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Исследована взаимосвязь рассеянного склероза (РС) и состояния микробиома человека, а именно: изменение представ-
ленности филотипов микробиоты, доли кокковой микрофлоры, доли анаэробной, грамотрицательной, протеолитически 
активной микрофлоры, концентрации маркёров бактериального плазмалогена и эндотоксина в крови. Микробиом ис-
следован методом газовой хроматографии-масс-спектрометрии (ГХ-МС) микробных маркёров (ММ) в крови. При РС 
определено статистически значимое увеличение в крови концентраций общего уровня ММ бактериальных плазмало-
гена и эндотоксина, что может быть связано с увеличением проницаемости стенки кишечника. При РС увеличива-
ется доля кокков, грамотрицательной, анаэробной микрофлоры с протеолитическим типом метаболической актив-
ности. Изменяются корреляционные связи представленности филотипов микробиоты, за счёт переключения прямой 
связи Proteobacteria-Bacteroidetes на Proteobacteria-Firmicutes. При РС увеличивается количество Actinobacteria и 
Proteobacteria, снижается количество Firmicutes. Заболевание РС может быть связано с патологическими изменениями 
структуры микробиома и наростанием эндотоксемии, что может являться одним из факторов патогенеза заболева-
ния. Предложены новые лабораторные маркёры для диагностики и прогнозирования течения РС.
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The relationship between multiple sclerosis and the state of the human microbiome was studied, namely, the change in the representation 
of microbiota phylotypes, the proportion of coccal flora, the proportion of anaerobic, gram-negative, proteolytically active microflora, as 
well as the concentration of markers of bacterial plasmalogen and endotoxin in the blood. Microbiome studies were carried out by gas 
chromatography – mass spectrometry of microbial markers in the blood. A statistically significant increase in blood concentrations of the 
total level of microbial markers of bacterial plasmalogen and endotoxin was determined in multiple sclerosis, which may be associated 
with an increase in the permeability of the intestinal wall. In multiple sclerosis, the proportion of coccal, gram-negative, anaerobic 
microflora with a proteolytic type of metabolic activity increases. The correlations of the representation of microbiota phylotypes 
change due to the switching of the direct relationship Proteobacteria-Bacteroides to Proteobacteria-Firmicutes. In multiple sclerosis, 
Actinobacteria and Proteobacteria increase and Firmicutes decrease. Conclusion. The multiple sclerosis disease may be associated 
with pathological changes in the structure of the microbiome and the growth of endotoxemia, which may be one of the factors in the 
pathogenesis of the disease. New laboratory markers for diagnosing and predicting the course of MS have been proposed.

K e y  w o r d s :  microbiota; multiple sclerosis; GC-MS; blood; endotoxemia; microbial markers; bacterial endotoxin and plas-
malogen.
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Введение. Рассеянный склероз (РС) – хроническое 
иммунноопосредованное воспалительное заболевание 
ЦНС, являющееся одной из самых частых неврологи-
ческих причин инвалидизации среди лиц молодого и 
среднего возраста [1]. Наблюдается тенденция к уве-
личению распространённости РС, в 2016 г. в мире за-
регистрировано более 2 млн случаев РС, что на 10% 
больше, чем в 1990 г. [2]. Этиология и патогенез РС во 
многом остаются неясными. Принципиальной задачей 
становится поиск новых лабораторных маркёров для 
диагностики и прогнозирования течения РС.

Одним из перспективных подходов в изучении 
этиологии и патогенеза РС является изучение микро-
экологических нарушений в организме человека – 
анализ специфических маркёров микробиоты (ММ), 
составляющих широкий спектр жирных кислот с не-
чётным числом углеродных атомов, разветвлёнными 
цепями и гидроксильными группами. Известно более 
250 таких маркёров (в организме человека их всего 
около 25). Они могут распределяться по всему орга-
низму и быть обнаружены даже в низких концентра-
циях при помощи метода газовой хроматографии с 
масс-селективным детектированием ионов (ГХ-МС) 
[3-5, 7]. Исследование микробиома человека при РС 
становится актуальной задачей современной медици-
ны и практического здравоохранения.

