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Резюме. В сохранении иммунного гомеостаза кишечника важнейшая роль принадлежит имму-
норегуляторным свойствам микробиоты, которая, взаимодействуя с образраспознающими рецепто-
рами, активирует внутриклеточные сигнальные системы, экспрессию цитокинов, продукцию про-
тективных факторов и ограничивает воспалительные реакции в кишечнике. Итог взаимодействий 
микробиоты и клеток хозяина (развитие воспалительного процесса или поддержание кишечного го-
меостаза) зависит от многих факторов, включая потенциальную способность кишечных комменсалов 
влиять на цитокиновую сеть организма человека. При нарушении количественных и качественных 
характеристик микробиоты (дисбиоз) цитокиновый баланс, формируемый за счет влияния кишечных 
микросимбионтов и их метаболитов на иммунные и эпителиальные клетки кишечника, может изме-
няться, способствуя развитию различной патологии человека. Целью данного исследования явилась 
оценка иммунорегуляторных свойств эубиотических и дисбиотических кишечных микросимбионтов 
человека по влиянию их бесклеточных супернатантов на продукцию цитокинов в системе in vitro. Ис-
следование было проведено на 49 эубиотических и 77 дисбиотических штаммах микроорганизмов, 
выделенных от условно здоровых пациентов, обследуемых на дисбиоз толстого кишечника. Для оцен-
ки иммунорегуляторных свойств кишечных микросимбионтов изучено влияние бесклеточных супер-
натантов исследуемых культур бактерий и грибов на продукцию про- (IFNγ, TNFα, IL-17, IL-8, IL-6) 
и противовоспалительных (IL-10, IL-1ra) цитокинов, секретируемых мононуклеарными клетками 
периферической крови здоровых людей. Микробиоту кишечника исследовали бактериологичеким 
методом. Идентификацию выделенных микробных культур проводили с помощью MALDI TOF MS 
серии Microflex LT (Bruker Daltoniсs, Германия). Уровень цитокинов определяли иммуноферментным 
методом с использованием коммерческих тест-систем («Цитокин», Россия). Статистический ана-
лиз включал: дискриминантный анализ, классификационное дерево решений и метод картирования 
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равнодействующих. Применение многомерного статистического анализа позволило определить круг 
наиболее информативных показателей (среди цитокинов и микробных культур, изменяющих их про-
дукцию) для оценки состояния гомеостаза при эу- и дисбиозе кишечника. Установлено, что суперна-
танты эубиотических культур кишечных симбионтов характеризовались выраженной способностью 
ингибировать уровень провоспалительных цитокинов: IFNγ, IL-8 и стимулировать секрецию проти-
вовоспалительного цитокина (IL-10), а дисбиотические культуры – преимущественно индуцировали 
провоспалительные цитокины IL-17, IFNγ, TNFα. В сохранение равномерного баланса между про- и 
противовоспалительными цитокинами при эубиозе вносили значимый вклад как ассоциации микро-
симбионтов (по мере убывания уровня факторных нагрузок: Bacteroides spp. > E. coli > Lactobacillus 
spp.), так и монокультуры (Bifidobacterium spp. и Lactobacillus spp.), через индукцию IL-10. При дисбио-
зе кишечника увеличивалось количество ассоциаций микросимбионтов, индуцирующих секрецию 
провоспалительных цитокинов. Провоспалительный профиль дисбиотических культур формиро-
вался через влияние на продукцию IFNγ (по мере убывания уровня факторных нагрузок) ассоциа-
ций Bifidobacterium spp. > Enterococcus spp. > E. coli > Lactobacillus spp., а также ассоциации S. aureus > 
Candida spp. На секрецию IL-17 влияли монокультура Clostridium spp. и ассоциация C. acnes > S. aureus > 
Klebsiella spp., на TNFα – монокультуры бифидобактерий и эшерихий. Таким образом, при эубиозе 
нормобиота поддерживает равномерный баланс про- и противовоспалительных цитокинов, а при 
дисбиозе кишечника может происходить смещение баланса цитокинов в сторону провоспалительных 
за счет усиления уровня их секреции, расширения спектра данной группы цитокинов и увеличения 
количества моно- и ассоциаций микробных культур, влияющих на их продукцию. 

Ключевые слова: кишечные микросимбионты, провоспалительные цитокины, противовоспалительные цитокины, эубиоз, 
дисбиоз, методы многомерной статистики
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THE CYTOKINE PRODUCTION 
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Abstract. The most important role in homeostasis of intestinal immune belongs to the immunoregulatory 
properties of the microbiota which activates intracellular signaling systems, cytokine expression, production of 
protective factors and limits inflammatory reactions in the intestine by interacting with the pattern recognition 
receptors. The outcome of interactions between the microbiota and host cells (development of an inflammatory 
process or maintenance of intestinal homeostasis) depends on many factors, including a potential ability of 
intestinal commensals to influence the cytokine network in human body. Due to disturbances of quantitative 
and qualitative microbiota profile (dysbiosis), the cytokine balance may be changed by the influence of 
intestinal microsymbionts and their metabolites on immune and epithelial cells of intestines, thus contributing 
to the development of various human disorders. The aim of this study was to evaluate the immunoregulatory 
properties of eubiotic and dysbiotic human intestinal microsymbionts by assessing the effects of their cell-free 
supernatants on cytokine production in the in vitro system. The study was conducted on 49 eubiotic and 77 
dysbiotic strains of microorganisms isolated from conditionally healthy patients examined for colon dysbiosis. 
To assess immunoregulatory properties of intestinal microsymbionts, we studied the effects of cell-free 
supernatants from bacterial and fungal cultures up on production of proinflammatory (IFNγ, TNFα, IL- 17, 
IL-8, IL-6) and anti-inflammatory (IL-10, IL-1ra) cytokines secreted by mononuclear cells isolated from 
peripheral blood of healthy persons. The intestinal microbiota was determined by bacteriological methods. 
Identification of isolated microbial cultures was performed using MALDI TOF MS Microflex LT series (Bruker 
Daltonics, Germany). The level of cytokines was determined by enzyme immunoassay using commercial test 
systems (“Cytokine”, Russia). Statistical evaluation included discriminant analysis, classification decision tree 
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and resultant mapping method. The multivariate statistical analysis enabled us to determine the range of the 
most informative indexes among cytokines and microbial cultures that changing their production in order to 
assess the state of homeostasis in eubiosis and intestinal dysbiosis. It was found that the supernatants of eubiotic 
cultures of intestinal symbionts exhibited a pronounced ability to inhibit the level of pro-inflammatory cytokines 
(IFNγ, IL-8) and to stimulate the secretion of anti-inflammatory cytokine (IL-10), whereas the dysbiotic 
cultures predominantly induced pro-inflammatory cytokines (IL-17, IFNγ, TNFα). In maintaining a uniform 
balance between pro- and anti-inflammatory cytokines during eubiosis, both associations of microsymbionts 
(in descending order of factor loads): Bacteroides spp. > E. coli > Lactobacillus spp.), and monocultures 
(Bifidobacterium spp. and Lactobacillus spp.) made a significant contribution via IL-10 induction. In cases of 
intestinal dysbiosis, we found an increased number of associations between microsymbionts inducing secretion 
of pro-inflammatory cytokines was. The pro-inflammatory profile of dysbiotic cultures was determined by the 
influence on IFNγ production (ranged in descending order of factor loads) of Bifidobacterium spp. > Enterococcus 
spp. > E. coli > Lactobacillus spp. associations, as well as S. aureus > Candida spp associations. The secretion 
of IL-17 was influenced by the monoculture of Clostridium spp., and by association C. acnes > S. aureus > 
Klebsiella spp. Monocultures of Bifidobacteria and Escherichia exerted effects upon TNFα production. Thus, 
during eubiotic state, the normobiota maintains a uniform balance of pro- and anti-inflammatory cytokines, 
and, in presence of intestinal dysbiosis, a shift in the balance of cytokines towards pro-inflammatory ones 
may occur due to increased levels of their secretion, an expanded spectrum of cytokines from this group, and 
increased number of single bacteria and associations of microbial cultures affecting their production.

