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Резюме
Цель работы. Оценить качественный и количественный состав пристеночной микробиоты кишеч-

ника здоровых молодых людей проживающих в Санкт-Петербурге, с помощью метода газовой хромато-
масс-спектрометрии. Материалы и методы. В исследование приняло участие 116 здоровых молодых 
людей (66 мужчин и 50 женщин), постоянно проживающих в Санкт-Петербурге. Возраст обследованных 
20–35 лет. Было проведено определение количественного состава пристеночной микробиоты кишечни-
ка исследованием образцов крови методом газовой хроматографии масс-спектрометрии. Результаты и 
выводы. Метод ГХ-МС позволяет детектировать в исследуемых образцах маркеры, компоненты клеток 
широкого спектра микроорганизмов нормальной и патогенной микробиоты человека, выявлять и количе-
ственно определять состав микробного сообщества. Определена количественная характеристика как для 
отдельных групп микроорганизмов, так и для объединенных показателей: аэробов, анаэробов, полезной, 
условно-патогенной микрофлорой и их соотношениями у здоровых молодых людей, проживающих в 
Санкт-Петербурге.
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Abstract
Objective. To evaluate qualitative and quantitative composition of the wall intestinal microbiota of healthy 

young people living in Saint-Petersburg with gas chromatography — mass spectrometry method. Design and 
Methods. The study involved 116 healthy young people (66 men and 50 women), constantly living in Saint-
Petersburg. The age of the examined were 20-35 years old. Quantitative composition of the wall intestinal microbiota 
was performed by analysis of blood with gas chromatography — mass spectrometry. Results and conclusions. 
The GC-MS method allows to detect markers, components of the cells a wide range of microorganisms in study 
samples of normally and pathogenic human microbiota, reveal and quantitative determinate composition of the 
microbial community. It was determinate quantitative characteristic both for several groups of microorganisms 
and combined indicators: aerobes, anaerobes, healthy, opportunistic microfl ora, and their ratio in healthy young 
people living in Saint Petersburg.
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Введение
В последние годы отмечается возросший инте-

рес исследователей к изучению микробов, постоян-
но живущих в организме человека и обозначаемых 
в совокупности термином “микробиота”. Микро-
биота по своему составу весьма разнообразна, и 
в кишечнике, например, обитают представители 
примерно 70 классов бактерий [1].

Установлено, что в просвете желудочно-кишеч-
ного тракта у здорового человека обитает более
1014 бактериальных клеток, что на порядок превос-
ходит общее число клеток человеческого организ-
ма [2]. 

Микробиота кишечника выполняет ряд важных 
функций у человека. Наиболее хорошо установ-
ленной функцией является ее роль в метаболиз-
ме неперевариваемых диетических компонентов. 
Так, анаэробы внутри кишечника ферментируют 
эндогенные и экзогенные субстраты, продуцируя 

короткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК), та-
кие как ацетат, пропионат, бутират и лактат, ко-
торые обеспечивают не только около половины 
энергетических потребностей колоноцитов, но и 
являются дополнительным источником энергии 
для хозяина [3].

Микробиота толстой кишки, в свою очередь, за-
действована в синтезе витаминов (биотин, фолат),
а также влияет на моторику кишечника, кишеч-
но-печеночный круговорот жирных кислот и ме-
таболизм холестерина [4], модулирует иммунную 
систему, изменяя тем самым ответную реакцию хо-
зяина к воспалению и инфекционным агентам [5].

Применяемые на сегодняшний день в клиниче-
ской практике методы определения микроэколо-
гического статуса, а также диагностики инфекций 
имеют определенные ограничения и недостатки. 
Например, существенным недостатком классиче-
ского бактериологического исследования, помимо 
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дороговизны и длительности (7-10 дней), является 
невозможность оценить роль некультивируемых ми-
кроорганизмов в инфекционно-воспалительном про-
цессе, прежде всего — анаэробов. Используемый в 
качестве дополнительного к классическому иммуно-
серологический метод является непрямым, поскольку 
выявляет не возбудителя, а иммунный ответ на него, 
который может иметь индивидуальные вариации. 
Известные молекулярно-биологические методы, при 
несомненных преимуществах — прямое определе-
ние возбудителя, высокие специфичность и чувстви-
тельность, универсальность, скорость, возможность 
диагностики хронических и латентных инфекций — 
имеют такие серьезные недостатки, как частые лож-
но-положительные результаты и невозможность 
адекватной количественной оценки [6, 7, 8].

