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Резюме
Цель исследования. Изучить микробное разнообразие респираторной микробиоты у пациентов с недиффе-
ренцированными патологическими изменениями в легких.
Материалы и методы. Проведено исследование биопсийного материала 36 пациентов с недифференци-
рованными патологическими изменениями в легких, полученного при проведении видеоассистированной то-
ракоскопической резекции легких. Изучение микробного разнообразия легких проводили методом высокопро-
изводительного секвенирования с помощью секвенатора MiSeq (Illumina, США) с использованием протокола, 
основанного на анализе вариабельных регионов гена 16s рРНК.
Результаты. Изучена плотность и микробное разнообразие легочной микробиоты полученных образцов. Во 
всех образцах пациентов доминирующими таксонами на уровне типа являются Proteobacteria (медиана относи-
тельной представленности таксона более 90 %); типы Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria представлены в 
меньшем количестве, а типы Fusobacteria и Cyanobacteria — только в некоторых группах. Fusobacteria встреча-
лись только у пациентов с саркоидозом легких, также только в этой группе медиана относительной представлен-
ности типа Actinobacteria была намного выше, чем в остальных (p < 0,05). Во всех образцах наиболее широко 
представлены роды Stenotrophomonas и Delftia. Бактерия рода Pseudomonas встречалась у пациентов с раком 
легких.
Заключение. В результате анализа полученных данных показано, что Proteobacteria являлись значительно пре-
обладающим типом микробиоты у пациентов с недифференцированными патологическими изменениями в лег-
ких; тип Fusobacteria встречался только у пациентов с саркоидозом легких, также только в этой группе медиана 
относительной представленности типа Actinobacteria была намного выше, чем в остальных группах. Наиболь-
шее таксономическое разнообразие на уровне рода наблюдалось у пациентов с саркоидозом легких.
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Abstract
Objective. To study the microbial diversity of the respiratory microbiota in patients with undifferentiated pathological 
changes in the lungs.
Materials and methods. The study of biopsy material obtained during video-assisted thoracoscopic lung resection was 
conducted in 36 patients with undifferentiated pathological changes in the lungs. The study of the microbial diversity of 
the lungs was carried out by high-performance sequencing using the MiSeq sequencer (Illumina, USA) using a protocol 
based on the analysis of variable regions of the 16s rRNA gene.
Results. The density and microbial diversity of the pulmonary microbiota of the obtained samples were studied. In all 
patient samples, the dominant taxa at the Phylum level are Proteobacteria (the median relative representation of the tax-
on is more than 90%); the Phylums Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria are represented in smaller numbers, and 
the Phylums Fusobacteria and Cyanobacteria – only in some groups. Fusobacteria were found only in patients with lung 
sarcoidosis, and only in this group the median relative representation of the Phylum Actinobacteria was much higher 
than in the rest (p<0.05). The Genuses Stenotrophomonas and Delftia are the most widely represented in all samples. 
A bacterium of the Genus Pseudomonas has been found in patients with lung cancer.
Conclusion. Proteobacteria were a significantly predominant Phylum of microbiota in patients with undifferentiated 
pathological changes in the lungs; Fusobacteria were found only in patients with lung sarcoidosis, and only in this group 
the median relative representation of the Actinobacteria were much higher than in the other groups. The greatest taxo-
nomic diversity at the Genus level was observed in patients with lung sarcoidosis.
Keywords: microbiota, lungs, tuberculosis, sarcoidosis, lung cancer
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Введение
Заболевания легких обуславливают высо-

кие показатели смертности среди населения [1].  
В последнее десятилетие появляется все больше 
публикаций о том, что микробиота легких, наря-
ду с микробиотой желудочного-кишечного тракта, 
вносит значительный вклад в развитие респира-
торных заболеваний и таким образом может рас-
сматриваться как патогенетический фактор [2, 3]. 
При этом нарушается баланс между микробной 
иммиграцией и элиминацией, а состав микробио-
ты легких различается в зависимости от патоло-
гии. Наиболее изученные изменения микробиоты 
легких связаны с обострением хронической об-
структивной болезни легких [4] и астмы [5], менее 
изучены легочные дисбиозы при туберкулезе [6] 

и разных формах рака легкого [7].
Согласно результатам исследований, прове-

денных несколькими независимыми научными 
группами, преобладающими типами бактерий в 
составе здоровых легких являются Bacteroidetes 
и Firmicutes [8]. Анализ бактериальных генов  
16S рРНК с использованием секвенирования 
и прокариотических баз данных (например, 
MegaBLAST и EZ BioCloud) позволил идентифи-
цировать основные таксоны, обитающие в респи-
раторном тракте человека [9]. Было отмечено, 
что около 95 % бактериальных таксонов, обнару-
женных в респираторном тракте, могли мигриро-
вать из других отделов легочной системы.