Keywords: intestinal microsymbionts, pro-inflammatory cytokines, anti-inflammatory cytokines, eubiosis, dysbiosis, multivariate 
statistical analysis

Введение
Введение термина «микробиом» позволило 

Дж. Ледербергу «раздвинуть» привычные рам-
ки микробиоты, а организм хозяина определить 
как «суперорганизм» со всем микробным со-
обществом, где симбиотические связи оказы-
вают влияние, как на физиологию «хозяина», 
так и определяют перестройки микробиоты [2, 
31]. Рассмотрение инфекции в качестве модели 
ассоциативного симбиоза позволило использо-
вать биологический потенциал микробиоты для 
решения вопросов о механизмах взаимодействия 
прокариот и эукариот [3]. Современные техно-
логии секвенирования способствовали расши-
рению исследований, связанных с микробиомом 
кишечника, и показали, что микробиота уча-
ствует в регулировании многих физиологических 
систем хозяина [39, 48]. Микробиота устанав-
ливает симбиотические перекрестные связи со 
своим хозяином, продуцирует белки и метабо-
литы, модулирующие ключевые функции хозя-
ина, включая переработку питательных веществ, 
поддержание энергетического гомеостаза и раз-
витие иммунной системы [29, 36]. Вместе с тем 
кишечник является не только местом обитания 
многочисленных микроорганизмов, но и самым 
большим иммунологическим органом с разноо-
бразным представительством иммунных клеток, 
организованных в структурные и изолированные 
лимфоидные фолликулы. Основой симбиотиче-
ских взаимоотношений является акцептивный 
иммунитет, который в физиологических услови-
ях на слизистых оболочках обеспечивает состо-

яние толерантности к представителям индиген-
ной микробиоты, что является необходимым для 
формирования кишечного гомеостаза [8, 23]. 

Известно, что во взаимодействии хозяин-ми-
кробиота задействованы метаболиты, клеточные 
рецепторы и молекулы с антибактериальной и 
противовоспалительной активностью, включая 
цитокины, которые способны модулировать эпи-
генетический и иммунный ответ. При эубиозе 
вместе с эпителиальными и иммунными клет-
ками эти сигнальные молекулы образуют сеть, 
необходимую для гомеостаза кишечника и про-
тивоинфекционной защиты. С другой стороны, 
при дисбиозе эти защитные механизмы наруша-
ются. Любые количественные или функциональ-
ные изменения кишечной микробиоты (дисбиоз) 
изменяют иммунный ответ, дестабилизируют 
гомеостаз кишечника, опосредуя транслокацию 
микробов и развитие инфекции (роль дисбиоза 
кишечника как «троянского коня») [28].

Цитокины, как медиаторы межклеточной 
«коммуникации», обеспечивают регуляцию 
иммунных реакций и скоординированное вза-
имодействие клеток иммунной системы [11]. 
Взаимодействие лигандов микроорганизмов с 
образраспознающими рецепторами ведет к акти-
вации внутриклеточных сигнальных систем, экс-
прессии цитокинов и продукции протективных 
факторов [18]. Итог таких взаимодействий зави-
сит от многих факторов, включая потенциальную 
способность кишечных комменсалов влиять на 
цитокиновую сеть организма человека. Исследо-
вание взаимодействия кишечных микросимби-
онтов и цитокиновой сети человека представля-
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ется важным, поскольку известна роль цитокинов 
и дисбиоза в формировании различной патоло-
гии: воспалительные заболевания кишечника, 
метаболические нарушения, аутоиммунные за-
болевания, онкология и др. [7, 9, 13, 25]. Вместе 
с тем отсутствуют комплексные исследования 
иммунорегуляторных свойств микросимбионтов 
при различных состояниях микросимбиоценоза 
(эубиоз/дисбиоз) кишечника человека, участие 
основных представителей дистального отдела ки-
шечника в продукции различных функциональ-
ных групп цитокинов. 

Указанные моменты и предопределили на-
правленность наших исследований, которые 
могли бы способствовать лучшему пониманию 
роли микробиоты в поддержании иммунного го-
меостаза кишечника, а также изысканию новых 
подходов для дальнейшей работы по отбору эф-
фективных пробиотиков мишень-направленного 
действия. 

Цель исследования – дать сравнительную 
оценку иммунорегуляторных свойств эубиотиче-
ских и дисбиотических кишечных микросимби-
онтов человека по влиянию их супернатантов на 
продукцию цитокинов в системе in vitro.

Материалы и методы
Штаммы микроорганизмов
Материалом для исследования послужили 126 

фекальных штаммов (49 эубиотических и 77 дис-
биотических культур) облигатно-анаэробных и 
факультативно-анаэробных микроорганизмов, 
включая культуры Bifidobacterium spp. (longum, 
bifidum, breve adolescentis, catenulatum); Lactobacillus 
spp. (fermentum, plantarum, acidophilus, rhamnosus, 
ruminis, paracasei, casei); Bacteroides spp. (fragilis, 
ovatus, vulgatus); Cutibacterium acnes, Clostridium 
spp. (difficile, novyi); представителей семейства 
Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiellae spp. 
(pneumoniae, oxytoca), Pseudomonas aeruginosa, 
Enterobacter spp. (aerogenes и cloaceae), Citrobacter 
freundii, Proteus mirabilis); Staphylococcus spp. 
(aureus, warneri, xylosus, epidermalis и saprophyticus); 
Enterococcus faecium и Candida albicans.

Микробиоту кишечника исследовали в соот-
ветствии с приказом Минздрава РФ № 231 (от 
9.06.2003) «Об утверждении отраслевого стан-
дарта «Протокол ведения больных. Дисбактериоз 
кишечника». Штаммы были выделены от услов-
но здоровых пациентов в возрасте от 18 до 45 лет 
при обследовании на дисбиоз толстого кишечни-
ка человека. В результате у 20 пациентов был вы-
явлен эубиоз и у 45 пациентов – дисбиоз кишеч-
ника I-III степени.

Идентификацию облигатно-анаэробных и 
факультативно-анаэробных бактерий и грибов 
проводили с помощью времяпролетной масс-

спектрометрии MALDI TOF MS серии Microflex 
LT (Bruker Daltoniсs, Германия), программное 
обеспечение Maldi BioTyper 3,0. Положитель-
ная идентификация на уровне рода соответство-
вала значению Score ≥ 1,7 и на уровне вида – 
Score = 2,0 или выше. 

