Остатки 
этанола  затем  отбирали  и  осадок  просушивали 
в течение 5 мин, после чего растворяли в 50 мкл 
воды.  Выделенную  РНК  хранили  при  темпера-
туре  –80  °С. Концентрации  нуклеиновых  кислот 
были измерены на флуориметре Qubit 2.0 (Thermo 
Fisher Scientific, США) с использованием наборов 
реагентов Qubit RNA HS Assay Kit.

Секвенирование ДНК-библиотек
С выделенной РНК проводили обратную транс-

крипцию  с  помощью  обратной  транскриптазы 
RNAscribe  («Биолабмикс»,  Россия)  для  получе-
ния кДНК. Данный шаг был необходим для того, 
чтобы  охарактеризовать  только  метаболически 
активную  часть  микробиоты.  Для  подготовки  би-
блиотек  с  полученной  кДНК  проводили  ПЦР 
с праймерами к 16S рРНК (вариабельный участок 
V3–V4).  Секвенирование  осуществляли  на  при-
боре  MiSeq  (Illumina,  США)  с  использованием 

набора реагентов MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle) 
(Illumina, США).

Анализ данных
В  результате  секвенирования  были  получены 

последовательности  региона  V3–V4  16S рРНК 
в формате fastq для каждого образца. После пред-
варительной фильтрации ридов по качеству, трим-
минга служебных последовательностей и удаления 
химерных  сиквенсов  риды  были  проанализиро-
ваны  с  использованием метагеномного  пайплайна 
QIIME  (v.  2).  Таксономический  состав  микроб-
ного  сообщества  оценивали  путем  присваивания 
ридам  операционных  таксономических  единиц 
(operational  taxonomy  units,  OTU).  Для  этих  це-
лей  использовали  базу  референсных  последова-
тельностей  GreenGenes2.  Для  оценки  метагеном-
ного  разнообразия  вычисляли  индекс  Шеннона. 
Статистическую  обработку  материала  исследова-
ния проводили при помощи пакета программного 
обеспечения Microsoft Excel 2021 (Microsoft Corp., 
США).

Результаты
Всего  в  исследование  было  включено  120  пар-

ных биоптатов слизистой оболочки антрального от-
дела и тела желудка, полученных от 60 пациентов. 
Однако 28 биообразцов от 14 пациентов были ис-
ключены из дальнейшего анализа в связи с малым 
количеством материала, недостаточным для секве-
нирования.

На основании данных эндоскопического иссле-
дования у 65 % пациентов, включенных в анализ, 
были выявлены эндоскопические признаки хрони-
ческого неактивного  гастрита без признаков  атро-
фии  слизистой  оболочки;  меньшую  часть  (33  %) 
составили пациенты с признаками острого эрозив-
ного гастрита; у одного пациента были выявлены 
эндоскопические  признаки  язвенной  болезни  же-
лудка в стадии обострения.

Общий бактериальный состав слизистой 
оболочки желудка
Полученные в ходе секвенирования данные были 

проанализированы  в  программной  среде QIIME2 
и  базе  данных  Greengenes2.  Таксономический 
анализ  выявленных  OTU  показывает,  что  доми-
нирующими  классами  в  слизистой  оболочке  же-
лудка  у  включенных  в  исследование  пациентов 
являются  Campylobacteria, Bacilli, Bacteroidia 
и Gammaproteobacteria — 20,4, 20,3, 15 и 11,2 % 
соответственно (рис. 1). Оставшиеся классы бакте-
рий, содержание которых в исследуемых образцах 
составляет 3 % и менее, представлены Clostridia, 
Alphaproteobacteria, Fusobacteria, Negativicutes. 
Около  17 % от  общих метатранскриптомных дан-
ных  представляют  собой  мало  представленные 
(< 1 %) и неидентифицированные классы бактерий.

Более  детальный  анализ  образцов  кДНК,  под-
вергнутых  секвенированию,  позволил  определить 
бактериальный  состав  биоптатов  желудка  вплоть 
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Рисунок 1. Представленность основных классов бактерий в биоптатах слизистой оболочки тела и антрально-
го отдела желудка

Figure 1. Representation of the main classes of bacteria in biopsy samples of the mucous membrane of the body 
and antrum of the stomach

до  рода  и,  в  некоторых  случаях,  вида  бактерий 
(рис.  2,  3).  При  сравнении  двух  точек  забора 
биоптатов  слизистой  оболочки  (тело  и  антраль-
ный  отдел)  доминирующая  часть  бактериально-
го  сообщества  остается  неизменной:  преобладают 
представители  родов  Helicobacter, Streptococcus, 
Prevotella и Alloprevotella.  Помимо  доминирую-
щих представителей, микробиота желудка включает 
бактерии родов Veillonella, Gemella, Haemophilus, 
Staphylococcus, Sphingomonas и Lawsonella.

