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С использованием двух различных методических подходов, биоинформатического и количе-
ственного ПЦР-анализа, был проведен сравнительный анализ кишечных метагеномов пациен-
тов с депрессией и здоровых добровольцев по представленности сигнатурных бактериальных 
генов, кодирующих ключевые ферменты для продукции метаболитов, биомаркерных для депрес-
сии, комплементарных генам из геномов комменсальной бактерии Faecalibacterium prausnitzii.  
С использованием in silico подхода была выявлена штаммовая специфичность этих биомаркер-
ных генов, проведена их кластеризация на группы и исследовано распространение представи-
телей различных групп в 36 метагеномах пациентов с депрессией и 38 здоровых добровольцев.  
К ряду генов из наиболее распространенных групп были подобраны праймеры, с использова-
нием которых был проведен количественный ПЦР-анализ 15 метагеномов от пациентов с де-
прессией и 15 метагеномов от здоровых добровольцев. Сравнительный анализ полученных дан-
ных выявил статистически значимое снижение уровня представленности генов, кодирующих 
глутаматсинтазу GltB, аспарагинсинтетазу AsnA, серин-гидроксиметилтрансферазу в кишечных 
метагеномах пациентов с депрессией. На основе полученных данных можно рекомендовать эти 
гены как биомаркеры для разработки тест-систем для диагностики клинической депрессии по 
кишечному микробиому.
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Депрессивные расстройства различной при-
роды имеют устойчивую тенденцию к нараста-
нию как в России, так и во всем мире. Пандемия 
COVID-19 и другие глобальные угрозы человече-
ству являются теми факторами, которые приводят 
к депрессивным состояниям у людей различных 
возрастных групп. Депрессия существенно сни-
жает качество жизни пациентов, служит одной из 
наиболее частых причин суицида и относится к 
социально-значимым заболеваниям. Депрессив-
ные симптомы наблюдаются при онкологии, ау-
тоиммунных заболеваниях и системных инфек-
циях, сопровождающихся хроническим воспа-
лением [1]. Но наибольшее внимание уделяется 
изучению клинической депрессии, известной как 
тяжелое депрессивное расстройство (ТДР) (major 
depressive disorder (MDD)). Это распространенное 
психическое заболевание, которым страдают бо-
лее 350 миллионов человек по всему миру. Число 

недиагностированных людей, страдающих суб-
клиническими депрессивными симптомами, мо-
жет быть выше [2]. Поэтому возрастает внимание 
научного и медицинского сообщества к изучению 
механизма патогенеза этого заболевания с целью 
поиска путей ранней диагностики и лечения.

На сегодняшний день известно, что механизмы 
патогенеза депрессии многофакторные и охваты-
вают изменения в эндокринной, иммунной, мета-
болической, желудочно-кишечной и центральной 
нервной системах. Кишечная микробиота (КМ) 
в настоящее время рассматривается как еще один 
важный механизм патогенеза депрессии. Было по-
казано, что после трансплантации кишечной фло-
ры от пациентов с ТДР животные приобретают де-
прессивный фенотип [3]. Различные клинические 
и экспериментальные данные на животных моделях 
свидетельствуют о влиянии КМ на широкий спектр 
поведенческих аспектов, включая социальное, 
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эмоциональное и тревожное поведение. Механиз-
мы коммуникации микробиоты с ЦНС реализуют-
ся через ее метаболиты и поверхностные структу-
ры, воздействующие на: блуждающий нерв, напря-
мую связывающий различные части кишечника с 
мозгом; чувствительные нервные окончания пери-
ферической нервной системы; хемосенсоры про-
светного эпителия; энтерохромаффинные клетки; 
клетки иммунной системы кишечника [4]. Бакте-
рии КМ способны продуцировать нейроактивные 
соединения, которые коррелируют с депрессией  
[5, 6]. Ранее в КМ пациентов с депрессией по срав-
нению со здоровыми добровольцами при исполь-
зовании технологий секвенирования следующего 
поколения (NGS), позволяющих исследовать пол-
ногеномную ДНК, нами были выявлены дисбио-
тические нарушения в таксономическом составе 
в сторону снижения представленности полезных 
бактерий, продуцирующих короткоцепочечные 
жирные кислоты: F. prausnitzii, Roseburia intestinalis, 
Coprococcus spp., и увеличение числа провоспали-
тельных условно-патогенных бактерий Escherichia 
coli и Ruthenibacterium lactatiformans [7]. С исполь-
зованием разработанных алгоритма поиска и ка-
талога ортологов генов – биомаркеров депрессии 
[5, 7] в кишечном микробиоме пациентов с депрес-
сией было выявлено снижение представленности 
бактериальных генов, участвующих в продукции 
аргинина, аспарагина, глутамата, глицина, мела-
тонина, гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК), 
спермидина и в конъюгации линолевой кислоты, 
входящих в сигнатурную пару с F. prausnitzii [7]. Эти 
данные указывают на диагностический потенциал 
F. prausnitzii и их метаболитов в качестве биомар-
керов депрессивного расстройства, которые можно 
использовать для разработки различных диагно-
стических тест-систем на основе молекулярно-ге-
нетических методов. 