Для исследования влияния метаболитов ми-
кроорганизмов на секрецию цитокинов в услови-
ях in vitro использовали супернатанты бактериаль-
ных культур и грибов. Супернатанты получали из 
24-48-часовой бульонной культуры в результате 
двукратного центрифугирования (3200 об/мин) 
с последующей фильтрацией (мембранные филь-
тры с диаметром пор 0,22 мкм, Millipore, США). 
Контроль стерильности супернатантов осущест-
вляли высевом на питательные среды после пред-
варительной их заморозки при -20 °С.

Выделение мононуклеаров из периферической 
крови человека 

Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли 
в стерильных условиях из гепаринизированной 
крови, взятой стандартным методом из локтевой 
вены в вакуумные пробирки (BD VacutainerTM, 
Greiner-bio-one, Австрия) у 13 условно здоровых 
доноров обоего пола (средний возраст – 24,0±0,6 
года). Выделение МНК проводили посредством 
центрифугирования (400 g) на градиенте плот-
ности фиколл-верографин (Pharmacia, Швеция) 
плотностью 1,077 г/см3. Число жизнеспособных 
клеток учитывали с помощью камеры Горяева 
после окраски 0,1% раствором трипанового си-
него. Готовую взвесь клеток МНК доводили до 
концентрации 1 × 106/мл в культуральной среде и 
использовали для соинкубирования с бесклеточ-
ными супернатантами микроорганизмов.

Соинкубирование мононуклеаров с супернатан-
тами исследуемых культур микросимбионтов

 Сокультивирование взвеси МНК с суперна-
тантами исследуемых микроорганизмов прово-
дили в 96-луночных полистероловых планше-
тах в соотношении 1:4 (опыт) в культуральной 
среде, содержащей RPMI («ПанЭко», Россия), 
10% инактивированную эмбриональную теля-
чью сыворотку (Sigma-Aldrich, США), 0,01% 
L-глутамин и 80 мкг/мл гентамицина. Пробы ин-
кубировали 24 часа во влажной атмосфере с 5% 
CO2 (в СО2 инкубаторе) при 37 °С. Исследование 
каждой клеточной культуры проводили в трех 
дублях. Контролем служили пробы: 1. контроль 
МНК в культуральной среде; 2. контроль МНК 
с добавлением питательной среды (бульон Шад-
лера, HiMedia, Индия), используемой для полу-
чения бульонной культуры исследуемых культур 
бактерий и грибов. По окончании срока инкуба-
ции культуральную жидкость собирали и замора-
живали (-20 °С) для последующего определения 
концентрации цитокинов. 
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Исследование содержания цитокинов в культу-
ральной жидкости 

Уровни про- (IFNγ, TNFα, IL-17, IL-8, IL-6) 
и противовоспалительных (IL-10, IL-1ra) ци-
токинов в клеточных супернатантах определя-
ли иммуноферментным методом на фотометре 
Multiskan (Labsystems, Финляндия) с использо-
ванием соответствующих коммерческих тест-
систем («Цитокин», Россия). Результат влияния 
бесклеточных супернатантов кишечных микро-
симбионтов на секрецию цитокинов МНК оце-
нивали по изменению концентрации цитокинов 
в культуральной среде по сравнению с контроль-
ными пробами.

Статистический анализ
Результаты проведенных исследований об-

работаны методами вариационной статистики с 
использованием пакета прикладных программ 
Microsoft Excel и STATISTICA 10.0. Вычислялась 
средняя арифметическая величина (М) и стан-
дартная ошибка средней арифметической (m). 
Для проверки нормальности распределения ис-
пользован W-критерий Шапиро–Уилка. В случае 
распределения, приближенного к нормальному, 
использовали критерий Стьюдента, в осталь-
ных – применяли U-критерий Манна–Уитни 
для оценки значимости различий. Различия меж-
ду выборками считались значимыми при уровне 
p < 0,05. Также были использованы дискрими-
нантный анализ, метод дерева решений и метод 
картирования равнодействующих [40].

Результаты
 Анализ влияния супернатантов кишечных ми-

кросимбионтов на секрецию цитокинов перифе-
рическими мононуклеарами показал, что боль-
шинство (82,1±3,6%) штаммов Bifidobacterium 
spp. ингибировали провоспалительный цито-
кин TNFα. Супернатанты исследуемых услов-
но-патогенных кишечных микросимбионтов 
проявляли примерно в равной степени как ин-
гибирующий, так и стимулирующий эффект. Ис-
ключение составили штаммы Enterococcus spp. и 
Pseudomonas spp., супернатанты которых во всех 
исследуемых случаях стимулировали продукцию 
данного цитокина (рис. 1А). 

Уровень TNFα в среде культивирования мо-
нонуклеаров периферической крови человека в 
контроле составлял 37,12±2,15 пг/мл. В опытных 
пробах уровень его составил для Bifidobacterium 
spp. и Lactobacillus spp. 19,2±8,5 пг/ мл и 
51,4±23,5 пг/мл (p < 0,05 по сравнению кон-
тролем); для Bacterоides spp. и Clostridium spp. – 
56,2±36,6 и 137,6±84,1 пг/мл (p < 0,05); для гра-
мотрицательных условно-патогенных бактерий 
(УПБ) – 174,2±71,7 пг/мл (p < 0,05); для грампо-
ложительных УПБ – 157,2±73,2 пг/мл (p < 0,05), 

для грибов рода Candida – 81,2±47,3 пг/мл 
(p < 0,05).

Оценка влияния супернатантов исследуемых 
культур на продукцию провоспалительного ци-
токина IFNγ лимфоцитами показала, что боль-
шинство штаммов (до 85,0±3,1%) стимулировали 
продукцию данного цитокина, а энтерококки и 
псевдомонады стимулировали во всех исследу-
емых случаях. Подавляли секрецию цитокина 
IFNγ супернатанты культур бифидобактерий 
(20,0±2,8%), кутибактерий (35,0±3,1%), лакто-
бактерий (42,0±2,3%), клебсиелл (40,0±2,7%), 
золотистого стафилококка (50,0±2,9%) и кло-
стридий (72,7±3,1%) (рис. 1Б).

Содержание цитокина IFNγ в среде культи-
вирования лимфоцитов в контроле составляло 
18,1±1,2 пг/мл. В опытных пробах уровень его со-
ставил для Bifidobacterium spp. и Lactobacillus spp. 
51,3±10,2 пг/мл и 63,4±18,9 пг/мл, (p < 0,05); для 
Bacterоides spp. и Clostridium spp. – 86,3±30,1 пг/ мл 
и 41,3±8,2 пг/мл (p < 0,05); для грамотрицатель-
ных УПБ – 131,4±36,5 пг/мл, (p < 0,05); для грам-
положительных УПБ – 66,3±15,7 пг/мл (p < 0,05); 
для грибов рода Candida – (77,3±15,2 пг/мл, 
p < 0,05).

