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Место высокотехнологичных методов молекулярной биологии в клинической лабораторной диагностике и разработке 
системы биомаркеров, как важной составляющей диагностических исследований, в настоящее время привлекает самое 
пристальное внимание научного сообщества. В данной работе предпринята попытка использования высокотехноло-
гичного метагеномного анализа для решения проблем, возникающих в связи с регистрацией высокой частоты ассоци-
ации заболеваний пародонта с системной патологией, в частности, с сахарным диабетом типа 2. Цель исследования 
– определение таксономических и метаболических особенностей микробиома пародонтальных тканей при заболеваниях 
пародонта, ассоциированных с сахарным диабетом типа 2, как модели соотношения локальных и системных эффектов 
пародонтопатогенных бактерий. Исследование включало проведение 16S секвенирования методом дробовика генома 
рибосомальной РНК бактерий в составе биологического материала из пародонтальных карманов/зубодесневой борозды 
46 человек, в том числе 15 пациентов с хроническим пародонтитом, ассоциированным с сахарным диабетом типа 2, 15 
пациентов с хроническим пародонтитом вне связи с системной патологией, а также 16 здоровых людей контрольной 
группы, с последующей биоинформационной обработкой полученных данных. Результаты исследования позволили 
установить  таксономические особенности микробиома пародонта при ассоциации хронического пародонтита с 
сахарным диабетом типа 2, которые включали преобладание в его составе представителей семейств Prevotellaceae и 
Spirochaetaceae. Выявлены характерные особенности метаболических процессов в пародонтальных тканях с участием 
микробиома, которые заключались в нарастании обмена аминокислот цистеина и метионина на фоне снижения 
метаболизма пиримидина, метана, сфинголипидов, синтеза жирных кислот, которые имеют диагностическое значение 
при оценке состояния больных сахарным диабетом типа 2. 
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The place of high-tech methods of molecular biology in clinical laboratory diagnostics of various diseases and the development 
of a system of biomarkers as an important component of diagnostic research is currently attracting the closest attention of the 
scientific community. In this paper, an attempt is made to use high-tech metagenomic analysis to solve problems that arise due to 
the high frequency of association of periodontal diseases with systemic pathology, in particular, with type 2 diabetes mellitus. The 
aim of the study was to determine the taxonomic and metabolic features of the microbiome of periodontal tissues in periodontal 
diseases associated with type 2 diabetes mellitus, as a model of the ratio of local and systemic effects of periodontal pathogenic 
bacteria. The study included 16S shotgun sequencing of bacterial DNA as part of biological material from periodontal pockets/
dentoalveolar furrows of 46 people – 15 patients with chronic periodontitis associated with type 2 diabetes mellitus, 15 patients with 
chronic periodontitis unrelated to systemic pathology, as well as 16 healthy people in the control group, followed by bioinformatic 
processing of the data obtained. The obtained data allowed us to establish the taxonomic features of the periodontal microbiome 
in the association of chronic periodontitis with type 2 diabetes mellitus, which included the predominance of representatives of the 
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families Prevotellaceae and Spirochaetaceae in its composition. The features of metabolic processes in periodontal tissues with 
the participation of the microbiome were also revealed, which consisted in an increase in the exchange of cysteine and methionine 
against the background of a decrease in the metabolism of pyrimidine, methane, sphingolipids, and the synthesis of fatty acids, 
which are of diagnostic value in assessing the condition of patients with type 2 diabetes mellitus.
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metabolism; chronic periodontitis; type 2 diabetes mellitus.
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Введение. Место высокотехнологичных методов 
молекулярной биологии в клинической лабораторной 
диагностике и разработке системы биомаркеров, как 
важной составляющей диагностических исследова-
ний, в настоящее время привлекает самое пристальное 
внимание научного сообщества. Появление и развитие 
технологий метагеномного анализа определило суще-
ственный прорыв в изучении микробиома человека. В 
руках исследователей оказался инструмент детального 
изучения таксономического состава и функциональных 
характеристик очень важного компонента здоровья че-
ловека, как и триггерных механизмов самых разноо-
бразных патологических процессов [1, 2]. Однако, как 
и при использовании любых сложных технологий, дан-
ные, полученные в результате метагеномного анализа, 
ставят новые задачи и порождают новые научные вопро-
сы, которые все еще ждут ответа. 