Необходимо подчеркнуть, что исследователи 
микробных сообществ легкого (как в норме, так 
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и при патологии) сталкиваются с методическими 
сложностями, уникальными для этой ниши. Прак-
тически все работы по изучению микробиоты лег-
ких сосредоточены на изучении образцов мокро-
ты или жидкости бронхоальвеолярного лаважа, 
так как присутствуют значительные технические 
сложности отбора образцов из нижних дыхатель-
ных путей.

Хотя одни исследования выявляют в целом 
минимальную контаминацию образцов, полу-
ченных при бронхоскопии, микробиотой верхних 
дыхательных путей [10], другие работы, наобо-
рот, указывают на значительную контаминацию 
бактериями носоглотки [11]. Инвазивные методы, 
такие как открытая биопсия легкого, позволяют 
получить более достоверный материал для ис-
следования, но они практически всегда труднодо-
ступны. Таким образом, в качестве здоровой ткани 
изучали непораженные участки легких от боль-
ных разными формами рака, полученные в ходе 
хирургических операций [12]. В последнее вре-
мя широко применяются видеоассистированные 
торакоскопические резекции легкого. Подобные 
операции характеризуются малой травматично-
стью и кровопотерей, коротким сроком реабили-
тации [13], однако исследований микробиоты лег-
ких, полученных таким образом, крайне мало.

Цель исследования
Изучить микробное разнообразие респира-

торной микробиоты у пациентов с недифферен-
цированными патологическими изменениями в 
легких.

Материалы и методы
В рамках проведения пилотного проспек-

тивного исследования было обследовано 36 
пациентов, находившихся в туберкулезном хи-
рургическом торакальном отделении учрежде-
ния «Гомельская областная туберкулезная кли-
ническая больница» с октября 2023 г. по апрель  
2024 г. В исследование были включены паци-
енты, которым была выполнена видеоассисти-
рованная торакоскопическая резекция легких с 
диагностической целью из-за выявленных при 
рентгенфлюорографическом обследовании из-
менений в легких. Мужчины составили 69,4 % 
(n = 25), женщины — 30,6 % (n = 11). Медиана 
возраста пациентов — 54,0 (37,5; 62,0) года.  
В предоперационном периоде пациентам прово-
дилось обследование по общепринятой схеме, 
включавшей лабораторные исследования, бак-
териологическое исследование мокроты, рентге-
нографию, компьютерную томографию органов 
грудной клетки и другие, при этом окончательный 
диагноз не был установлен. Все участники иссле-
дования были информированы о целях исследо-

вания и предстоящих процедурах, у всех было 
получено информированное письменное согла-
сие на участие в исследовании. 

Изучение микробного разнообразия легких 
проводили с помощью метода высокопроизводи-
тельного секвенирования, с помощью секвенато-
ра MiSeq (Illumina, США), с использованием про-
токола, основанного на анализе вариабельных 
регионов гена 16s рРНК.

Высокопроизводительное секвенирование 
включало несколько стадий: экстракция ДНК 
(набор для выделения NucleoSpin DNA Stool 
(MACHEREY-NAGEL, Германия)) с последую-
щим измерением концентрации и качества по-
лученной ДНК на спектрофотометре NanoDrop 
1000 (ThermoFisher Scientific, США); проведение 
таргетной ПЦР —  амплификация V3/V4 региона 
гена 16S рибосомальной РНК (ДНК-полимераза 
(комплект Flash), ООО «Артбиотех», Республика 
Беларусь); очистка с использованием магнитных 
частиц AMPure XP (Beckman Coulter, США) и изме-
рение концентрации продуктов таргетной ПЦР на 
спектрофотометре NanoDrop 1000 (ThermoFisher 
Scientific, США); электрофоретическая детекция 
продуктов таргетной ПЦР в агарозном геле для 
подтверждения наличия целевого продукта; нор-
мализация концентраций полученных амплико-
нов; индексная ПЦР с использованием высоко-
точной ДНК-полимеразы (комплект Flash, ООО 
«Артбиотех», РБ) и набора индексов Nextera XT 
Index Kit v2 Set A (Illumina, США); очистка на маг-
нитных частицах AMPure XP (Beckman Coulter, 
США) и измерение концентрации продуктов ин-
дексной ПЦР с использованием флуориметра 
Qubit 4 (набор 1X dsDNA High Sensitivity (Thermo 
Fisher Scientific, США)); получение объединенной 
библиотеки, ее денатурация, разведение до за-
грузочной концентрации, загрузка в секвенатор и 
проведение высокопроизводительного секвени-
рования.