В отношении IL-6 у супернатантов всех ис-
следуемых культур проявлялся примерно в 
равной степени как ингибирующий, так и ин-
дифферентный эффект, вместе с тем около 
20% исследуемых штаммов Bifidobacterium spp. 
стимулировали секрецию лимфоцитами этого 
цитокина. Уровень IL-6 в контроле составлял 
514,1±20,2 пг/ мл. В опытных пробах уровень его 
составил для Bifidobacterium spp. и Lactobacillus 
spp. 386,3±38,2 пг/мл и 336,3±28,9 пг/мл 
(p < 0,05); для Bacterоides spp. и Clostridium spp. – 
456,1±29,2 пг/ мл и 406,1±27,2 пг/мл (p < 0,05); 
для грамотрицательных УПБ – 461,7±25,7 пг/ мл 
(р ≥ 0,05); для грамположительных УПБ – 
449,2±31,2 пг/мл (p < 0,05); для грибов рода 
Candida – 412,5±28,7 пг/мл (p < 0,05).

Оценка продукции хемокина IL-8 лимфоци-
тами в присутствии супернатантов кишечных 
микросимбионтов показала, что большинство 
культур (40-100%) оказывали стимулирующий 
эффект в отношении данного цитокина. Среди 
изученных штаммов только 23-25% культур би-
фидобактерий и лактобактерий подавляли секре-
цию IL-8, а остальные культуры либо не влияли 
на секрецию цитокина, либо ингибирующий эф-
фект наблюдался в единичных случаях. В контро-
ле содержание IL-8 составляло 615,3±25,0 пг/ мл. 
В опытных пробах уровень его составил для 
Bifidobacterium spp. 626,8±113,1 пг/ мл (р ≥ 0,05); 
для Bacterоides spp. – 766,8±68,7 пг/ мл (p < 0,05); 
для грамотрицательных УПБ – 935,1±147,4 пг/ мл 
(p < 0,05); для грамположительных УПБ – 
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833,8±78,5 пг/мл (p < 0,05); для грибов рода 
Candida – 723,8±84,9 пг/мл (p < 0,05).

Анализ влияния супернатантов кишечных ми-
кросимбионтов на продукцию IL-17 лимфоци-
тами показал, что для большинства культур был 
характерен разнонаправленный эффект, кроме 
супернатантов бифидобактерий, лактобактерий 
и бактероидов, оказывающих в 97-100% случа-
ев подавляющий эффект в отношении данного 
цитокина. Среди изученных штаммов 19-79% 
культур клостридий, кутибактерий, энтеробак-
терий, стафилококков и дрожжевых грибов про-
являли стимулирующее влияние в отношении 
IL-17. В контроле значение IL-17 составляло 
140,3±3,3 пг/мл. В опытных пробах уровень его 
составил для Bifidobacterium spp. и Lactobacillus spp. 
59,4±29,1 пг/мл и 76,1±14,5 пг/мл (p < 0,05); для 
Bacterоides spp. и Clostridium spp. – 81,2±12,4 пг/ мл 
и 166,1±35,6 пг/мл (p < 0,05); для грамотрицатель-
ных УПБ – 170,1±21,4 пг/ мл (p < 0,05); для грампо-
ложительных УПБ – 153,6±24,1 пг/мл (p < 0,05); 

для грибов рода Candida – 152,5±17,1 пг/ мл 
(p < 0,05).

В отношении противовоспалительного ци-
токина IL-10 было установлено, что большин-
ство штаммов (18,0-100,0%) ингибировали се-
крецию данного цитокина. Стимулирующий 
эффект на продукцию IL-10 лимфоцитами вы-
являлся у 75,0±4,3% культур бифидобактерий, 
у 63,6±2,7% бактероидов, у 50,0±1,8% лакто-
бактерий, у 20,0±1,2% клебсиелл и у 33,0±1,5% 
эшерихий (рис. 2А). В контроле значения IL-10 
составляли 50,3±5,56 пг/мл. В опытных про-
бах уровень его составил для Bifidobacterium spp. 
и Lactobacillus spp. 63,5±20,9 пг/мл (p < 0,05) и 
61,1±17,9 пг/ мл (р ≥ 0,05); для Bacterоides spp. 
и Clostridium spp. – 52,4±17,9 пг/мл (р ≥ 0,05) и 
22,3±9,7 пг/мл (p < 0,05); для грамотрицательных 
УПБ – 21,1±3,2 пг/мл (p < 0,05); для грамполо-
жительных УПБ – 32,1±14,6 пг/мл (p < 0,05); для 
грибов рода Candida – 37,8±8,4 пг/мл (p < 0,05).

Рисунок 1. Частота встречаемости штаммов кишечных микросимбионтов с различным влиянием на продукцию 
провоспалительных цитокинов TNFαα (А), IFNγγ (Б) лимфоцитами (% от исследуемых штаммов)
Примечание.   – подавление продукции;   – отсутствие влияния;   – увеличение продукции.
Figure 1. Frequency of occurrence of intestinal microsymbiont strains with different effects on the production of proinflammatory 
cytokines TNFα (A), IFNγ (B) by lymphocytes (% of the studied strains)
Note. , decreased of production;  , no effect;  , increased of production.
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Изучение влияния супернатантов на продук-
цию другого противовоспалительного цитокина 
IL-1ra показало, что большинство исследуемых 
штаммов также снижали его продукцию (рис. 2Б). 
Вместе с тем 42,8±1,2% культур бифидобактерий 
и 20,0±0,05% лактобактерий стимулировали про-
дукцию данного цитокина лимфоцитами.

В среде культивирования контрольных проб зна-
чения IL-1ra составляли 321,3±2,4 пг/ мл. В опытных 
пробах уровень его составил для Bifidobacterium spp. 
и Lactobacillus spp. 454,7±190,1 пг/мл (p < 0,05) и 
389,5±107,9 пг/мл (р ≥ 0,05); для Bacterоides spp. и 
Clostridium spp. – 184,2±74,9 пг/ мл и 212,3±70,1 пг/ мл  
(p < 0,05); для грамотрицательных УПБ – 
177,4±75,2 пг/ мл (p < 0,05); для грамположитель-
ных УПБ – 190,2±78,6 пг/мл (p < 0,05); для гри-
бов рода Candida – 204,7±80,0 пг/мл (p < 0,05).

Опираясь на полученный фактический ма-
териал, был проведен комплексный анализ 
влияния супернатантов различных видов ми-
кросимбионтов на цитокиновый профиль мо-

нонуклеаров периферической крови человека. 
Для выявления наиболее значимых различий 
между видами кишечных микросимбионтов и 
состояния микросимбиоценоза (эу- и дисбиоз 
дистального отдела кишечника), оцениваемых 
по способности супернатантов бактерий и гри-
бов изменять секрецию цитокинов иммунными 
клетками, использовали методы многомерной 
математической статистики: дискриминантный 
анализ, метод картирования равнодействующих 
и дерево решений.