Цель исследования – изучить структуру и состоя-
ние микробиома человека при РС по концентрациям 
ММ в крови.

Материал и методы. Проведено обсервационное 
исследование образцов крови у 53 пациентов амбу-
латорного наблюдения консультативно-диагностиче-
ского центра при Московском НИИ эпидемиологии и 
микробиологии им. Г. Н. Габричевского Роспотреб-
надзора. Возраст пациентов составил 48±17 лет. В 
основную группу включены пациенты с диагнозом 
РС, установленным на основании клинико-инстру-
ментальных данных (диагноз подтверждён данными 
магнитно-резонансной томографии по критериям 
McDonald 2017 г., наличием характерных олигокло-
нальных полос в цереброспинальной жидкости). В 
группу сравнения включены пациенты, не имеющие 

в анамнезе диагноза РС (Н). Группы сопоставимы по 
возрасту. Гендерные различия не учитывались. Рабо-
та проводилась в соответствии с Хельсинской декла-
рацией Всемирной медицинской ассоциации «Эти-
ческие принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправками 
2000 г., «Правилами клинической практики в Россий-
ской Федерации», утверждённой приказом Минздрава 
РФ № 226 от 19.06.2003 г. Пациенты дали информиро-
ванное добровольное согласие на медицинское вмеша-
тельство и публикацию полученных результатов.

Для определения концентрации химических со-
единений в венозной крови, относящихся к ММ, ис-
пользован метод ГХ-МС. Из цельной венозной крови 
с помощью реакции кислого метанолиза и экстракции 
гексаном выделены жирнокислотные соединения. Раз-
деление, идентификацию, расчёт концентрации прово-
дили на хроматографе МАЭСТРО 7820А, совмещённым 
с квадрупольным селективным масс-спектрометром 
(Agilent Technologies, США) с диапазоном масс 2-1000 
аем, имеющем разрешающую способность 0,5 аем во 
всём рабочем диапазоне. Чувствительность прибора 
50 пг (пикограмм) по метил-стеарату в режиме непре-
рывного сканирования и 1 пг в режиме селективных ио-
нов, на капиллярной колонке с метилсиликоновой при-
витой фазой Ультра-1 Хьюлетт-Паккард длиной 25 м и 
внутренним диаметром 0,20 мм. Режим анализа – про-
граммированный, скорость нагрева термостата колонки 
– 5 град/мин в диапазоне 130-320° С. Масс-спектрометр 
квадрупольный, с ионизацией электронами (70 эв) ра-
ботает в режиме масс-фрагментографии (МФ) селек-
тивных ионов (multiple ions monitoring – МІМ), при 
периодическом детектировании до 30 ионов в пяти 
интервалах времени. Газ носитель – гелий. Расчёт кон-
центраций проведён по методу внутреннего стандарта с 
использованием программы, поставляемой производи-
телем хроматографа [6, 8].

Рассчитанные концентрации группировали исходя 
из свойств ассоциированного с ними микроорганизма 
по следующим параметрам.