В последнее время комменсальные бактерии 
кишечника человека F. prausnitzii являются объек-
том повышенного внимания и как важные проду-
центы масляной кислоты и как бактерии с высоки-
ми противовоспалительными свойствами. У штам-
ма F. prausnitzii ATCC 27766 после введения крысам 
были выявлены анксиолитический и анти-депрес-
сивноподобный эффекты [8]. F. prausnitzii стали 
рассматривать в качестве потенциального психо-
биотика, который можно использовать для сниже-
ния депрессивных симптомов у людей. 

Поскольку функциональные свойства F. pra-
usnitzii штаммо-специфичны, в настоящей рабо-
те мы ставили задачу изучить уровень представ-
ленности биомаркерных сигнатурных генов [7] 
из различных групп штаммов в кишечной микро-
биоте пациентов с ТДР в сравнении со здоровым 
контролем. Для этого были использованы разра-
ботанные ранее биоинформатические алгоритмы 
поиска генов в метагеномах [7] и количественный 

ПЦР-анализ метагеномной ДНК. Отобранная 
линейка биомаркерных генов может быть реко-
мендована для разработки тест-систем для диа-
гностики клинической депрессии по кишечному 
микробиому.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биоинформатический анализ геномов 
Faecalibacterium prausnitzii

Для анализа из базы данных NCBI Assembly 
были загружены все доступные сборки геномов 
различных штаммов бактерий вида F. prausnitzii. 
Всего было загружено 405 геномов, доступных в 
мае 2023 г., с уровнями завершенности сборки от 
“contigs” до “complete” (Приложение 1).

Геномные сборки были проанализированы при 
помощи программы blastx [9] с использованием ка-
талога аминокислотных последовательностей, ко-
дируемых генами, участвующими в синтезе и мета-
болизме нейроактивных соединений, а также био-
маркеров депрессии. Данный каталог был создан 
нами ранее и использовался при анализе метагено-
мов пациентов с депрессией и контрольной группы 
[7]. Каталог насчитывает 1031 последовательность 
гомологов для 101 гена. 

Фильтрация результатов blastx проводилась по 
следующим порогам: минимальная гомология 60%, 
разница между длиной выравнивания и длиной ис-
ходного гена из каталога не более 10%. Итоговые 
нуклеотидные последовательности гомологов ге-
нов из каталога, найденных в штаммах F. prausnitzii, 
были извлечены из геномов при помощи BEDTools 
getfasta [10]. Кластеризация найденных последова-
тельностей гомологов генов выполнялась при по-
мощи blastn [7] с порогом по минимальной гомоло-
гии 90% и разницей по длине последовательностей 
не более 10%. Один кластер представляет собой 
группу штаммов с близкими по составу нуклеоти-
дов последовательностями целевых генов. Данная 
группировка проводилась для каждого гена по от-
дельности. Таким образом, был получен каталог 
генов, участвующих в синтезе и метаболизме ней-
роактивных соединений и биомаркеров депрессии 
в штаммах F. prausnitzii.