Одним из важнейших биотопов формирования микро-
биома человека является полость рта, а наиболее обитае-
мой частью полости рта служит зубодесневая борозда, на 
долю которой приходится от 400 до 500 видов бактерий из 
примерно 700 зарегистрированных в этой экологической 
нише. Изменения таксономической структуры и несосто-
ятельность биологических функций микробиома данной 
локализации приводят к состоянию дисбиоза, которое 
связано с началом и прогрессированием заболеваний па-
родонта и других патологических состояний, имеющих 
не только локальный, но и системный характер [3–5].

Одной их наиболее часто регистрируемых ассоциаций 
заболеваний пародонта с системной патологией является 

сочетание хронического пародонтита с сахарным диа-
бетом типа 2 [6 – 8], основным проявлением которого, в 
соответствии с публикациями последних лет, служит из-
менение таксономического состава микробиома полости 
рта и его влияния на метаболизм тканей пародонта [9, 10].

Целью работы послужило определение на базе 16S 
секвенирования таксономических и метаболических 
особенностей микробиома пародонтальных тканей при 
заболеваниях пародонта, ассоциированных с сахарным 
диабетом типа 2, как комплексного диагностического 
приёма оценки состояния пациентов с сочетанной 
патологией.

Материал и методы. В исследование были вклю-
чены 46 человек, из числа которых были сформированы 
3 группы исследования. 1-я (основная) группа вклю-
чала 15 пациентов с хроническим пародонтитом, ассо-
циированным с сахарным диабетом типа 2; 2-я группа  
характеризовалась как группа сравнения, в ее состав 
входили 15 человек, у которых хронический пародон-
тит не сочетался с клинически значимой соматической 
патологией; 3-я группа служила контролем и содержала 
16 условно здоровых людей, не страдающих ни хрони-
ческим пародонтитом, ни сахарным диабетом типа 2. 
Учитывая возрастной состав, для включения в группу 
контроля допускалось наличие явлений гингивита (6 че-
ловек). Пациенты основной группы и группы сравнения 
наблюдались сотрудниками кафедры пропедевтики сто-
матологических заболеваний ФГБОУ ВО «Московский 
медико-стоматологический университет им. А.И. Ев-
докимова» Минздрава России. Больные с ассоциацией 
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сахарного диабета типа 2 и хроническим пародонтитом 
проходили лечение на базе кафедры эндокринологии и 
диабетологии того же университета. Контрольная груп-
па здоровых лиц формировалась из контингента, обра-
щавшегося к стоматологам по поводу санации полости 
рта и обследованных впоследствии на кафедре эндокри-
нологии и диабетологии того же университета для под-
тверждения отсутствия системной патологии. Состав 
исследуемых групп и план их обследования утвержде-
ны межвузовским этическим комитетом, все участники 
исследования подписали информированное согласие на 
обработку их персональных данных.

Принцип включения пациентов в исследование заклю-
чался в формировании максимально однородных групп, 
биологические образцы которых могли быть пулированы 
для метагеномного анализа. Группы исследования со-
держали примерно равное число некурящих мужчин и 
женщин в возрасте 45-65 лет. Стоматологический статус 
больных хроническим пародонтитом оценивался в соот-
ветствии с Международной классификацией заболеваний 
пародонта 2018 г. [11], все они имели среднетяжелое тече-
ние заболевания при генерализованном характере пора-
жения, глубине пародонтальных карманов 4-6 мм, потере 
костной ткани вокруг зубов не более 1/3 длины корней, 
практическом отсутствии потери зубов, связанной с па-
родонтитом. Все пациенты, у которых диагностировался 
сахарный диабет типа 2, имели продолжительность забо-
левания от 3-х до 7 лет при его компенсированном тече-
нии, уровне глюкозы в крови ниже 7,8 ммоль/л и уровне 
гликированного гемоглобина ниже 7,5% [12]. 