Из всего вышесказанного вытекает востребо-
ванность в надежном количественном экспресс-
методе диагностики дисбактериозов и определения 
возбудителей инфекции. 

По нашему мнению, таким методом может 
стать хемодифференциация микроорганизмов с 
помощью метода газовой хроматографии, совме-
щенный с масс-спектрометрией (ГХ-МС), осно-
ванная на количественном определении маркерных 
веществ микроорганизмов (жирных кислот, альде-
гидов, спиртов и стеринов). Предлагаемая техно-
логия позволяет не только проводить мониторинг 
этих соединений в образцах, но также и рассчиты-
вать численность микроорганизмов того или иного 
таксона в образце. В этом принципиальное отличие 
метода, придающее ему качественно новое свойст-
во — возможность разложения суперпозиции всего 
пула микробных маркеров, что позволяет оценить 
вклад каждого из сотен видов микроорганизмов, 
присутствующих, например, в фекалиях [9, 10].

В 2010 году метод ГХ-МС разрешен Росздравнад-
зором к применению в качестве новой медицинской 
технологии «Оценки микроэкологического статуса 
человека методом хромато-масс-спектрометрии» 
(Разрешение ФС 2010/038 от 24.02.2010) [11].

Обнаруженный в результате систематических 
исследований гомеостаз микробных маркеров в 
крови [12] и адекватность его профиля составу 
кишечной микрофлоры здорового человека обес-
печил уникальную возможность мониторировать 
состояние микробиоты кишечника экспрессным 
методом — по анализу крови [13].

Цель исследования 
Оценить качественный и количественный 

состав пристеночной микробиоты кишечни-
ка здоровых молодых людей, проживающих в 
Санкт-Петербурге, с помощью метода газовой хро-
мато-масс-спектрометрии.

Материалы и методы
В исследование отобраны 116 здоровых моло-

дых людей (66 мужчин и 50 женщин), постоянно 
проживающих в Санкт-Петербурге. Возраст обсле-
дованных 20-35 лет. Критерием их включения в 
данное исследование являлись отсутствие жалоб на 
состояние здоровья, в том числе о стороны желудоч-
но-кишечного тракта, отсутствие отклонений от ре-
ференсных интервалов лабораторных показателей в 
соответствии с методическими указаниями [14].

Определение количественного состава при-
стеночной микробиоты кишечника осуществляли на 
газовом хроматографе «Agilent 7890» с масс-селек-
тивным и пламенно-ионизационным детекторами 
(«AgilentTechnologies», США), представленном на рис. 
1. Масс-спектрометр квадрупольный с диапазоном 

Рис. 1. Газовый хроматограф «Agilent 7890» с масс-селективным
и пламенно-ионизационным детекторами («AgilentTechnologies», США)
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масс 2-1000 аем, имеет разрешающую способность 
0,5 аем во всем рабочем диапазоне. Чувствитель-
ность прибора 50 пг по метил-стеарату в режиме 
непрерывного сканирования и 1 пг в режиме селек-
тивных ионов. Для анализа использовали кварце-
вую капиллярную колонку с неподвижной фазой 
НР-5 ms. 

Метод ГХ-МС позволяет получить уникальную 
информацию о составе особых мономерных хими-
ческих компонентов микробной клетки, поступаю-
щих в плазму крови, характерных для тех или иных 
таксонов [15, 10]. Эти компоненты (маркеры) могут 
быть выделены из других химических составляю-
щих суммарной биомассы биологических объектов 
и использованы для детектирования микроорганиз-
мов соответствующего рода или вида [16, 17, 18].