Анализ метагеномной сигнатуры микробиоты 
кишечника человека  

при депрессии на штаммовом уровне

С применением полученного каталога генов 
штаммов F. prausnitzii был проведен анализ метаге-
номных данных микробиоты кишечника пациен-
тов с депрессией и контрольной группы из Москвы 
и Московской области. Для этого использовались 
образцы для секвенирования, указанные в работе 
A.S. Kovtun и соавт. [7]. Всего исследуемая когорта 
насчитывает 74 образца: 36 из группы пациентов 
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с депрессией и 38 из контрольной группы. Опре-
деление наличия штаммов F. prausnitzii в метагено-
мах проводилось при помощи программы blastn. 
Для этого нуклеотидные последовательности от-
крытых рамок считывания из метагеномных об-
разцов, для которых ранее программой Kraken2 
[11] было определено бактериальное происхожде-
ние из вида F. prausnitzii [7], были выровнены на 
каталог генов. Фильтрация выравниваний прово-
дилась по порогам гомологии 90% и разницы по 
длине последовательностей не более 10%. Штам-
мовое происхождение генов определялось по кла-
стерам генов в каталоге: если последовательность, 
найденная в метагеноме, близка по нуклеотидному 
составу к определенному кластеру, значит ген со-
держится в штамме, входящем в данный кластер. 
Группы штаммов, включающие в себя менее 10 по-
следовательностей, исключались из дальнейшего 
рассмотрения. 

Подбор праймеров

Для создания специфических пар праймеров 
были использованы последовательности генов, 
участвующих в продукции аргинина (аргинино-
сукцинатлиаза), аспарагина (аспарагинсинтетаза 
AsnA), глутамата (GltB субъединица глутаматсин-
тазы), глицина (серин-гидроксиметилтрансфе-
раза), и 405 геномов F. prausnitzii из базы данных 
NCBI, содержащих последовательности этих генов. 

Алгоритм отбора генов для подбора прайме-
ров включал выявление степени гомологии ну-
клеотидной последовательности генов из геномов 
различных штаммов внутри отобранной группы 
с использованием программы Clustal Omega [12]. 
Далее к консервативной части нуклеотидной по-
следовательности генов подбирались праймеры с 
использованием программы Primer3Plus [13] с за-
данными основными критериями: размер продукта 
не более 250 пар нуклеотидов (пн) и температура 
отжига 58°С или 60°С. Специфичность отобранных 
праймеров далее оценивалась с помощью blastn для 
всех депонированных последовательностей ДНК с 
настройками по умолчанию. 

Количественный ПЦР-анализ

Анализировались ДНК от проб кишечной ми-
кробиоты, полученных от участников исследова-
ний, описанных в работе A.S. Kovtun и соавт. [7]. 
Для выделения ДНК использовали коммерческий 
набор QIAamp PowerFecal ProDNA Kit (Qiagen, 
США) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. Измерение концентраций выделенной 
ДНК проводили с использованием набора Qubit™ 
dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, CША) в соответ-
ствии с протоколом производителя на флуориме-
тре Qubit (Invitrogen, CША). Амплификацию ДНК 
проводили на приборе CFX96 Touch thermal cycler 

(Bio-Rad, CША). ПЦР-смеси (конечный объем 
25 мкл) содержали 5 мкл готовой смеси для ПЦР 
qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия), 1 мкл ДНК 
(236 мкг/мл), 0.4 мкМ прямого и обратного прай-
меров и воду деионизированную, свободную от 
нуклеаз, до 25 мкл. Для ПЦР использовалась про-
грамма: 95°C в течение 5 мин, 45 циклов (30 с при 
94°C, 30 с при 58 или 60°C) и далее 72°C в течение 
7 мин. В каждом прогоне были включены отри-
цательные контроли без ДНК для каждого набора 
праймеров и положительный контроль с известной 
ДНК. Качество полученных ПЦР-продуктов про-
веряли по кривой плавления и визуализации с по-
мощью электрофореза в 0.8%-ном агарозном геле. 
Для ПЦР-анализа использовали одинаковое коли-
чество метагеномной ДНК.

Для статистической обработки данных коли-
чественной ПЦР использовали расчет критерия 
Манна–Уитни. Стандартное отклонение опреде-
ляли с использованием Excel-ресурса. Разницу в 
представленности гена в метагеномах сравнивае-
мых когорт определяли по формуле 2ΔСt. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ представленности сигнатурных 
генов F. prausnitzii в исследуемой кишечной 

микробиоте на уровне штаммов

В настоящей работе впервые исследовалась кор-
реляция представленности различных групп штам-
мов F. prausnitzii с ТДР. 