Построенная диаграмма значений ROOT1 
по данным дискриминантного анализа выяви-
ла существенное различие эу- и дисбиотических 
штаммов по цитокиновому профилю (рис.  3). 
Поскольку для каждого штамма существовало 
свое решение данного уравнения, график значе-
ний ROOT1 по всей выборке отражает главную 
тенденцию различия иммунорегуляторной ак-
тивности супернатантов микроорганизмов: для 
эубиотических штаммов значения ROOT1 ха-

Рисунок 2. Частота встречаемости штаммов кишечных микросимбионтов с различным влиянием на продукцию 
противовоспалительных цитокинов IL-10 (А) и IL-1ra (Б) лимфоцитами (% от исследуемых штаммов)
Примечание.   – подавление продукции;   – отсутствие влияния;  – увеличение продукции.
Figure 2. Frequency of occurrence of intestinal microsymbiont strains with different effects on the production of anti-inflammatory 
cytokines IL-10 (A) and IL-1ra (B) by lymphocytes (% of the studied strains)
Note. , decreased of production;  , no effect;  , increased of production.
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рактеризовались положительными значениями 
дискриминантного корня; для дисбиотических 
штаммов значения ROOT1 в большинстве слу-
чаев были ниже нулевых. Это сопровождалось 
значительным снижением значений TNFα и од-
новременно с этим происходит некоторый рост 
значений IL-1ra.

С использованием метода картирования рав-
нодействующих [40] по 7 цитокинам была по-
строена трехмерная диаграмма. Метод картиро-
вания наглядно представил разграничение эу- и 
дисбиотических культур по комплексу из 7 цито-
кинов, но оно не было стопроцентным для всех 
штаммов. Наблюдалось около 3 исключений из 
этого правила (т. е. четкое разграничение эу- и 
дисбиотических изолятов) для отдельных штам-
мов бифидобактерий, бактероидов и кутибакте-
рий (рис. 4).

Дерево решений было построено по данным 
содержания исследуемых цитокинов (ед.) в куль-
туральной среде (по отношению к контролю, т. е. 
уровню цитокинов в культуральной среде мнону-
клеаров без супернатантов микробных культур) 
при добавлении супернатантов различных видов 
микроорганизмов для разработки индуктивных 
правил распознавания особенностей иммуноре-
гуляторного влияния культур в зависимости от 
источника выделения (эубиоз/дисбиоз). Правила 
генерируются при обобщении множества отдель-
ных наблюдений, описывающих предметную об-
ласть, представленную клинической выборкой. 
Форма решения представляется древовидной 

иерархией, построенной путем статистическо-
го распознавания групп микроорганизмов через 
набор информативных показателей. Они вычис-
ляются независимо от определенных ранее при 
дискриминантном анализе, что позволяет срав-
нить результаты обоих методов.

Интерпретация диаграммы дерева решений 
исследуемых микроорганизмов, выделенных при 
эубиозе, состояла в описании природы и компо-
нентных связей каждого уровня возникшей дре-
вовидной структуры. Дерево было представлено 
3 уровнями, которые распадались на ветви, про-
должающие делиться, и 4 листьев, которые уже 
делению не подвержены.

Вклад каждого признака (содержание цито-
кинов в среде культивирования) в распознавание 
источника выделения культур микроорганизмов, 
необходимых дереву решений, уровень фактор-
ных нагрузок цитокинов позволили сформиро-
вать рейтинг информативных признаков, харак-
терных для эубиотических штаммов кишечных 
микросимбионтов, представленный на рисун-
ке 5.

Данные, представленные на рисунке 5А, де-
монстрируют сходство результатов нашей интер-
претации дискриминантного анализа и дерева 
решений. Главная роль в обоих случаях принадле-
жала одним и тем же признакам, которые имели 
отрицательные факторные нагрузки. Значимыми 
для культур, выделенных при эубиозе, оказались 
признаки, характеризующие способность супер-

Рисунок 3. Диаграмма распределения штаммов по цитокиновому профилю с учетом состояния 
микросимбиоценоза толстого кишечника человека
Примечание. bfd – Bifidobacterium spp.; lct – Lactobacillus spp.; bctr – Bacteroides spp.; pbact – С. acnes; clst – Clostridium spp.; 
entrc – Enterococcus spp.; esch – E. coli; kbs – Klebsiella spp.; psdm – P. aeruginosa; stp – S. aureus; cnd – C. albicans. 
Figure 3. Diagram of the distribution of strains by cytokine profile, taking into account the state of microsymbiocenosis of the human 
colon
Note. bfd, Bifidobacterium spp.; lct, Lactobacillus spp.; bctr, Bacteroides spp.; pbact, C. acnes; clst, Clostridium spp.; entrc, Enterococcus spp.; 
esch, E. coli; kbs, Klebsiella spp.; psdm, P. aeruginosa; stp, S. aureus; cnd, C. albicans.
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Рисунок 4. Распределение штаммов по комплексу из 7 
цитокинов. Метод картирования равнодействующих
Примечание. См примечание к рисунку 3.    – эубиоз;  

 – дисбиоз. 
Figure 4. Distribution of strains by a complex of 7 cytokines. 
Method of mapping resultants
Note. As for Figure 3.   ,  eubiosis;  , dysbiosis. 

Рисунок 5. Рейтинг информативных признаков 
формирования дерева решений: А – при эубиозе; Б – 
при дисбиозе
Figure 5. Rating of informative signs of decision tree formation: 
A, in case of eubiosis B, in case of dysbiosis

натантов влиять на уровень IFNγ и IL-8, а также 
IL-10. 

Интерпретация диаграммы дерева решений 
исследуемых микроорганизмов, выделенных при 
дисбиозе толстого кишечника человека, состоя-
щая в описании природы и компонентных связей 
каждого уровня возникшей древовидной структу-
ры, установила, что дерево состояло из 7 уровней, 
которые распадались на ветви, продолжающие 
делиться, и 8 листьев, которые уже не делились. 
На рисунке 5Б представлено участие микросим-
бионтов, выделенных при дисбиозе кишечника, 
в формировании цитокинового профиля моно-
нуклеаров по данным метода дерева решений.

Уровень факторных нагрузок цитокинов по-
зволил сформировать рейтинг информативных 
признаков, характерных для дисбиотических 
штаммов кишечных микросимбионтов. Значи-
мыми информативными признаками для куль-
тур, выделенных при дисбиозе, оказались IL-17, 
IFNγ и TNFα, характеризующие выраженное 
влияние супернатантов исследуемых культур на 
секрецию указанных провоспалительных цито-
кинов. 

Результаты анализа количественных и каче-
ственных взаимозависимостей родового состава 
и исследуемого набора признаков (продукция 
цитокинов) на основании примененного в рабо-
те метода «дерево решений», позволили решить 
вопрос о специфичном вкладе не только отдель-
ных кишечных микросимбионтов, но и их ассо-
циаций в формирование цитокинового профиля 
кишечного биотопа и представлены схематично 
на рисунке 6. Интерпретация диаграммы дерева 
решений посредством описания природы и ком-
понентных связей каждого уровня возникшей 
древовидной структуры позволила установить, 
что при эубиозе создается равномерный баланс 
между про- и противовоспалительными цито-
кинами (рис. 6). Значимый вклад в продукцию 
противовоспалительного цитокина IL-10 вноси-
ли как ассоциация микроорганизмов (Bacteroides 
spp. > E. coli > Lactobacillus spp.), так и отдель-
ные изоляты Bifidobacterium spp. и Lactobacillus 
spp. Информативным признаком оказался IL- 8, 
на секрецию которого влияла как ассоциация 
C. acnes > Clostridium spp. > Enterococcus spp., так 
и отдельные культуры (Bifidobacterium spp. и 
E. coli). Влияние на продукцию IFNγ оказыва-
ли все исследуемые микроорганизмы (преиму-
щественно Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp, 
Clostridium spp. и Enterococcus spp.), за исключени-
ем Bacteroides spp. и C. acnes.