Суть анализа состоит в прямом извлечении с 
помощью химической процедуры высших жир-
ных кислот из подлежащего исследованию образ-
ца, их разделения на хроматографе в капиллярной 
колонке высокого разрешения и анализа состава в 
динамическом режиме на масс-спектрометре. По-
скольку хроматограф соединен в едином приборе 
с масс-спектрометром и снабжен компьютером с 
соответствующими программами автоматического 
анализа и обработки данных, сам процесс анализа 
занимает 30 мин, а с учетом времени пробоподго-
товки и расчета данных — не более 3 часов. Его 
результатом является количественное определение 
состава микроорганизмов, присутствующих в био-
логических жидкостях и тканях.

К настоящему времени состав жирных кислот 
большинства клинически значимых микроорганиз-
мов хорошо изучен, показана его воспроизводи-
мость, оценена родо- и видоспецифичность.

Отобранную у обследованных кровь в объеме 40 
мкл высушивали c добавлением равного по объему 
количества метанола и подвергали кислому метано-
лизу в 1М HCl в метаноле. Метанолиз проводили в 
0,4 мл реактива на 10–15 мг сухого остатка в тече-
ние 1 часа при 80° для проведения анализа смесь 
эфиров в количестве 2 мкл вводили в инжектор 
ГХ-МС системы «Agilent 7890» посредством ав-
томатической системы ввода проб (автосэмплер), 
которая обеспечивает воспроизводимость времен 
удерживания хроматографических пиков и повы-
шает точность автоматической обработки данных.

Хроматографическое разделение пробы осу-
ществляли на капиллярной колонке с метилсили-
коновой привитой фазой HP-5ms длиной 25 м и 
внутренним диаметром 0,25 мм, газ-носитель — 
гелий. Режим анализа — программированный, 
скорость нагрева термостата колонки 7 ºС/мин в 
диапазоне 135–320ºС. Выдержка при начальной 
температуре 1,5 мин. Температура испарителя — 

250 ºС, интерфейса — 250–300 °С. Интервалы и 
ионы выбирали таким образом, чтобы селективно 
детектировать маркеры определяемых видов ми-
кроорганизмов [11]. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов осуществляли с помощью пакета стати-
стических программ Статистика 6,0 в том числе 
описательная статистика, вычисления коэффици-
ента ранговой корреляции Спирмена. На основа-
нии принципов, изложенных в публикации [19], 
рассчитаны объединенные статистические показа-
тели пристеночной микробиоты кишечника (общее 
количество клеток, полезная микрофлора (ПолФ), 
условно патогенная микрофлора (УПатФ), анаэро-
бы и аэробы и их соотношения).

Результаты и их обсуждение
Методом хромато-масс-спектрометрии микроб-

ных маркеров крови оценено количественное содер-
жание микроорганизмов в пристеночном мукозном 
слое кишечника здоровых молодых людей, прожива-
ющих в Санкт-Петербурге (табл. 1). При проведении 
описательной статистики выявлены существенные 
отклонения показателей микроорганизмов от нор-
мальности, в связи с чем в работе в качестве средних 
величин использованы показатели медианы.

Обращает на себя внимание тот факт, что у здо-
ровых людей 16 видов микроорганизмов не выяв-
лено и 7 видов, у которых обнаружены клетки толь-
ко в 95-и прецентильном интервале.

При анализе гендерных особенностей присте-
ночной микробиоты кишечника статистически зна-
чимых различий не установлено.

Объединенные показатели микробиоты му-
козного слоя кишечника молодых здоровых лю-
дей, проживающих в Санкт-Петербурге (116 чел.), 
представлены в табл. 2.

Из представленных данных следует, что в му-
козном слое кишечника здоровых молодых людей 
резидентная полезная микрофлора примерно в 
1,5 раза превышает условно патогенную, а количе-
ство бактерий-анаэробов существенно превалирует 
по отношения к аэробам.

Структура полезной микрофлоры отражена на 
рис. 2.

Как следует из представленных данных, в 
структуре полезной микрофлоры минимальную 
долю составляют Propionbacterium/Cl. Subterminale. 
Остальные группы микроорганизмов представле-
ны в относительно равных пропорциях.