Первоначальный биоинформатический ана-
лиз геномов 405 штаммов F. prausnitzii, доступных 
в международной базе NCBI Assembly, позволил 
выявить встречаемость исследуемых сигнатурных 
генов, кодирующих аргининосукцинатлиазу, ас-
парагинсинтетазу AsnA, глутаматсинтазу GltB и 
GltD, серин-гидроксиметилтрансферазу, изоме-
разу линолевой кислоты (табл. 1). Сравнительный 
анализ нуклеотидной последовательности выя-
вил высокую гетерогенность у исследуемых генов. 
На основе полученных результатов был состав-
лен каталог ортологов сигнатурных генов. Файл 
с нуклеотидными последовательностями катало-
га в формате FASTA доступен на ресурсе Github 
по ссылке: “https://github.com/Alexey-Kovtun/
Fprausnitzii_catalog”. Далее при помощи програм-
мы blastn была проведена кластеризация последо-
вательностей генов из данного каталога на уровне 
штаммов с распределением их в различные груп-
пы по степени гомологии не менее 90%. Получен-
ные группы для исследуемых генов также доступ-
ны по ссылке “https://github.com/Alexey-Kovtun/
Fprausnitzii_catalog/tree/main/Strain%20groups” и в 
табл. 2. Стоит отметить, что в таблицу вошли толь-
ко те группы, которые содержали более 11 гомо-
логичных  последовательностей генов, поскольку 
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Таблица 1. Встречаемость ферментов, кодируемых исследуемыми генами, в геномах различных штаммов  
F. prausnitzii

№ Фермент Число геномов, в которых 
найден фермент

% от общего числа 
геномов

1 Аргининосукцинатлиаза 356 88

2 Аспарагинсинтетаза AsnA 212 52

3 Глутаматсинтаза GltB 281 69

4 Глутаматсинтаза GltD 305 75

5 Серин-гидроксиметилтрансфераза 252 62

6 Изомераза линолевой кислоты 343 85

Таблица 2. Групповая кластеризация ферментов, кодируемых сигнатурными генами, от различных штаммов 
F. prausnitzii по степени гомологии не менее 90%

Фермент №  
группы

Количество гомологичных
последовательностей в группе

Аргининосукцинатлиаза

1059 17

1156 101

1164 19

1167 91

1169 120

Аспарагинсинтетаза AsnA

471 15

474 39

527 70

528 120

Глутаматсинтаза GltB

569 55

572 11

573 93

629 56

Глутаматсинтаза GltD

336 106

338 78

339 64

340 39

Серингидроксиметилтрансфераза

342 17

371 27

372 108

381 40

384 42
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ставилась задача исследования распространения 
в метагеномах наиболее часто встречаемых штам-
мов, что необходимо для разработки диагности-
кумов. Наибольшее количество групп формируют 
гены изомеразы линолевой кислоты (14 групп). 
Остальные сигнатурные гены образуют по 4, 5 
групп, включающих различное количество гомо-
логичных последовательностей генов.

После этого метагеномные контиги, которые ра-
нее были нами описаны как принадлежащие к виду 
F. prausnitzii, были анализированы при помощи но-
вого каталога для определения их принадлежности 
к группам штаммов. Результаты сигнатурного ана-
лиза метагенома микробиоты кишечника пациен-
тов с депрессией и здоровых добровольцев на уров-
не групп штаммов и отдельных штаммов показаны 
в табл. 1 и 2 Приложения 1. Эти данные указывают 
на снижение в метагеномах пациентов с депрес-
сией представленности для ряда штаммов и групп 
штаммов генов, кодирующих глутаматсинтазу GltB, 
аспарагинсинтетазу AsnA, аргининосукцинатлиазу, 
серин-гидроксиметилтрансферазу, изомеразу ли-
нолевой кислоты. Ряд генов, численность которых 
была ниже в метагеномах с депрессией, были ис-
пользованы для отбора праймеров.

Отбор праймеров к сигнатурным генам

В результате сравнительного in silico анализа ис-
следуемых метагеномов (табл. 1 и 2 Приложения 1)  
были отобраны сигнатурные гены как на уровне 