Взятие биологического материала проводили утром 
натощак до использования зубной щетки и других 
средств гигиены. Материал из пародонтальных карма-
нов/ зубодесневой борозды забирался из 4-х сайтов на 
уровне вторых моляров с помощью стерильных бумаж-
ных эндодонтических зондов N 25, помещался затем в 
0,2 мл физиологического раствора и хранился при –20о в 
лаборатории молекулярно-биологических исследований 
НИМСИ МГМСУ им. А.И. Евдокимова.

Тотальную ДНК из образцов зубного налета выделяли 
с использованием QIAamp DNA Investigator Kit (Qiagen) 
согласно инструкциям производителя. Библиотеку ампли-
конов для 16S метагеномного секвенирования методом 
дробовика готовили согласно протоколу 16S Metagenomic 
Sequencing Library Preparation. Секвенирование библио-
тек и анализ полученных данных осуществляли с исполь-
зованием генетического анализатора MiSeq (Illumina) и 
MiSeq Reagent Kit v2 согласно инструкциям производи-
теля. Визуализацию результатов проводили с использова-
нием программы MEGAN5 [13]. 

Для проведения таксономического анализа резуль-
татов секвенирования вариабельных участков гена 16S 
рРНК была применена биоинформационная платформа 
микробиома QIIME2 (Quantitative Insights into Microbial 
Ecology) [14] и база данных SILVA [15]. Выявление раз-
личий на уровне таксономических композиций проводи-
лось путем дисперсионного анализа данных на основе 
теста PERMANOVA для микробных сообществ [16] из 
функционала QIIME2. Для выявления биоинформаци-
онных различий между группами  на уровне предсказан-
ных метаболических путей применяли статистический 
анализ метаболических профилей STAMP [17]. Графи-
ческая визуализация данных метагеномного анализа 
проводилась с использованием программного обеспече-
ния GNU/R [18] и «vegan» пакета [19].

Результаты. Для клинико-лабораторной оценки 
изменения таксономического состава микробиоты в 
группах исследования при работе с полученной базой 
данных проводили поэтапный биоинформационный 
анализ, результаты которого показаны на рис.  1. При 
этом при построении модели таксономических разли-
чий между группами исследования использовались так 
называемые балансы дендрограммы (CoDa dendrogram) 
[20]. Эта модель позволяет описать интенсивность так-
сономических изменений при перемещении профилей 
метагеномов от здорового состояния (контроль) к пато-
логии, в нашем случае – к хроническому пародонтиту и 
далее к хроническому пародонтиту, ассоциированному с 
сахарным диабетом типа 2.

Как следует из представленной дендрограммы, из 
всего многообразия семейств бактерий, обитающих в 
полости рта и входящих в состав биопленки пародон-
тальных карманов/зубодесневой борозды, наибольшее 
представительство приходится на 10 семейств, которые 
регистрировались во всех случаях, но с разной частотой 
встречаемости в группах. Баланс В1 позволяет довольно 
четко разграничивать состав микробиомов группы здо-
ровых людей и больных хроническим пародонтитом, ас-
социированным с сахарным диабетом типа 2.

Эта группа была связана с относительным ростом 
представительства пяти бактериальных семейств, 
таких как Campylobacteraceae, Fusobacteriaceae, 
Porphyromonadaceae, Prevotellaceae, Spirochaetaceae, 
а относительное содержание бактерий семейств 
Streptococcaceae, Pasteurellaceae, Neisseriaceae, 
Flavobacteriaceae, Leptotrichiaceae уменьшалось. Здо-
ровое состояние тканей пародонта (контрольная группа) 
характеризовалось прямо противоположным образом. 
Группа хронического пародонтита без сопутствующей 
системной патологии занимала пограничное положение 
между двумя другими группами.