Анализ данных проводили с использова-
нием программного DRAGEN Metagenomics  
(с использованием алгоритма Kraken2) [14]. Уда-
ление последовательностей праймеров прово-
дилось на основании использования сервиса 
Preprocess 16S [15], низкокачественных прочте-
ний — Trimmomatic [16]. Статистический ана-
лиз проведен при помощи программного пакета 
«Statistica», 10.0, «Excel», а также с помощью 
среды программирования для статистической об-
работки данных R: version 4.1.1, пакеты Phyloseq 
1.36.0 [17], Ggstatsplot_0.9.1 [18], Tidyverse_1.3.1 
[19]. Для характеристики групп исследования и 
обработки результатов определялись средние 
значения и стандартная ошибка среднего (М±m). 
Количественные данные представляли в виде 
Ме (Q25; Q75) — медианы и интерквартильно-
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го размаха (Q25; Q75 — 25-й и 75-й проценти-
ли). Категориальные признаки представлены в 
виде абсолютных значений и долей с указанием  
95 % доверительного интервала, определенным 
по методу Клоппера – Пирсона (% 95 % ДИ). Для 
сравнения групп по количественному признаку ис-
пользовали U-тест Манна – Уитни в случае срав-
нения двух групп или критерий Краскела – Уол-
лиса, с последующим апостериорным попарным 
сравнением, в качестве метода контроля ожида-
емой доли ложных отклонений. Анализ различия 
таксономического состава между сравниваемыми 
группами осуществлялся с применением модели 
DESeq2 (Differential gene expression analysis based 
on the negative binomial distribution) на основе от-
рицательного биномиального распределения для 
обнаружения различий в количестве считываний 
между группами [20].

Состав микробиоты оценивали на всех таксо-
номических уровнях (тип, класс, порядок, семей-
ство, род), также на всех уровнях оценивались 
медианные значения относительного количества 
определенного таксона в соответствующей груп-
пе. В данной статье мы посчитали целесообраз-
ным отобразить только доминирующие и наибо-
лее представленные микроорганизмы на уровне 
типа и рода как наиболее информативные пока-

затели, используемые при оценке микробиоты в 
доступной нам литературе.

Результаты и обсуждение
Нозологические формы, диагностированные 

в результате видеоассистированной торакоско-
пии со 100 % гистологической верификацией 
были следующими: туберкулез (n = 15) — 41,7 % 
(25,5; 59,2), саркоидоз легких (n = 6) — 16,7 % 
(6,4; 32,8), гамартома [21] (n = 5) — 13,9 % (4,7–
29,5), рак легких (n = 6) — 16,7 % (6,4; 32,8), по-
стпневмонический фиброз (n = 4) — 11,1 % (3,1; 
26,1). Все пациенты были разделены на группы 
по нозологическому диагнозу. 

Изучена плотность и микробное разно-
образие легочной микробиоты полученных 
образцов. Во всех образцах пациентов доми-
нирующими таксонами на уровне типа явля-
ются Proteobacteria (медиана относительной 
представленности таксона более 90 %); типы 
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria представ-
лены в меньшем количестве, а типы Fusobacteria 
и Cyanobacteria — только в некоторых группах.  
В таблице 1 представлены типы бактерий, меди-
ана относительной представленности которых в 
группах более 0,005 %.

Таблица 1. Наиболее представленные в группах типы бактерий 
Table 1. The phylum of bacteria most represented in the groups 

Тип Туберкулез Саркоидоз легких Гамартома Рак легких
Постпневмонический 

фиброз

Proteobacteria 97,99 95,69 96,91 98,58 97,88

Firmicutes 1,08 1,68 1,45 0,95 1,24

Bacteroidetes 0,7 0,71 1,63 0,59 0,59

Actinobacteria 0,06 1,44 0,03 0,01 0,04

Fusobacteria — 0,01 — — —

Cyanobacteria — — 0,01 — 0,01

Примечание. Числами приведены медианы относительной представленности в %.