штаммов, так и групп с наименьшей представ-
ленностью в метагеномах пациентов с депресси-
ей в сравнении со здоровым контролем. Это гены, 
кодирующие аргининосукцинатлиазу (штамм 
SRR19721636_bin.2_metawrap_v1.3_MAG, группа 
1169), аспарагинсинтетазу AsnA (штамм COPD317, 
группа 527; штамм COPD323, группа 528), глута-
матсинтазу GltB (штаммы ERR1995237_bin.37_
CONCOCT_v1.1_MAG и SL3/3, CNCMI4541, груп-
па 572; штамм L1 007 000M1 dasL1 007 000M1, груп-
па 569), серин-гидроксиметилтрансферазу (штамм 
L3 114 360G1 dasL3 114 360G1 concoct 22, груп-
па 381; штамм COPD326, группа 384), изомеразу 
линолевой кислоты (штамм SL3/3, группа 1180; 
штаммы CNCMI4541 и MTG241 bin.48. fa, группа 
1188). К гомологичным участкам генов, входящих в 
общую группу, были подобраны пары праймеров, 
которые позволят выявлять в метагеномах только 
представителей этой группы. В табл. 3 представ-
лены девять пар праймеров к сигнатурным генам 
штаммов, представляющих определенную группу 
(номер группы в обозначении праймера). Была вы-
явлена распространенность нуклеотидных после-
довательностей, образованных этими праймерами 
(табл. 3) в метагеномах сравниваемых двух когорт, 
включающих 36 пациентов с депрессией и 38 здо-
ровых добровольцев контрольной группы. Полу-
ченные данные, представленные в табл. 4, указы-
вают на широкое распространение исследуемых 
участков генов в метагеномах от контрольной груп-
пы и снижение представленности в метагеномах 

Фермент №  
группы

Количество гомологичных
последовательностей в группе

Изомераза линолевой кислоты

1065 75

1072 169

1174 55

1179 210

1180 118

1183 503

1185 129

1186 155

1187 86

1188 41

641 11

833 15

835 48

871 19

Таблица 2. Окончание
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Таблица 3. Праймеры, используемые в исследованиях

№ Обозначение
праймера Продукт гена Олигонуклеотиды Размер 

продукта, пн

1 AL1169 F
Аргининосукцинатлиаза 

AGGGTCTGCTCCACAAAGGT
216

2 AL1169 R CAACTCCTCCATCCGCTTC

3 GS4541 F
Глутаматсинтаза GltB  

TCGATGCCCTTGCTCAC
164

4 GS4541 R TGAAGCTGTTCGAGGTGGT

5 GS572 F
Глутаматсинтаза GltB 

ATGCGGTCGTAATCGTAAGG
204

6 GS572 R GAACTGGGACTTCTACCAG

7 GS569 F
Глутаматсинтаза GltB 

GCCCTTGATGGTGTTGATCT
161

8 GS569 R ACGATCTGCGCCTGTTCTAC

9 SH381 F
Серин-гидроксиметилтрансфераза

GACAACCACCTGATGCTCCT
244

10 SH381 R TCTCGTCGTAGTGCCAGATG

11 AS527 F
Аспарагинсинтетаза AsnA

GAAGACCGGAACGAGACGTA
210

12 AS527 R CTCCTTGACGATGGCATTCT

13 AS528 F
Аспарагинсинтетаза AsnA

CCAGCAGCAGCATACACAG
235

14 AS528 R ACGACGACTGGGATCTGAAC

15 LI1180 F
Изомераза линолевой кислоты

GAGCACGTCCATGTGTTTGA
203

16 LI1180 R GTCCTCCTTGTTCAGCCAGT

17 LI1188  F
Изомераза линолевой кислоты

GCGAGATGGACAACCACTTT
195

18 LI1188  R CCCTTATCAGACAGGCCGAA

Таблица 4. Распространение исследуемых последовательностей генов в метагеномах из различных когорт 

Фермент / штамм Группа штаммов  
гена Здоровые Пациенты  

с депрессией

Аргининосукцинатлиаза  
/ SRR19721636_bin.2_metawrap_v1.3_MAG  1169 37 33

Аспарагинсинтетаза AsnA / COPD317  527 38 22

Аспарагинсинтетаза AsnA / COPD323  528 38 26

Глутаматсинтаза GltB 
/ ERR1995237_bin.37_CONCOCT_v1.1_MAG; SL3/3 572 33 19

Глутаматсинтаза GltB  
/ L1 007 000M1 dasL1 007 000M1 569 36 25

Глутаматсинтаза GltB / CNCMI4541 572 35 22

Изомераза линолевой кислоты / SL3/3  1180 38 32

Изомераза линолевой кислоты 
/ CNCMI4541; MTG241 bin.48. fa  1188 38 28

Серин-гидроксиметилтрансфераза 
 / L3 114 360G1 dasL3 114 360G1 concoct 22  381 37 27

Серин-гидроксиметилтрансфераза / COPD326 384 29 17
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от пациентов с депрессией. Для количественного 
ПЦР-анализа были использованы те пары прай-
меров, представленность продуктов которых была 
ниже в метагеномах пациентов с депрессией и 
встречались минимум в 30 метагеномах. 