Кроме того, балансы В2 и В3 показывают, что се-
мейства, включающие пародонтопатогенные бактерии 
Prevotellaceae и Spirochaetaceae, больше связаны с груп-
пой хронического пародонтита, ассоциированного с са-
харным диабетом типа 2, чем с группой только хрони-
ческого пародонтита, а семейства Porphyromonadaceae, 
Fusobacteriaceae, Campylobacteraceae с большей часто-
той отмечены при хроническом пародонтите без сопут-
ствующей патологии. 

Полученные данные согласуются с известными поло-
жениями о значимой роли пародонтопатогенных видов 
бактерий Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 
Prevotella nigrescens, Fusobacterium periodonticum, 
Campylobacter (Wolinella) rectus, являющихся предста-
вителями указанных семейств, определённых в нашей 
работе как зона повышенного риска [23, 24, 27, 30, 31].

При использовании 16S секвенирования появляется 
также возможность охарактеризовать роль микробио-
ма в метаболизме пародонтальных тканей. Таксономи-
ческие различия в метагеномах разных групп исследо-
вания ассоциированы с различиями в функциональном 
потенциале микробных сообществ (рис. 2).  Оценка 
результатов, полученных в результате определения со-
стояния метаболических реакций в пародонте с участи-
ем микробиома, проводилась в сравнительном аспекте: 
путем сопоставления групп «хронический пародонтит 
– контроль», «хронический пародонтит + сахарный диа-
бет типа 2 – контроль», « хронический пародонтит + са-
харный диабет типа 2 – хронический пародонтит».
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Рис. 1. Балансы дендрограммы преимущественного таксоно-
мического состава микробиоты в группах исследования (ХП 
– хронический пародонтит, СД2 – сахарный диабет типа 2).

Рис. 2. Межгрупповые различия в метаболическом профиле микробиома 
пародонтальных карманов/зубодесневой борозды: A – график межгрупповых различий; Б – природа метаболических реакций; 
В – условные обозначения.

При сравнении групп «хронический пародонтит – 
контроль» основные различия касались обмена амино-
кислот и энергетического обмена. В группе хроническо-
го пародонтита был снижен уровень обмена таких ами-
нокислот как цистеин, метионин (ko00270), гистидин 
(ko00340), а также наблюдалось относительное сниже-
ние роли метаболических путей серы (ko00920) и глице-
ролипидов (ko00561). 

Группа хронического пародонтита в сочетании с 
сахарным диабетом типа 2 и контрольная группа раз-
личались по гораздо большему числу метаболических 
признаков, причем совершенно иных, чем те, кото-
рые были выявлены при предыдущем сопоставлении. 
Единственный признак, который отличал от контроля 
наличие хронического пародонтита вне зависимости 
от сопутствующей патологии – это снижение метабо-
лизма глицеролипидов. Этот результат показывает, что 
метаболизм микробиома при хроническом пародонтите, 
ассоциированном с сахарным диабетом типа 2, принци-
пиально отличается от метаболизма микробиома в от-
сутствие сопутствующей патологии.

Наиболее отчетливо эти особенности регистрирова-
лись при сравнении двух групп хронического пародон-
тита между собой. Были выявлены 5 метаболических 
путей, по которым отмечалось подобное различие. Груп-
па «хронический пародонтит + сахарный диабет типа 2» 
характеризовалась повышенным метаболизмом цисте-
ина и метионина (ko00270), снижением метаболизма 
пиримидина (ko00240), метаболизма метана (ko00680), 
биосинтеза жирных кислот (ko00061) и метаболизма 
сфинголипидов (ko00600). Снижение метаболизма, при-
сущего стафилококковой инфекции, в данном случае не 
рассматривалось, как не связанное с этиологией хрони-
ческого пародонтита.

Обсуждение. В настоящее время накоплено доста-
точно примеров использования метагеномного анализа 
для выявления особенностей микробиома при сочета-
нии заболеваний пародонта и сахарного диабета типа 2 
у человека. Осуществлена попытка выявить особенности 
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щих прокариот [26]. Их роль при заболеваниях пародонта 
связана со способностью к симбиозу с пародонтопатогена-
ми, например, c Prevotella intermedia, транспортирующего 
археям водород, необходимый для синтеза метана [27]. 
Снижение метаболизма метана при наличии сопутству-
ющего сахарного диабета тип 2 может оказаться важным 
признаком качественных изменений энергетического об-
мена микробиома при данной патологии в виде снижения 
в нем роли метанообразующих археев, несмотря на отме-
ченное нами возрастание в составе биопленки представи-
тельства  бактерий семейства Prevotellaceae.