Бактериальный состав микробиоты слизистой 
оболочки желудка у Н. pylori-положительных 
и Н. pylori-отрицательных пациентов
В  группу Н. pylori-положительных по  резуль-

татам  секвенирования  были  отнесены  все  паци-
енты,  биообразцы  слизистой  оболочки  желудка 
которых (хотя бы один из отделов — тело или ан-
тральный  отдел)  содержали  более  2  %  бактерий 
H. pylori в  составе  микробиома.  Таким  образом, 
статус  Н. pylori-положительных  получили  образ-
цы 20 пациентов из 46 (43,47 %).

У  большинства  H. pylori-положительных  па-
циентов  было  обнаружено  значительное  (до 
90 %) доминирование бактерий рода Helicobacter 
(рис.  4).  В  меньшей  степени  были  представле-
ны  бактерии  рода  Streptococcus,  в  частности 
вид  Streptococcus vestibularis,  а  также  родов 
Prevotella и  Alloprevotella.  В  случае  отсутствия 
инфекции  H. pylori  (рис.  5)  было  обнаруже-
но  увеличение  представленности  бактерий  родов 

Streptococcus  (40,1  %  vs.  15,2  %),  Prevotella 
(3,8 % vs. 1,7 %) и Alloprevotella (6 % vs. 1,9 %), 
а также присутствие в большем количестве бакте-
рий родов Gemella, Haemophilus, Staphylococcus, 
Sphingomonas, которые,  согласно данным литера-
туры, можно рассматривать в качестве представи-
телей нормальной микробиоты желудка [8].

Снижение видового (таксономического) разноо-
бразия в группе Н. pylori-положительных пациен-
тов также было подтверждено с помощью индекса 
Шеннона, среднее значение которого составило 3,6 
в группе Н. pylori-положительных и 5,4 в группе 
Н. pylori-отрицательных  (рис.  6).  Наблюдается 
взаимосвязь  между  снижением  уровня  биоразно-
образия и значительным преобладанием в составе 
микробиоты желудка H. pylori-положительных па-
циентов бактерий H. pylori.

Обсемененность H. pylori слизистой оболочки
разных отделов желудка
Рекомендации  по  диагностике  инфекции 

H. pylori предполагают необходимость забора био-
птатов как из антрального отдела, так и из тела же-
лудка [9]. Это объясняется возможностью колони-
зации бактерией тела желудка и отсутствием (или 
обнаружением  в  меньшем  количестве)  H. pylori 
в антральном отделе желудка в ряде случаев, на-
пример  при  выраженной  атрофии  слизистой  обо-
лочки  антрального  отдела.  Как  видно  из  рисун-
ка  7, уровень обсемененности бактерией H. pylori 
слизистой  оболочки  антрального  отдела  и  тела 
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Рисунок 2. Представленность основных родов и видов бактерий в биоптатах слизистой оболочки тела желуд-
ка (образцы с 3-20Т по 31-22Т — H. pylori-положительные, с 10-20Т по 30-22Т — H. pylori-отрицательные)

Figure 2. Representation of  the main genera and  species of bacteria  in biopsy  samples of  the mucous membrane 
of the body of the stomach (samples from 3-20T to 31-22T — H. pylori-positive, from 10-20T to 30-22T — H. pylori- 
negative)

желудка  значительно  отличается  у  одного  и  того 
же  пациента.  Например,  в  случае  образцов  3-20, 
5-20 и 8-20 проценты обсемененности антрального 
отдела и тела желудка составляют 25 и 87, 33 и 81, 
32 и 69 % соответственно.

Подобные  вариации  могут  приводить  к  лож-
ноотрицательным  результатам  при  классическом 

тестировании  биоптатов  слизистой  оболочки  ан-
трального  отдела  желудка  на  наличие  инфекции 
H. pylori  и  подтверждают  необходимость  забора 
биоптатов для выявления H. pylori из двух разных 
отделов — тела и антрального отдела желудка.

При сравнении представленности других бакте-
рий  в  теле  и  антральном  отделе желудка  статисти- 
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Рисунок 3. Представленность основных родов и видов бактерий в биоптатах слизистой оболочки антрального 
отдела желудка (образцы с 3-20А по 31-22А — H. pylori-положительные, с 10-20А по 30-22А — H. pylori-
отрицательные)

Figure 3. Representation of the main genera and species of bacteria in biopsy samples of the mucous membrane 
of the antrum of the stomach (samples from 3-20A to 31-22A — H. pylori-positive, from 10-20A to 30-22A — 
H. pylori-negative)

чески значимых различий выявлено не было как в слу-
чае  H. pylori-положительных,  так  и  у  H. pylori-
отрицательных пациентов.

Обсуждение
В  настоящем  исследовании  был  изучен  состав 

микробиоты  желудка  у  пациентов  с  симптомами 
диспепсии и различным Н. pylori-статусом.