Структура основных видов условно-патоген-
ной пристеночной микрофлоры кишечника здоро-
вых людей представлена на рис. 3.

В структуре пристеночной условно-пато-
генной микрофлоры кишечника здоровых лиц 
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Таблица 1. Статистические показатели пристеночной
микробиоты кишечника у здоровых людей 

№
п/п

Группы и таксоны
микроорганизмов 

Численность, кл./г х105

медиана 50 %
интервал

5–95 прецентильный
интервал

Гр (+) кокки аэробные или факультативные 

1 Streptococcus (оральные) 3650 3030–4670 1960–6600

2 Staphylococcus intermedius 750 230–1500 0–2300

3 Staphylococcus 0 0 0–300

4 Enterococcus 0 0 0

5 Streptococcus mutans 1230 950–1530 600–1900

Анаэробы

1 Eubacterium 0 0 0–39

2 Eubacterium lentum (группа А) 390 217 22–730

3 Eubacterium moniliforme sbsp 0 0 0

4 Eubacterium/Cl. Coccoides 8500 6800–11500 3000–17600

5 Clostridium hystolyticum 580 270–870 0–1500

6 Clostridium propionicum 0 0 0

7 Clostridium ramosum 5700 3900–7700 2080–9800

8 Clostridium perfringens 0 0 0–30

9 Cl.diffi cile 0 0 0

10 Bacteroides hypermegas 54 33–73 0–93

11 Bacteroides fragilis 0 0 0

12 Propionibacterium 47 12–90 0–100

13 Propionibacterium/Cl. subterm. 2800 2000–3800 710–5010

14 Propionibacterium jensenii 54 18–95 0–300

15 Propionibacterium acnes 122 50–170 0–350

16 Peptostreptococcus anaerobius 1, 2 295 150–400 0–500

17 Prevotella 0 0 0–12

18 Fusobacterium/Haemophylus 0 0 0

19 Lactobacillus 10750 7100–12900 3500–16250

20 Bifi dobacterium 8085 5040–13850 2800–18500

21 Актиномицеты 43 32–58 19–75

22 Actinomycetes 10Me14 0 0 0

23 Actinomyces viscosus 1000 589–1300 180–1600

24 Ruminicoccus 780 390–960 90–1600
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№
п/п

Группы и таксоны
микроорганизмов 

Численность, кл./г х105

медиана 50 %
интервал

5–95 прецентильный
интервал

25 Butyrivibrio/Cl/fi metarum 43 0–93 0–354

26 Blautia coccoides 76 34–280 1–550

27 Porphyromonas 0 0 0

Гр (+) палочки аэробные или факультативные

1 Bacillus cereus 156 0–300 0–500

2 Nocardia, 14:1d11 4170 3400–5230 2500–6200

3 Nocardia asteroides 1066 760–1300 540–1600

4 Actinomadura 0 0 0

5 Rhodococcus 51 33–85 20–130

6 Corineform CDC-group XX 480 270–680 65–920

7 Bacillus megaterium 33 0–70 0–100

Гр (-) палочки аэробные или факультативные

1 Pseudomonas aeruginosa 0 0 0–27

2 Stenotrophomonas maltophilia 0 0 0

3 Moraxella/Acinetobacter 0 0 0

4 Alcaligines 0 0 0

5 Flavobacterium 0 0 0

6 Achromobacter 0 0 0

7 Helicobacterpylori, h18 0 0 0–26

8 сем. Enterobacteriaceae (E.coli ипр) 41 26–57 5–74

9 Campylobacter mucosalis 0 0 0

Грибы, вирусы и прочие

1 Микр грибы, кампестерол 0 0 0–128

2 Микр грибы, ситостерол 138 55–184 0–360

3 Mycobacterium/Candida 250 177–326 100–400

4 Streptomyces 167 44–183 0–290

5 Herpes 7430 5210–9420 3700–15450

6 Цитомегаловирус 2200 1300–4900 760–10500

7 Pseudonocardia 100 68–126 28–160

Общее количество клеток 61000 55200–70700 46200–98000

Плазмологен (по 16а) 57 42–77 23–104

Эндотоксин (сумма) 0,63 0,46–1,30 0,30–2,06

Продолжение табл. 1
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Таблица 2. Объединенные статистические показатели пристеночной
микробиоты кишечника здоровых лиц