Что касается установленного нами снижения способ-
ности микробиома к синтезу жирных кислот, то другими 
авторами было показано, что липидный профиль тканей 
пародонта в виде свободных жирных кислот определяет 
уровень местных воспалительных реакций при инфекци-
онно-воспалительных заболеваниях пародонта. Экспери-
ментально установлено, что насыщенные жирные кисло-
ты, продуцируемые пародонтопатогенами, в отличие от 
ненасыщенных жирных кислот, индуцируют воспалитель-
ные реакции путем стимуляции секреции провоспалитель-
ных цитокинов фибробластами десны, а также усилива-
ют резорбцию альвеолярной кости, то есть способствуют 
развитию явлений пародонтита [28]. Эти данные входят 
в противоречие с нашими результатами по зарегистриро-
ванному снижению синтеза жирных кислот микробиомом 
пародонта на фоне роста доли пародонтопатогенных бак-
терий в составе микробиома при ассоциации хронического 
пародонтита и сахарного диабета типа 2.

Вызывает интерес нарушение обмена сфинголипи-
дов. Особенностью этой группы липидов является их 
участие в формировании клеточных рецепторов, опреде-
ляющих чувствительность к инсулину [29]. Что касается 
возможной роли бактерий в продукции сфинголипидов, 
то у пародонтопатогенов (Porphyromonas gingivalis, 
Tannerella forsythia, Prevotella intermedia) отмечена вы-
раженная способность продуцировать cфинголипиды и 
их разновидность церамиды [30]. Учитывая эти свой-
ства пародонтопатогенов, особых комментариев заслу-
живает  зарегистрированный нами феномен достоверно-
го снижения метаболизма сфинголипидов у бактерий в 
группе хронического пародонтита в ассоциации с сахар-
ным диабетом при том, что количество пародонтопато-
генов в случае такой ассоциации явно возрастает. 

В качестве объяснения установленным феноменам, ас-
социированным с липидным обменом, можно предложить 
гипотезу о снижении роли ключевых пародонтопатогенов 
в этом метаболическом процессе вследствие их своеобраз-
ного «экранирования», связаного с их интернализацией 
внутрь клеток пораженного пародонта, которая предпо-
ложительно усиливается при сопутствующей системной 
патологии, в том числе и при сахарном диабете типа 2. 

Способность P. gingivalis к внутриклеточной перси-
стенции следует рассматривать в контексте эпидемиоло-
гической и патогенетической связи между пародонтитом 
и системными заболеваниями, а присутствие жизнеспо-
собного P. gingivalis внутри макрофагов может быть доста-
точным для того, чтобы позволить этому микроорганизму 
использовать миграционный потенциал макрофагов для 
перемещения в другие органы и ткани [31]. При этом ме-
няются свойства самих макрофагов: усиливаются процес-
сы перекисного окисления липидов, появляется способ-
ность вместо продукции провоспалительных цитокинов 
осуществлять секрецию цитокинов иммуносупрессорного 
действия [32 – 34]. Дополнительным основанием для раз-

микробиома пожилых людей, позволяющие установить 
его взаимосвязь с развитием сахарного диабета. Результа-
ты тестирования слюны оказались довольно скромными 
с практической точки зрения и были ограничены конста-
тацией наличия такой взаимосвязи [21]. Еще одна работа 
практической направленности была посвящена изучению 
влияния ожирения  на состав и разнообразие микробио-
ты полости рта у пациентов с сахарным диабетом 2 типа. 
На примере бактерий, принадлежащих различным типам, 
была показана высокая вероятность такого влияния вне 
зависимости от гликемического контроля [22].