Отличительной  особенностью  данного  исследо-
вания является то, что наличие Н. pylori подтверж-
дали при помощи анализа выделенной РНК с при-
менением метода обратной транскрипции. Данный 

метод  позволяет  охарактеризовать  метаболически 
активную часть микробиоты. В настоящей работе 
было выявлено, что преобладающими в биоптатах 
желудка являются представители четырех классов 
бактерий:  Campylobacteria, Bacilli, Bacteroidia 
и Gammaproteobacteria. Согласно данным литера-
туры,  данные  бактерии  являются  наиболее  часто 
встречающимися  обитателями  желудка  человека 
[10]. Результаты настоящего исследования в целом 
согласуются  с  результатами  аналогичных  работ 
по  изучению  состава  микробиоты  желудка,  пред-
ставленными в литературе, в том числе с данными 
отечественных  исследований  [6,  11–14].  Однако 



78

www.gastro-j.ru

Рос журн гастроэнтерол гепатол колопроктол 2024; 34(2) / Rus J Gastroenterol Hepatol Coloproctol 2024; 34(2)

Оригинальные исследования/Original articles

Рисунок  4.  Представленность  различных  родов  и  видов  бактерий  в  микробиоте  желудка  Н. pylori-
положительных пациентов

Figure 4. Representation of various genera and species of bacteria in the gastric microbiota of H. pylori-positive 
patients

Рисунок  5.  Представленность  различных  родов  и  видов  бактерий  в  микробиоте  желудка  Н. pylori-
отрицательных пациентов

Figure 5. Representation of various genera and species of bacteria in the gastric microbiota of H. pylori-negative 
patients
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Рисунок 6. Видовое разнообразие микробиоты желудка (индекс Шеннона) в группах Н. pylori-положительных 
(НР+) и H. pylori-отрицательных (НР-) пациентов

Figure 6. Species diversity of the gastric microbiota (Shannon index) in the groups of H. pylori-positive (HP+) 
and H. pylori-negative (HP-) patients

Рисунок 7. Обсемененность H. pylori слизистой оболочки тела и антрального отдела желудка

Figure 7. H. pylori contamination of the mucous membrane of the body and antrum of the stomach
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следует  отметить,  что  в  перечисленных  исследо-
ваниях  применялись  несколько  иные  методы  из-
учения состава микробиоты желудка — наиболее 
часто микробиом был изучен на уровне ДНК бак-
терий при помощи секвенирования гена 16S рРНК. 
Таким  образом,  бактериальный  состав  желудка 
на  уровне  классов  бактерий  является  сходным 
для подавляющего большинства людей, и различия 
могут быть более выраженными на уровне семейств 
и  родов.  Выявлено,  что  качественный  состав  ми-
кробиоты  желудка  как  H.  pylori-отрицательных, 
так и H. pylori-положительных пациентов сопоста-
вим, однако наблюдаются значительные различия 
в  количественном  соотношении  представителей 
микробиоты желудка в сравниваемых группах па-
циентов, что подтверждает результаты, описанные 
ранее другими исследователями [15–17].

В  случае  отсутствия  инфекции H.  pylori  пока-
зано увеличение представленности бактерий родов 
Streptococcus, Prevotella и Alloprevotella. В ранее 
проведенных  исследованиях,  посвященных  изу-
чению  состава  микробиоты  желудка  у  пациентов 
с  хроническим  гастритом,  было показано,  что  су-
ществует  значимая  отрицательная  корреляцион-
ная связь между наличием H.  pylori и долей бак-
терий  рода  Streptococcus:  присутствие  H.  pylori 
сдерживает  рост  бактерий  рода  Streptococcus, 
а  у  H.  pylori-отрицательных  пациентов  их  ко-
личество  увеличивается  [18].  Также  установле-
но,  что  при  раке  желудка  происходит  увеличе-
ние  количества  и  преобладание  бактерий  рода 
Streptococcus  в  слизистой  оболочке  желудка  [19, 

20], что существенно отличается от состава бакте-
рий здоровых людей или пациентов с хроническим 
гастритом [21]. В связи с этим Streptococcus рас-
сматривается как потенциальный маркер для про-
гнозирования развития рака желудка [22], однако 
данный  вопрос  нуждается  в  дальнейшем исследо-
вании.

В  группе  H.  pylori-положительных  пациен-
тов  наблюдается  преобладание  бактерий  рода 
Helicobacter  (до  90  %),  что  сопровождается  зна-
чительным  снижением  видового  разнообразия ми-
кробного сообщества. Как известно, биоразнообра-
зие является одной из важнейших характеристик 
микробиоты:  чем  больше  видовое  разнообразие 
микробного сообщества, тем более оно «надежно» 
и  тем  более  «стабильным»  является  состав  ми-
кробного  сообщества.  Аналогичного  рода  измене-
ния бактериального  состава микробиоты желудка 
в группе H. pylori-положительных пациентов ши-
роко описаны в литературе [23–25]. Большинство 
авторов  сходятся  во  мнении,  что  снижение  видо-
вого  разнообразия  микробиоты  желудка,  преоб-
ладание  бактерий  рода  Helicobacter  можно  рас-
сматривать  в  качестве  дополнительного  фактора 
«агрессии»,  способствующего развитию и прогрес-
сированию заболеваний желудка.

Обнадеживающим является тот факт, что выше-
описанные изменения состава микробиоты желудка 
на  фоне  инфекции  H.  pylori  являются  потенциаль-
но  обратимыми  и  эрадикация  бактерии  может  спо-
собствовать  восстановлению  и  увеличению  биораз-
нообразия  микробного  сообщества  желудка  [26,  27].
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