При дисбиозе толстого кишечника по дан-
ным диаграммы дерева решений увеличивалось 
количество ассоциаций микросимбионтов, вли-
яющих на секрецию провоспалительных цитоки-
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нов. Наиболее информативными оказались про-
воспалительные цитокины IFNγ, IL-17 и TNFα. 
На продукцию IFNγ влияли ассоциация (по 
мере убывания) Bifidobacterium spp. > Enterococcus 
spp. > E. coli > Lactobacillus spp., а также ассоци-
ация S. aureus > Candida spp. На секрецию IL-17 
влияли монокультура Clostridium spp. и ассоциа-
ция C. acnes > S. aureus > Klebsiella spp., TNFα – 
монокультуры бифидобактерий и эшерихий. 
Оба исследуемых противовоспалительных ци-
токина – IL-10 и IL-1ra при дисбиозе оказались 
значимыми. На секрецию IL-1ra влияла ассоци-
ация Bacteroides spp. > P. aeruginosa > Lactobacillus 
spp. В продукцию IL-10 значимый вклад вноси-
ли Clostridium spp. в монокультуре и ассоциация 
C. acnes > Klebsiella spp. 

Анализ полученных данных свидетельству-
ет, что результаты интерпретации дискрими-
нантного анализа и дерева решений дополняют 
друг друга. Применение методов многомерного 
статистического анализа позволило определить 
круг наиболее информативных факторов, уча-
ствующих в формировании кишечного гомео-
стаза человека в условиях эу- и дисбиоза. Зна-
чимую роль (рейтинг) в формирование эу- и 
дисбиоза вносила способность микросимбион-
тов влиять на секрецию противовоспалитель-
ных цитокинов IL- 10 и IL-1ra. При дисбиозе 
увеличивалось общее количество ассоциаций 

микросимбионтов, влияющих на секрецию 
провоспалительных цитокинов, и расширялось 
количество цитокинов этой функциональной 
группы (IL-17, IFNγ, TNFα) со значимым вкла-
дом в развитие дисбиоза.

Таким образом, применение методов много-
мерного статистического анализа (дискрими-
нантный анализ, метод картирования и дерево 
решений) показало, что при эубиозе создается 
равномерный баланс между про-и противовоспа-
лительными цитокинами. При дисбиозе толсто-
го кишечника превалирует провоспалительный 
профиль цитокинов за счет увеличения количе-
ства ассоциаций микросимбионтов, стимули-
рующих их секрецию. Полученные результаты 
дают основание полагать, что важным фактором 
поддержания кишечного гомеостаза в услови-
ях эубиоза является способность супернатантов 
кишечных микросимбионтов оказывать диффе-
ренцированное воздействие по направленности, 
спектру и выраженности (индукция/ингибиция/
отсутствие влияния) на продукцию цитокинов 
разных функциональных групп (про- и противо-
воспалительных цитокинов, хемокина). 

В условиях дисбиоза супернатанты микроор-
ганизмов чаще оказывали провоспалительный 
эффект, усиливая секрецию IL-17, TNFα и IFNγ 
иммунными клетками. Полученные результаты 
могут быть использованы для отбора и тестиро-

Рисунок 6. Схема формирования баланса цитокинов в присутствии супернатантов микросимбионтов при эубиозе 
и дисбиозе толстого кишечника человека 
Примечание. Условные обозначения:  – ассоциации микроорганизмов
Figure 6. Scheme of cytokine balance formation in the presence of micronatants of microsymbionts in eubiosis and dysbiosis  
of the human colon 
Note. Symbols:  , associations of microorganisms.
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вания клинических штаммов по влиянию их на 
цитокиновый профиль клеток хозяина для соз-
дания новых бактерийных препаратов таргетного 
действия.

Обсуждение
Структуры слизистых оболочек кишечника, 

выполняющие пограничные функции, и сим-
биотическая микрофлора, заселяющая эти сли-
зистые, филогенетически и онтогенетически 
являются функциональным единством и частью 
врожденной иммунной системы [14]. Взаимо-
действие кишечной микробиоты с хозяином осу-
ществляется во многом посредством постоянной 
перекрестной связи между иммунными, эптели-
альными клетками кишечника и микробиотой 
через сложную сеть цитокинов [15]. Исход таких 
взаимодействий во многом определяется каче-
ственно-количественным составом микробиоты, 
продуцирующей различные биологически актив-
ные молекулы и состоянием рецепторов хозяина, 
с которыми реализуются взаимодействия «ми-
кробиота-хозяин» [46]. Изменение микроэколо-
гического состояния биотопа дистального отдела 
толстого кишечника (дисбиоз) рассматривается в 
качестве одного из патогенетических звеньев при 
различной патологии человека, а разработка эф-
фективных профилактических средств на основе 
микроорганизмов является актуальным направ-
лением биотехнологии и медицины.

Недавние достижения в изучении взаимо-
действия между хозяином и микробиотой под-
тверждают ключевую роль микробных метабо-
литов в различных физиологических процессах, 
поскольку они служат посредниками в сложном 
«диалоге» между комменсальными бактериями, 
иммунными и эндокринными клетками хозя-
ина [29, 33]. Спектр продуцируемых кишечны-
ми симбионтами метаболитов в целом можно 
разделить на три основные группы: метаболи-
ты, образующиеся в результате микробной фер-
ментации/разложения пищевых компонентов, 
метаболиты, полученные от хозяина, которые 
подвергаются микробной модификации, и био-
синтез микробных метаболитов de novo [45]. Од-
ними из ключевых метаболитов в кишечнике 
являются короткоцепочечные жирные кислоты 
(КЦЖК), образующиеся в результате анаэроб-
ного микробного метаболизма [47]. Наиболее 
распространенные КЦЖК в кишечнике – про-
пионат, бутират и ацетат, осуществляющие «сиг-
налинг» через рецепторы, связанные с G-белком 
(GPCR), включая GPR43, GPR41 и GPR109A, 
которые экспрессируются как иммунными, так и 
эпителиальными клетками [17, 50]. Известно, что 
микросимбионты, обитающие в кишечнике, и их 
метаболиты способны индуцировать не только 

локальные, но и иммунные реакции в отдален-
ных местах (органах) посредством двух основ-
ных механизмов: через транслокацию кишечных 
микробов и/или их компонентов или метаболи-
тов в системный кровоток (прямой механизм) и 
благодаря локальной стимуляции эпителиаль-
ных, стромальных и иммунных клеток, сигналы 
от которых при участии цитокинов передаются в 
отдаленные органы (косвенный механизм) [34].