Описан ряд интересных наблюдений [9]. Авторы 
подчеркивают зависимость изменений в составе иден-
тифицированных типов бактерий от гликемического 
статуса и стадии заболевания пародонта, хотя вопрос о 
том, какой из этих факторов послужил основной причи-
ной изменений, так и остался неразрешенным. В другой 
работе, используя метагеномное секвенирование мето-
дом дробовика, исследователи дали оценку изменениям 
поддесневого микробиома, связанным с пародонтитом 
при сахарном диабете типа 2, таким как дисбиоз, потен-
циально обусловленный нарушением метаболической и 
иммунной регуляции со стороны хозяина [10].

Проведённый нами анализ таксономического соста-
ва показал, что при ассоциации хронического пародон-
тита с сахарным диабетом типа 2 наблюдается отчетли-
вое преобладание прокариот, относящихся к семействам 
Prevotellaceae и Spirochaetaceae, хотя интепретировать 
преобладание отдельных таксонов именно этих се-
мейств пока довольно сложно.

Полученные данные по особенностям метаболизма 
микробиома пародонтальных карманов у больных хро-
ническим пародонтитом, ассоциированным с сахарным 
диабетом типа 2, свидетельствуют о значительной роли 
сдвигов со стороны обмена аминокислот, нуклеотидов, 
энергетического обмена, метаболизма липидов. 

Установленный рост обмена цистеина может быть 
связан со способностью ключевого пародонтопатогена 
Porphyromonas gingivalis продуцировать такой патогене-
тический фактор как цистеиновые протеазы – гингипаи-
ны [23]. К настоящему времени экспериментально дока-
зана способность гингипаинов при их распространении в 
составе наружных мембранных везикул как к местному 
воздействию, так и системному влиянию на тканевой ме-
таболизм, ведущему к изменению метаболизма глюкозы 
в печени и прогрессированию сахарного диабета [24].  

Cнижение метаболизма пиримидина с участием ми-
кробиоты полости рта, по нашим данным, является до-
вольно характерным признаком особенностей хрониче-
ского пародонтита, ассоциированного с сахарным диа-
бетом типа 2. Пиримидин является агонистом рецептора 
GR119, связанного с гипогликемическим воздействием 
и протекторным эффектом в отношении β-клеток под-
желудочной железы, что позволяет даже рекомендовать 
производные пиримидина в качестве лечебных средств 
при сахарном диабете типа 2 [25]. Снижение метаболиз-
ма пиримидина у микробиома тканей пародонта может 
служить маркером связи пародонтита с сахарным диа-
бетом, а возможно, и одним из многочисленных элемен-
тов патогенеза сахарного диабета типа 2, особенно, если 
предположить распространение пародонтопатогенов и 
их патогенетических факторов за пределы пародонта. 

В составе микробиоты полости рта человека, в том чис-
ле и при хроническом пародонтите, значительное место 
занимают представители группы археев – метанообразую-
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вития этой точки зрения послужили и данные наших пре-
дыдущих исследований цитокинового профиля слюны при 
ассоциации хронического пародонтита и сахарного диабе-
та типа 2 [35].

Заключение. В результате проведенных исследова-
ний установлено, что таксономический состав микро-
биома зубодесневой борозды, определенный с помощью 
16S секвенирования и его биоинформационного сопро-
вождения, довольно четко позволяет провести грань 
между состоянием здоровья полости рта и хроническим 
пародонтитом, ассоциированным с сахарным диабетом 
типа 2, что имеет существенное клинико-лабораторное 
и дифференциально-диагностическое значение. Ассо-
циация заболеваний пародонта с системной патологией, 
в частности, с сахарным диабетом типа 2, существенно 
влияет не только на таксономию микробного пейзажа, 
но и на его метаболизм, что важно в прогностическом 
аспекте. Полученные данные открывают возможности 
по формированию на основе таксономических и метабо-
лических характеристик микробиома субгингивальных 
тканей системы биомаркеров, которая позволит решать 
вопросы о первичной или вторичной роли изменений 
микробиоты при различных патологических состояниях 
и намечать стратегии их лечения и предупреждения.
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