Распределение проводилось по 4-м основным фи-
лотипам: Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, 
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Firmicutes. Определены группы, относящиеся к кок-
кам и бациллам. Отдельно выделено царство Fungi. 
В соответствии с типом дыхания определены группы 
ММ анаэробных и аэробных микроорганизмов, гра-
мотрицательных и грамположительных, имеющих 
выраженную протеолитическую и сахаролитическую 
катаболическую активность. Чтобы снизить диспер-
сию значений, концентрацию рассчитывали как пред-
ставленность определённой группы в общем пуле 
концентраций ММ в %. Для интегральных характе-
ристик использованы соотношения: Bacteroidetes к 
Firmicutes (B/F) – характеристика структуры микро-
биома [9]; сумма концентраций ММ кокков к бацил-
лам (C/B); Анаэробный индекс – анаэробы к аэробам 
(АИ); Соотношение концентраций ММ грамотрица-
тельной микрофлоры к грамположительной (Грам-/
Грам+); Протеолитический индекс (ПИ). Концентра-
ция бактериального плазмалогена оценена по кон-
центрации октадеценового альдегида (18:1а), входя-
щего в состав клеточной стенки микроорганизмов 
индигенной нормобиоты, родов Bifidobacterium spp. 
и Eubacterium spp. Симбионтная микробиота явля-
ется резервуаром плазмалогена, который входит в 
состав мембран анаэробных бактерий. Для оценки 
концентрации эндотоксина в крови методом ГХ-МС 
суммируются концентрации компонентов липида А –  
гидроксикислот: 3h12, 2h12, hi13, 3h13, 3h14, 2h14, 
2hi15, 3hi15, h16, 3hi17, h18, h15, ЛПС клеточной 
стенки грамотрицательных бактерий: Acinetobacter, 
Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, 
Bacteroides hypermegas, Fusobacterium, Haemophylus, 
Sphingomonas. Flavobacterium, Porphyromonas, 
Prevotella, Bacteroides fragilis, Helicobacter pylori [10].

Статистические методы, использованные в рабо-
те, относятся к методам простой описательной ста-

тистики. Для характеристики выборок генеральной 
совокупности использовано среднее – медианное зна-
чение и интерквартильный разброс. Для оценки ста-
тистической значимости средних значений сравнива-
емых групп использован U-критерий Манна-Уитни. 
Взаимосвязь показателей оценена с помощью корре-
ляционного анализа Пирсона [11].

Результаты. Для оценки общего уровня концен-
траций ММ сравнена сумма концентраций всех опре-
деляемых ММ в крови в группе РС и группе норма 
(Н). Сравнена концентрация ММ бактериального 
плазмалогена и эндотоксина (рис. 1, а-в).

В группе РС статистически значимо увеличены 
концентрации в крови для общего уровня ММ (ОУ), 
концентрации ММ бактериального плазмалогена (Пл) 
и эндотоксина (Эн). Увеличение концентраций может 
быть связано с увеличением проницаемости стенки 
кишечника и развитием эндотоксемии. Рассмотрены 
взаимные корреляции этих показателей и критерия 
структуры микробиома (B/F). Результат представлен 
на рис. 2, а,б в виде схемы, указывающей силу и на-
правленность корреляционных связей.

Тонкой чёрной линией обозначена статистически 
не значимая корреляционная связь, толстой чёрной 
линией – прямая корреляционная связь, пунктирной 
линией обозначена обратная корреляционная связь.

При РС изменятся корреляционные связи между 
исследуемыми критериями. В группе Н уровень плаз-
малогена связан с общим уровнем ММ в крови, уро-
вень эндотоксина связан со структурой микробиома. 
Между общим уровнем ММ в крови и структурой 
микробиома отмечается обратная корреляционная 
связь, то есть увеличение общего уровня связано со 
снижением доли бактероидов в микробиоме. При РС 
эта корреляция не отмечена, наблюдается прямая кор-

Рис. 1. Концентрации общего уровня ММ, ММ бактериальных плазмалогена и эндотоксина в крови у пациентов с РС и в груп-
пе сравнения. а – общий уровень; б – плазмалоген; в – эндотоксин.
Здесь и на рис.3: *  –  статистически значимые отличия от группы сравнения (p<0,05), ** – статистически значимые отличия от группы сравнения 
(p<0,01).
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снижение представленности Proteobacteria и рост Fir-
micutes и Actinobacteria, сопровождающийся обратны-
ми корреляциями представленности этих филотипов.

Для характеристики микробиома рассмотрено со-
отношение кокков и палочковидной микрофлоры. 
При РС отмечается рост представленности кокков и 
снижение представленности бацилл в микробиоме.