В нашей работе проведено сравнительное ис-
следование различных видов микросимбионтов, 
изолированных при эу- и дисбиозе кишечника, 
по спектру влияния их бесклеточных суперна-
тантов на секрецию цитокинов мононуклеара-
ми периферической крови человека. Согласно 
полученным данным, выявленное разнонаправ-
ленное влияние (индукция / ингибирование / от-
сутствие влияния) супернатантов бактерий и 
грибов на продукцию различных функциональ-
ных групп цитокинов мононуклеарами перифе-
рической крови человека является штаммо- и ви-
доспецифичным, как по частоте встречаемости, 
так и по уровню секреции цитокинов. Было уста-
новлено, что среди штаммов бифидо-, лактобак-
терий и бактероидов преобладали культуры, по-
давляющие продукцию цитокинов TNFα, IL- 6, 
IL-17 и, напротив, стимулирующие секрецию 
IL-10 и IL-1ra. Способность штаммов бифидо-
бактерий снижать экспрессию провоспалитель-
ных цитокинов TNFα, IL-1β, IL-6 и совместно 
с лактобактериями препятствовать развитию 
TNFα-индуцированной проницаемости кишеч-
ника, ограничивая повреждение монослоя, была 
показана на модели Caco-2 [27, 58]. Влияние на 
целостность и индуцированную проницаемость 
кишечного барьера авторы связывают с наличи-
ем у кисломолочных бактерий такого метаболи-
та, как ацетат, активирующего процесс укрепле-
ния целостности кишечного барьера. Ацетат и 
лактат, продуцируемый бифидобактериями после 
ферментации углеводов, далее могут быть пре-
образованы другими кишечными бактериями в 
бутират, обладающий противовоспалительными 
свойствами. Продукция данных метаболитов яв-
ляется одной из важных функций Bifidobacterium 
spp. [44]. Тем самым суммарные эффекты воз-
действия метаболитов нормобиоты на секрецию 
цитокинов иммунными клетками обеспечивают 
цитокиновый баланс, характеризующийся уме-
ренным уровнем провоспалительных цитокинов, 
контролируемым супрессивным воздействием 
IL-10, продуцируемого преимущественно попу-
ляцией Тreg-клеток [24, 51]. 

В работах ранее нами было показано, что уро-
вень и спектр КЦЖК бифидобактерий варьи-
ровал в зависимости от состояния микросим-
биоценоза [5]. Сравнительный анализ спектра 
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карбоновых кислот в супернатанте бифидобак-
терий при эу- и дисбиозе толстого кишечника 
человека показал снижение частоты встречаемо-
сти всех исследованных карбоновых кислот (С1-
С6) в супернатантах бифидобактерий при 2-3-й 
степени дисбиоза, за исключением уксусной и 
масляной кислот. При тяжелой степени дисбио-
за (3-я степень) в супернатантах бифидобактерий 
была снижена суммарная концентрация КЦЖК, 
включая уровень уксусной и пропионовой кис-
лот. 

В последние годы вопрос о механизмах, ле-
жащих в основе иммуномодулирующих свойств 
бифидобактерий, рассматривался на различных 
моделях [41, 57]. Установлено, что живые клетки 
B. longum subsp. longum GT15 при соинкубации с 
клетками THP-1 увеличивали экспрессию мРНК 
TNFα, IL-8 и IL-10 [1]. Такая избирательная спо-
собность индуцировать выработку цитокинов 
в сочетании со способностью распознавать со-
ответствующие цитокины позволяет предполо-
жить, что бифидобактерии могут быть вовлечены 
в регуляцию воспаления в кишечнике в качестве 
активного участника. В дополнение к этому было 
показано [21, 37, 38], что у автохтонных видов би-
фидобактерий выявлен белок FN3, кодируемый 
одним из генов, составляющих кластер PFNA, 
содержащий домены и мотивы цитокиновых ре-
цепторов, способных избирательно связывать 
TNFα. Как предполагают авторы, кластер PFNA 
может играть важную роль в распознавании би-
фидобактериями сигналов иммунной системы. 

На основе экспериментальных и литера-
турных данных в работе Бухарина О.В. и соавт. 
(2015) была представлена роль бифидобактерий 
в формировании иммунного гомеостаза кишеч-
ника человека. Было показано, что первичная 
дискриминация «чужеродного материала» бифи-
добактериями – инициальный этап последующе-
го «сигналинга» в регуляции иммунного гомео-
стаза хозяина [4]. Дальнейшие этапы регуляции 
осуществляются активацией дендритных клеток 
непосредственно бифидобактериями, их мета-
болитами с последующим влиянием на диффе-
ренцировку наивных CD4+T-лимфоцитов в сто-
рону регуляторных лимфоцитов и поддержанием 
оптимального цитокинового баланса кишечного 
биотопа человека.

О высокой иммунорегулирующей способно-
сти бифидобактерий свидетельствуют исследова-
ния Rabe H. (2020), в которых было установлено, 
что дети с высоким содержанием Bifidobacteriaceae 
или колонизированные Bifidobacterium spp. в ран-
нем младенчестве, имеют мононуклеарные клет-
ки с более высокой способностью продуцировать 
цитокины (IL-5, IL-6, IL-13, TNF и IL-1β) по-

сле ФГА-стимуляции в позднем детском возрас-
те [43]. Напротив, колонизация кишечника боль-
шим количеством Enterococcus spp., Clostridium 
spp. и S. aureus была связана с более низкой спо-
собностью к продукции цитокинов в возрасте 3 
лет. Характерно, что индукция секреции моно-
нуклеарами IFNγ не была связана с ранней коло-
низацией кишечника новорожденных бифидоф-
лорой. Следует отметить, что экзополисахариды, 
секретируемые молочнокислыми бактериями 
(бифидо- и лактобактерии), индуцируя синтез 
цитокинов, стимулируют фагоцитарную актив-
ность макрофагов и нейтрофилов [18, 20], усили-
вая тем самым колонизационную резистентность 
кишечного биотопа.

Анализ влияния супернатантов условно-па-
тогенных микроорганизмов (УПМ) показал, что 
для большинства из них характерна стимуляция 
секреции провоспалительных цитокинов TNFα, 
IL-8, IL-17 и супрессия – IL-10 и IL-1ra, что сви-
детельствует о преобладающем провоспалитель-
ном балансе у данных микроорганизмов. Вместе 
с тем у бактерий, изолированных при дисбиозе, 
высокая частота встречаемости и выраженный 
уровень индуцируемых противовоспалительных 
цитокинов были характерны для штаммов клеб-
сиелл, кишечной палочки, бактероидов. Другими 
авторами было установлено, что способностью 
повышать экспрессию противовоспалительного 
цитокина TGF-β1 обладали преимущественно 
бутират продуцирующие комменсальные штам-
мы клостридий через экспансию Treg-клеток в 
кишечнике [35]. Так как в нашей работе для оцен-
ки иммунорегуляторных свойств кишечных ком-
менсалов использовались бесклеточные супер-
натанты, можно предположить, что продукция 
цитокинов мононуклеарами после прямого кон-
такта с супернатантами УПМ может быть опос-
редована не только карбоновыми кислотами, но 
и рядом других биологически активных моле-
кул. Так, на секрецию цитокинов и активацию 
иммунных клеток могут оказывать воздействие 
лиамины микробного происхождения; индол и 
его производные, продуцируемые бактериями с 
триптофаназой, такими, как кишечная палочка 
и лактобациллы; сидерофоры клебсиелл, инду-
цирующие IL-6 и хемокины; ацил-гомосерино-
вые лактоны (3-оксо-C12:2-HSL Pseudomonas 
aeruginosa), влияющие на секрецию как про-, так 
и провоспалительных цитокинов различными 
иммунными и эпителиальными клетками [6, 19, 
22, 26, 53]. Супернатанты микроорганизмов мо-
гут также содержать и внеклеточный АТФ, вы-
свобождаемый бактериями и грибами, такими 
как E. coli, Enterococcus spp. и многими другими, 
включая и грибы рода Candida. Внеклеточный 
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микробный АТФ, действуя как сигнальная мо-
лекула, опосредует взаимодействие с клетками 
хозяина, может влиять на активность иммунных 
клеток и секрецию цитокинов [49]. 