В литературных источниках описано уве-
личение разнообразия бактериальных видов 
при хронических заболеваниях респираторно-
го тракта, чаще со сдвигом сообщества от типа 
Bacteroidetes, преобладающих в здоровых легких, 
к типу Proteobacteria [22]. Известно, что предста-
вители Proteobacteria, Actinobacteria и Firmicutes 
вносят основной вклад в биосинтез пальмитата, 
гомоцистеина, бутирата и уратов, которые ока-
зывают патогенетическое действие на слизистую 
оболочку дыхательных путей [23, 24]. В целом 
ряде исследований было показано, что для ин-
фекционного процесса свойственно повышенное 

содержание Fusobacterium spp., при этом разви-
тие вторичной бактериальной инфекции было 
связано с увеличением бактериального разноо-
бразия и содержания Actinobacteria spp [25].

В анализируемых нами группах Fusobacteria 
встречались только у пациентов с саркоидозом 
легких, также только в этой группе медиана отно-
сительной представленности типа Actinobacteria 
была намного выше, чем в остальных (p < 0,05).

При сравнении групп по наиболее представ-
ленным типам бактерий с помощью теста Ман-
на – Уитни выявлены некоторые статистические 
различия. Так, в группе пациентов с раком легких 
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количество Actinobacteria значимо отличалось от 
выявленного у пациентов с другими заболевани-
ями (p = 0,0242). Однако дополнительно к полу-
ченным p-value необходимо сделать поправку на 
множественные сравнения. Коррекция напрямую 
связана с количеством проведенных тестов (по 
сути, с количеством таксонов, умноженном на ко-
личество попарных сравнений между группами). 
В результате поправка может оказаться очень 
строгой и метод не выявит значимых разли-
чий. Поэтому нами для дальнейшего сравнения 
групп был выбран многомерный метод DESeq2 

(Differential gene expression analysis based on the 
negative binomial distribution).  

Примечание. Результаты данного анализа 
интерпретируют с учетом padj (скорректирован-
ное значение вероятности ошибки первого рода), 
если padj < 0,1 (или 0,05), то можно говорить о 
значимом различии между группами по соответ-
ствующему таксону.

В таблице 2 приведены выявленные нами 
статистические различия на уровне типа между 
различными группами.

Таблица 2. Результаты модели DESeq2 (приведены таксоны, для которых pvalue < 0,05)
Table 2. Results of the DESeq2 model (taxa for which pvalue < 0,05)

Нозологический диагноз Тип бактерий Pvalue Padj

Рак легких Actinobacteria 0,0000543 0,0003257

Туберкулез Fusobacteria 0,0073845 0,0590756

Саркоидоз легких Actinobacteria 0,0193318 0,1546542

Гамартома Bacteroidetes 0,0000171 0,0001199

Гамартома Actinobacteria 0,0029295 0,0102531

Во всех группах наиболее широко представ-
лены роды Stenotrophomonas и Delftia. В табли-
це 3 отображены роды бактерий, медиана отно-

сительной представленности которых в группах 
более 1 %.

Таблица 3. Наиболее представленные в группах роды бактерий
Table 3. The genuses of bacteria most represented in the groups

Род бактерий Туберкулез
Саркоидоз 

легких
Гамартома Рак легких

Постпневмонический 
фиброз

Stenotrophomonas 64,45 60,5 63,2 68,54 65,52

Delftia 21,4 20,02 19,85 17,96 20,29

Achromobacter 3,7 3,68 3,61 3,54 3,47

Ralstonia 2,62 2,03 1,84 1,9 2,61

Liberibacter 0,84 1 0,71 0,84 0,81

Примечание. Числами приведены медианы относительной представленности в %.

На рисунках 1–4 приведены роды бактерий 
в различных группах с медианой относитель-
ной представленности более 0,1 %. В проана-
лизированных нами образцах бактерия рода 
Pseudomonas встречалась у пациентов с раком 
легких (рисунок 2), но не наблюдалась в осталь-
ных группах, а наибольшее таксономическое 
разнообразие на уровне рода наблюдалось у па-
циентов с саркоидозом легких (рисунок 3). 