Соотношение кокков и палочковидной микрофло-
ры не связаны с другими показателями структуры ми-
кробиома корреляционной связью. Смещение соотно-
шения C/B в область высоких значений происходит 
вне зависимости от изменения структуры микробио-
ма. При РС увеличивается представленность грампо-
ложительной микрофлоры и снижается представлен-
ность грамотрицательной. Для выявления взаимос-
вязи с другими показателями структуры микробиома 
проведён корреляционный анализ (табл. 1).

Увеличение представленности грамположительных 
микроорганизмов в микробиоме при РС связано с увели-
чением представленности Bacteroidetes и Proteobacteria. 
В группе сравнения снижение представленности грам-
положительных микроорганизмов связано с увеличени-

реляция общего уровня и концентрации эндотоксина, 
уровень эндотоксина коррелирует с уровнем плазма-
логена. Повышение суммарной концентрации ММ в 
крови, маркёров бактериального плазмалогена и эн-
дотоксина с учётом их взаимной корреляции с общим 
уровнем концентрации ММ в крови может указывать 
на увеличенную проницаемость кишечника.

Для оценки структуры микробиома исследована 
представленность основных филотипов (рис. 3, а-г).

При РС статистически значимо повышается пред-
ставленность Actinobacteria и Firmicutes, представ-
ленность Proteobacteria статистически значимо сни-
жается относительно группы Н. Показатель Bacte-
roidetes в исследуемых группах не изменяется.

При РС прямая корреляционная связь Proteobacte-
ria-Bacteroidetes меняется на прямую корреляционную 
связь Proteobacteria-Firmicutes и филотип Bacteroidetes 
оказывается не связан корреляцией с другими фило-
типами. При нарушении структуры микробиома ха-
рактерно снижение представленности Bacteroidetes в 
микробиоме, но при РС, как следует из рис. 3, статисти-
чески значимого снижения не наблюдается. Происходит 

Рис. 2. Схема взаимных корреляций общего уровня, концентраций ММ бактериального плазмалогена и эндотоксина в крови, 
показателя B/F у пациентов с РС и в группе сравнения.
а – группа сравнения; б – рассеянный склероз.

Рис. 3. Представленность ММ филотипов микробиома у пациентов с РС и группы сравнения. 
а – Actinobacteria; б – Bacteroidetes; в – Proteobacteria; г – Firmicutes.

а

а б в г

б
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ем общего уровня ММ в крови и бактериального плаз-
малогена и снижением концентрации бактериального 
эндотоксина. В группе сравнения отмечается обратная 
корреляционная связь представленности анаэробной и 
грамположительной микрофлоры.

Для оценки структуры микробиома относительно 
функции дыхания микроорганизмов определено со-
отношение анаэробных (факультативные анаэробы) 
и аэробных микроорганизмов. При РС увеличивает-
ся представленность анаэробных микроорганизмов и 
снижается представленность аэробных. Увеличивает-
ся анаэробный индекс, представляющий соотноше-
ние концентраций ММ анаэробных и аэробных ми-
кроорганизмов. Для оценки взаимосвязи анаэробного 
индекса с другими показателями структуры микро-

биома проведён корреляционный анализ, результаты 
которого представлены в табл. 2.

Соотношение анаэробной и аэробной микрофлоры 
не связаны с другими показателями структуры микро-
биома корреляционной связью. Смещение соотношения 
анаэробного индекса в область высоких значений проис-
ходит вне зависимости от изменения структуры микро-
биома. В группе сравнения анаэробный индекс связан с 
общим уровнем ММ и концентрацией плазмалогена в 
крови прямой корреляционной связью, с концентрацией 
ММ эндотоксина – обратной. Прямая корреляционная 
связь отмечается для анаэробного индекса и представ-
ленности Actinobacteria и обратные корреляционные 
связи с другими филотипами и царством Fungi. Прямая 
корреляционная связь отмечается для анаэробного ин-

Т а б л и ц а  1
Корреляционный анализ соотношения грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов в микробиоме человека при 