Умеренно повышенное содержание провоспа-
лительных цитокинов является необходимым для 
контроля инфекции, в этом проявляется пози-
тивный эффект выявленного разнообразия сти-
мулирующего влияния комменсалов на секре-
цию ранних цитокинов – TNFα и IL-8. Однако 
следует учитывать, что при избыточной продук-
ции такое воздействие комменсалов может при-
вести к повреждению тканей, структурными эле-
ментами которых являются клетки-продуценты 
цитокинов [10, 54]. Необходимо учитывать, что 
гетерогенность иммуномодулирующих свойств 
микросимбионтов во многом опосредована раз-
личными сигнальными путями активации генов 
цитокинов в иммунных и эпителиальных клетках 
кишечника [1, 16, 32, 52, 55, 56]. 

Обсуждение полученных данных по сравни-
тельной оценке иммунорегуляторных свойств 
кишечных микросимбионтов при эу- и дисбио-
зе толстого кишечника представляет извест-
ные трудности, связанные с большим спектром 
членов микробных консорциумов в кишечном 
микросимбиоценозе, а также штаммовой спец-
ифичностью биологических свойств, метаболи-
ческого профиля, секретируемых биологически 
активных молекул (КЦЖК, участков ДНК, ко-
ротких пептидов экзополисахаридов) и других 
потенциально иммуномодулирующих молекул. 
Учитывая вышесказанное, для выявления наибо-
лее значимых различий между видами кишечных 
микросимбионтов и источника их выделения (эу- 
и дисбиоз), оцениваемых по способности супер-
натантов штаммов бактерий и грибов изменять 
секрецию цитокинов иммунными клетками, мы 
использовали методы многомерной математи-
ческой статистики: дискриминантный анализ, 
метод картирования и дерево решений. Оцени-
вая в целом полученные материалы, следует от-
метить, что при анализе методами многомерной 
статистики исследуемых признаков удалось кон-
кретизировать круг наиболее информативных 
показателей для оценки иммунорегуляторной 
активности кишечных симбионтов в различных 
микроэкологических состояниях (эу- и дисбиоз). 

Рейтинг информативных признаков форми-
рования дерева решений по уровню факторных 
нагрузок при эубиозе/дисбиозе показал, что 
значимой для культур эубиотических кишечных 
симбионтов оказалась способность супернатан-
тов влиять на уровень провоспалительных ци-
токинов IFNγ, IL-8 и противовоспалительного 
цитокина IL-10, а для дисбиотических культур – 

преимущественно на цитокины провоспалитель-
ного профиля – IL-17, IFNγ, TNFα. В сохранение 
равномерного баланса между про- и противовос-
палительными цитокинами при эубиозе вноси-
ли значимый вклад ассоциации бактероидов, 
кишечной палочки, лактобацилл, а также моно-
культуры бифидо- и лактобактерий, стимули-
рующих секрецию IL-10. Провоспалительный 
профиль дисбиотических культур формировал-
ся через влияние на продукцию IFNγ ассоциа-
циями, представленными бифидобактериями, 
энтерококками, кишечной палочкой, лактобак-
териями, а также золотистым стафилококком 
совместно с грибами рода Candida. На секрецию 
IL-17 влияли монокультура клостридий и ассо-
циация кутибактерий, золотистого стафилокок-
ка, клебсиелл, на TNFα – монокультуры бифи-
добактерий и эшерихий. Тем самым при дисбиозе 
увеличивалось общее количество ассоциаций 
микросимбионтов, влияющих на секрецию про-
воспалительных цитокинов, и расширялось ко-
личество цитокинов этой функциональной груп-
пы (IL-17, IFNγ, TNFα) со значимым вкладом 
(значения факторных нагрузок) в развитие дис-
биоза. Обращаем внимание, что при дисбиозе по 
результатам метода «дерево решений» установлен 
высокий рейтинг и для IL-10 (факторные нагруз-
ки, определяющие рейтинг данного параметра, 
практически совпадали с рейтингом IL-17). Эти 
результаты показывают, что смещение баланса 
цитокинов при дисбиозе в сторону провоспа-
лительного профиля может реализовываться не 
только через расширение количества ассоциа-
ций микросимбионтов, индуцирующих секре-
цию провоспалительных цитокинов, но и через 
ограничение индукции IL-10 дисбиотическими 
штаммами УПМ. Об усилении провоспалитель-
ного ответа с индукцией IFNγ и других провос-
палительных цитокинов кишечными УПМ в ус-
ловиях дисбиоза свидетельствуют также работы 
ряда авторов [30, 42]. На основании этого было 
предложено использовать уровень и спектр про-
воспалительных цитокинов как биомаркер дис-
биоза кишечника [12].

В целом применение многомерных методов 
статистики для анализа влияния супернатантов 
кишечных микросимбионтов на секрецию им-
мунными клетками цитокинов показало сопоста-
вимые результаты, характеризующие превалиро-
вание провоспалительного профиля у штаммов 
симбионтов, выделенных от людей с выражен-
ными микроэкологическими нарушениями тол-
стого кишечника. Кроме того, при дисбиозе тол-
стого кишечника увеличивалось количество и 
разнообразие по составу ассоциаций микросим-



1384

Bukharin O.V. et al.
Бухарин О.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

бионтов, индуцирующих секрецию провоспали-
тельных цитокинов. 

Заключение
Полученные в работе данные свидетельствуют 

о том, что дисбиотическая микробиота толстого 
кишечника человека может препятствовать под-
держанию гомеостатических реакций в кишеч-
нике человека через влияние на цитокиновую 
сеть с формированием патологического цитоки-
нового профиля со смещением баланса в сторону 
провоспалительных цитокинов. 

Выделение информативных для эубиоза и дис-
биоза цитокинов, секретируемых иммунными 
клетками при контакте с бесклеточными супер-
натантами кишечных микросимбионтов, может 

служить обоснованным критерием при разра-
ботке пробиотиков, постбиотиков таргетного 
действия для коррекции микроэкологических 
нарушений в кишечнике при различных заболе-
ваниях. При проведении мероприятий по вос-
становлению микробиоты при дисбиозе важным 
критерием эффективности, наряду с изменением 
качественно-количественного состава микроор-
ганизмов, может быть изменение цитокинового 
профиля кишечных микросимбионтов. Оба эти 
критерия являются взаимосвязанными. Следует 
учитывать и персонифицированный подход, по-
скольку микроорганизмы имеют штаммоспеци-
фические характеристики, а человек – особен-
ности генетики и физиологии, определяющие 
ответные реакции хозяина на присутствие в ки-
шечном биотопе нормобиоты. 
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