Наблюдаемое при туберкулезе на уровне 
тенденции увеличение доли Prevotella (рису-
нок 4) в легких коррелирует с концентрацией 
короткоцепочечных жирных кислот (пропиона-
та и бутирата) [26]. Эти соединения подавляют 
продукцию интерферона-γ и интерлейкинов, 
что способствует прогрессированию латентного 
туберкулеза до активного заболевания.
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Рисунок 1. Медианные значения относительной представленности родов бактерий в группе пациентов  
с гамартомой легких

Figure 1. Median values of the relative representation  of Genuses of bacteria in the group of patients with hamartoma

Рисунок 2. Медианные значения относительной представленности родов бактерий в группе пациентов с раком легких
Figure 2. Median values of the relative representation of Genuses of bacteria in the group of patients with lung cancer
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Рисунок 3. Медианные значения относительной представленности родов бактерий в группе пациентов  
с саркоидозом легких

Figure 3. Median values of the relative representation of Genuses of bacteria in the group of patients with sarcoidosis 

Рисунок 4. Медианные значения относительной представленности родов бактерий в группе пациентов  
с туберкулезом легких

Figure 4. Median values of the relative representation of Genuses of bacteria in the group of patients with pulmonary tuberculosis



Проблемы здоровья и экологии / Health and Ecology Issues

Майсеенко В. И., Буйневич И. В., Воропаев Е. В., Осипкина О. В., Ковалев А. А. и др.

2024;21(3):120–129

127

Примечательно, что статистические отличия 
на уровне рода имеются только в группе пациен-

тов с раком легких (таблица 4), в остальных груп-
пах намечены лишь некоторые тенденции. 

Таблица 4. Результаты модели DESeq2 в группе пациентов с раком легких
Table 4. Results of the DESeq2 model in lung cancer group

Тип 
бактерий Класс бактерий Порядок 

бактерий Семейство бактерий Род бактерий Pvalue Padj

Actinobacteria Actinomycetia Cory
nebacteriales

Coryne
bacteriaceae Corynebacterium 0,0001 0,0160

Actinobacteria Actinomycetia Propioni
bacteriales

Propio
nibacteriaceae Cutibacterium 0,0006 0,0445

Bacteroidetes Bacteroidia Bacte
roidales Prevotellaceae Prevotella 0,0018 0,0755

Actinobacteria Actinomycetia Coryne
bacteriales Tsukamurellaceae Tsukamurella 0,0002 0,0160

Bacteroidetes Chitinophagia Chitino
phagales Chitinophagaceae Panacibacter 0,0009 0,0492

Использование материала легочной ткани 
для исследования структуры микробиоты по-
зволяет наиболее информативно исследовать 
потенциальные маркеры развития рака легких. 
Проведенная Liu et al. работа на 40 курильщи-
ках, больных раком легких, указала, что состав 
легочной микробиоты характеризовался наи-
меньшими значениями содержания бактерий 
типа Proteobacteria (преимущественно родов 
Acinetobacter и Acidovorax), а также повышением 
численности представителей типа Firmicutes (род 
Streptococcus) и Bacteroidetes (род Prevotella). По 
данным других авторов, преобладающие в ми-
кробиоме легких фирмикуты (Streptococcus) и 
бактериоиды (Prevotella) могут быть насторажи-
вающим фактором развития рака и эмфиземы 
легких. В то же время род Pseudomonas может 
быть триггером аденокарциномы [27].

Разнообразие микробиоты легких является 
важным показателем злокачественной транс-
формации. Так, альфа-разнообразие (коли-
чество видов в одной среде обитания) ниже у 
больных раком легких, а бета-разнообразие (раз-

личия между средами обитания) существенно не 
отличается у здоровых и больных раком легких 
[28].

Заключение
В результате анализа полученных данных 

показано, что Proteobacteria являлись значитель-
но преобладающим типом микробиоты у паци-
ентов с недифференцированными патологиче-
скими изменениями в легких; тип Fusobacteria 
встречался только у пациентов с саркоидозом 
легких, также только в этой группе медиана отно-
сительной представленности типа Actinobacteria 
была намного выше, чем в остальных группах. 
Наибольшее таксономическое разнообразие на 
уровне рода наблюдалось у пациентов с сар-
коидозом легких. Многие вопросы относитель-
но роли микробиоты в патогенезе заболеваний 
легких остаются дискуссионными и далекими от 
своего разрешения. Таким образом, исследова-
ние респираторной микробиоты целесообразно 
продолжить.
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