РС и в группе сравнения

Показатели структуры микробиома Группа сравнения РС

Общий уровень микробных маркёров -0,363 0,109

ММ бактериального плазмалогена -0,356 0,121

ММ бактериального эндотоксина 0,616 0,655

Представленность Actinobacteria -0,252 -0,696

Представленность Bacteroidetes 0,960 0,727

Представленность Firmicutes 0,198 0,684

Представленность Proteobacteria 0,959 0,945

Соотношение структуры микробиома B/F 0,929 0,265

Представленность Fungi -0,109 0,251

Соотношение C/B 0,062 0,504

Анаэробный индекс -0,364 -0,590

Протеолитический индекс -0,289 -0,509

Примечание. Здесь и в табл. 2,3: полужирным курсивом отмечены статистически значимые коэффициенты корреляции (p<0,05).

Т а б л и ц а  2
Корреляционный анализ соотношения анаэробных и аэробных микроорганизмов  

в микробиоме человека при РС и в группе сравнения

Показатели структуры микробиома Группа сравнения РС

Общий уровень ММ 0,313 0,446

ММ бактериального плазмалогена 0,552 0,140

ММ бактериального эндотоксина -0,301 -0,009

Представленность Actinobacteria 0,542 0,511

Представленность Bacteroidetes -0,369 -0,190

Представленность Firmicutes -0,528 -0,505

Представленность Proteobacteria -0,352 -0,688

Соотношение структуры микробиома B/F -0,268 0,145

Представленность Fungi -0,407 -0,264

Соотношение C/B 0,132 0,121

Протеолитический индекс 0,516 0,566

Соотношение Грам-/Грам+ -0,364 -0,590
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Т а б л и ц а  3
Корреляционный анализ соотношения протеолитически активных и сахаролитически активных микроорганизмов  

в микробиоме человека при РС и в группе сравнения

Показатели структуры микробиома Группа сравнения РС

Общий уровень ММ 0,173 0,417

ММ бактериального плазмалогена 0,583 0,407

ММ бактериального эндотоксина -0,204 0,172

Представленность Actinobacteria 0,748 0,856

Представленность Bacteroidetes -0,231 -0,123

Представленность Firmicutes -0,741 -0,858

Представленность Proteobacteria -0,332 -0,537

Соотношение структуры микробиома B/F -0,095 0,420

Представленность Fungi 0,091 0,454

Соотношение C/B -0,216 0,134

Соотношение Грам-/Грам+ -0,289 -0,509

Анаэробный индекс 0,516 0,566

декса и протеолитического индекса и обратная корреля-
ционная связь для соотношения Грам-/Грам+.

Для оценки протеолитической активности микро-
биоты рассмотрена представленность микроорганиз-
мов проявляющих в большинстве случаев протеоли-
тическую активность и микроорганизмов, с бродиль-
ным метаболизмом.

При РС увеличивается представленность протео-
литически активных микроорганизмов и снижается 
представленность сахаролитических. Увеличивается 
протеолитический индекс, представляющий соотно-
шение концентраций ММ протеолитически активных 
и сахаролитически активных микроорганизмов. Для 
оценки взаимосвязи протеолитического индекса с 
другими показателями структуры микробиома прове-
дён корреляционный анализ (табл. 3).

При РС протеолитический индекс имеет пря-
мую корреляционную связь с представленностью 
Actinobacteria и обратную с Firmicutes. В группе Н, 
кроме вышеописанной корреляционной связи отме-
чается прямая корреляционная связь протеолитиче-
ского индекса с концентрациями ММ бактериального 
плазмалогена и анаэробного индекса. При РС проис-
ходит увеличение корреляции, следовательно, увели-
чение протеолитической активности Actinobacteria и 
усиление сахаролитической активности Firmicutes.