Объединенные
показатели пристеночных 

микроорганизмов кишечника

Численность, кл./г х105

медиана 50 %
интервал

5–95 прецентильный
интервал

Полезная микрофлора 30100 25800–36800 18800–49000

Условно-патогенная микрофлора 20800 19900–24500 15200–29000

ПолФ / УПатФ 1,45 1,15–1,70 0,90–2,30

Анаэробы 39300 33100–46200 30600–55600

Аэробы 11600 9400–16100 5500–24700

Анаэробы / Аэробы 3,40 3,02–3,68 2,90–4,00

Общая сумма 61000 55200–70700 46200–98000

Рис. 2. Структура полезной пристеночной микрофлоры кишечника здоровых людей

основную долю занимают три вида микроорганиз-
мов примерно в равных соотношениях: Clostridium, 
Nocardia, Streptococcus. Остальные 18 % составля-
ют десять представителей других видов микробов. 
Прежде всего это Staphylococcus, Ruminicoccus, 
Eubacterium.

Рис. 3. Структура основных видов
условно-патогенной пристеночной

микрофлоры кишечника здоровых лиц

Рис. 4. Структура основных видов
микроорганизмов — анаэробов пристеночной 

микробиоты кишечника здоровых лиц

Основную долю микроорганизмов — анаэро-
бов пристеночной микробиоты кишечника здо-
ровых составляют Lactobacillus, Bifi dobacterium и 
Eubacterium (рис. 4). 

Для оценки связи количественных показателей 
между отдельными группами микроорганизмов 
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вычисляли коэффициент корреляции Спирмана и 
проверку его значимости. Наиболее множествен-
ные значимые корреляции представлены в табл. 3.

Из представленных данных следует, что род 
Clostridium perfringens имеет наиболее частые и 
выраженные положительные корреляционные свя-
зи со многими условно-патогенными группами ми-
кроорганизмов. Несколько меньшие связи установ-
лены для Peptostreptococcus anaerobius и несколько 
неожиданно и тоже с положительной корреляци-
ей — Lactobacillus. В то же время выявлена устой-
чивая отрицательная взаимосвязь Bacillus cereus 
с рядом представителей условно-патогенной ми-
крофлоры (табл. 3).

Заключение
На основании проведенных исследований и 

анализа полученных результатов можно констати-
ровать следующее:

Метод ГХ-МС позволяет детектировать в ис-
следуемых образцах маркеры, компоненты клеток 
широкого спектра микроорганизмов нормальной и 
патогенной микробиоты человека, выявлять и ко-
личественно определять состав микробного сооб-
щества;

Определена количественная характеристика 
(медиана, 50 и 95 % доверительные интервалы) как 

Таблица 3. .Основные значимые ранговые корреляции Спирмана между
представителями пристеночной микробиоты кишечника здоровых лиц.

Показатели 
микробиоты

Clostridium
perfringens

Peptostreptococcus 
anaerobius

Bacillus
cereus

Микр.грибы, 
ситостерол Lactobacillus

Nocardia
asteroides

0,254 0,263 0,293

Цитомегаловирус 0,367 0,261 - 0,226 0,211

Микр грибы,
ситостерол

0,457 0,294 - 0,309

Propionibacterium
acnes

0,256 0,220

Ruminicoccus 0,554 0,404 – 0,343 0,417 0,473

Blautia
coccoides

0,662 0,199 –0,276 0,311 0,312

Butyrivibrio/Cl. 
fi metarum

0,547 0,217 –0,324 0,241 0,312

Actinomyces
viscosus

0,413 0,375 –0,235 0,446 0,358

Propionibacterium
jensenii

0,282

для отдельных групп микроорганизмов, так и для 
объединенных показателей: аэробов, анаэробов, 
полезной, условно-патогенной микрофлорой и их 
соотношениями у здоровых молодых людей, про-
живающих в Санкт-Петербурге.
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