Обсуждение. РС – иммуноопосредованное забо-
левание ЦНС, сопровождающееся повреждением ак-
сона [11] и дисбиозом кишечника [12]. Уровень всех 
измеряемых ГХ-МС ММ, ММ бактериальных плаз-
малогена и эндотоксина превышают значения показа-
телей группы Н (см. рис. 1). Взаимные корреляции об-
щего уровня плазмалогена и эндотоксина становятся 
статистически значимыми, и разрывается корреляция 
общего уровня с показателем структуры микробиома 
(см. рис. 2), что может свидетельствовать о таком со-
стоянии слизистой оболочки, когда количество ММ 
уже не зависит от состава микробного сообщества.

Изменения структуры микробного сообщества 
сопровождаются увеличением представленности 
Actinobacteria и Firmicutes за счёт снижения представ-
ленности Proteobacteria (см. рис. 3). Микроорганизмы 
филотипа Actinobacteria связаны с протеолитической 
активностью микробиома, Firmicutes с сахаролитиче-
ской (см. табл. 3). При РС прогрессирует протеолити-
чески активная, агрессивная микрофлора при домини-
ровании Actinobacteria. Снижение численности Bacte-
roidetes не происходит, но разрывается корреляционная 
связь с Proteobacteria. Филотипы Bacteroidetes и Pro-
teobacteria связаны прямой корреляцией с представ-
ленностью грамположительных микроорганизмов. 
При РС корреляционная связь Bacteroidetes и предста-
вительность грамположительных микроорганизмов 
ослабевает, но остается статистически значимой. При 
сохранении представленности филотипа Bacteroidetes 
в микробиоме зависимость изменения численности не 
связана с изменением количества микроорганизмов 
других филотипов, то есть филотип исключается из 
«социальной» структуры сообщества. Дезорганиза-
ция микробного сообщества сопровождается увели-
чением представленности кокков, доля представлен-
ности которых в группе Н в 3 раза ниже, чем при РС 
(см. рис. 1). Отсутствие корреляционной связи кокков 
с количеством основных филотипов микробиома че-
ловека, указывает на критическое снижение колониза-
ционной резистентности микробиома и как следствие 
замещение эндогенной микрофлоры просветной, пре-
имущественно анаэробной.

Заключение. Исследование состояния микробио-
ма человека по концентрациям ММ в крови позволяет 
охарактеризовать структуру микробного сообщества 
как экстракорпорального органа организма челове-
ка. Изменения, регистрируемые по соотношениям 
концентраций ММ не менее информативны, чем мо-
лекулярно-генетические методы, несмотря на более 
ограниченный набор базовых микроорганизмов. Из-
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мерение концентраций ММ в крови позволяет оха-
рактеризовать не столько структуру микробиома, но и 
оценить взаимосвязь микробиоты и организма, охарак-
теризовать барьерную функцию слизистых оболочек.

Показана важная роль барьерной функции слизи-
стой оболочки ЖКТ в развитии эндотоксемии и за-
кономерности изменения структуры микробиома. РС 
сопровождается 1,5-кратным увеличением концен-
траций ММ в крови, ММ бактериального плазмало-
гена и эндотоксина. Обратная корреляционная связь 
суммарной концентрации ММ и структуры микроб-
ного сообщества разрывается. Структура микробно-
го сообщества при РС изменяется и характеризуется 
ростом Actinobacteria, протеолитической, анаэроб-
ной грамположительной микрофлоры. Трёхкратное 
увеличение представленности кокков, не имеющих 
корреляции с другими показателями структурности 
микробного сообщества указывает на развитие дис-
биоза, то есть неуправляемого роста просветной 
микрофлоры при снижении колонизационной рези-
стентности эндогенной микрофлоры, что подтверж-
дается снижением корреляции «индикаторного» фи-
лотипа Bacteroidetes.

Можно заключить, что РС может быть связан с па-
тологическими изменениями структуры микробиома 
и ростом эндотоксемии, что может являться одним из 
факторов патогенеза заболевания. Предложены но-
вые лабораторные маркёры для диагностики и про-
гнозирования течения РС.
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