Выявление количественной представленности 
генов к сигнатурным метаболитам 

в исследуемых метагеномах

С помощью отобранных группоспецифических 
праймеров (табл. 3) определяли количественное 
содержание исследуемых генов в метагеномной 
ДНК от 15 пациентов с депрессией и от 15 здоро-
вых добровольцев. В табл. 5 представлены сред-
нестатистические данные количественного ПЦР- 
анализа исследуемых метагеномов на содержание 
пяти различных генов F. prausnitzii, представляю-
щих различные группы. В метагеномах пациентов 
с депрессией в сравнении со здоровым контролем 
статистически достоверное значительное сниже-
ние представленности (р < 0.05) показали гены, 
кодирующие аспарагинсинтетазу AsnA из геномов 
штаммов группы 527 (в 9.06 раз), глутаматсинтазы 
GltB из геномов штаммов группы 569 (в 3.55 раз) 
и серин- гидроксиметилтрансферазу из геномов 
штаммов группы 381 (в 11.63 раза). Более чем в 2 ра- 
за снижена представленность генов, кодирующих 
аргининосукцинатлиазу из геномов штаммов груп-
пы 1169, глутаматсинтазы GltB из генома штамма 
GS4541 группы 572, однако эти данные статисти-
чески незначимы (р > 0.05). И не выявлялась зна-
чимая разница в представленности генов, кодиру-
ющих изомеразу линолевой кислоты из геномов 
штаммов группы 1180 и группы 1188 (табл. 5), а так-
же генов, кодирующих аспарагинсинтетазу AsnA из 
геномов штаммов группы 528 и глутаматсинтазы 

GltB из геномов штаммов группы 572. Однако эти 
данные статистически незначимы. 

Таким образом, количественный ПЦР-анализ 
позволил выявить из девяти исследуемых генов 
только три гена из различных групп, кодирующих 
ферменты, участвующие в продукции аспарагина, 
глутамата и глицина со статистически достоверным 
снижением в составе метагеномной ДНК пациен-
тов с депрессией. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследования кишечной микробиоты в кор-

реляции с депрессией, проведенные в различных 
лабораториях мира, показали, что количество  
F. prausnitzii в кишечнике пациентов с депрессией 
значительно снижено. В исследовании A.S. Kovtun 
и соавт. [7] эта бактерия вошла в сигнатурную пару 
с генами, кодирующими ферменты, участвующие 
в метаболизме нейрометаболитов – биомаркеров 
депрессии. 

F. prausnitzii является одним из наиболее распро-
страненных видов бактерий в толстой кишке здо-
ровых взрослых, на его долю приходится более 5% 
от общей популяции бактерий [14–16]. F. prausnitzii 
очень чувствительны к изменениям в кишечной 
среде, которые могут ограничить их распростране-
ние, особенно в пораженном кишечнике. Поэтому 
изменения в разнообразии и численности популя-
ции этого вида часто наблюдаются при различных 
кишечных расстройствах [17]. У представителей 
вида F. prausnitzii выявлено штаммовое разнообра-
зие, и на основе сравнений геномного сходства 
штаммы распределили в разные генно-видовые 
группы. Сначала в пределах этого вида были опи-
саны две филогруппы. Представители филогруппы 

Таблица 5. Количественная представленность сигнатурных генов в исследуемых кишечных метагеномах

Показатель

Аргинино- 
сукцинат- 

лиаза
Глутаматсинтаза GltB

Серин- 
гидрокси- 

метил
трансфераза

Аспарагин- 
синтетаза AsnA

Изомераза  
линолевой  

кислоты

1169* 572(4541) 572 569 381 527 528 1180 1188
Пациенты  

с депрессией,  
n = 15

16.78 ± 2.45 16.90 ± 
2.30

16.42 ± 
1.8

15.71 ± 
1.22

19.96 ±  
2.29

17.75 ±  
3.54

14.94 ±  
1.79

15.59 ± 
1.78

17.87 ± 
2.39

Здоровые  
добровольцы,  

n = 15
15.37 ± 1.65 15.59 ± 

1.69
15.64 ± 

1.71
13.88 ± 

1.45
16.42 ±  

1.7
14.57 ±  

2.6
14.08 ±  

1.71
15.15 ± 

1.38
17.21 ± 

1.61

p-value р > 0.05 р > 0.05 р > 0.05 р < 0.05 р < 0.05 р < 0.05 р > 0.05 р > 0.05 р > 0.05

Разница  
в представлен- 

ности гена 
2.6 2.47 1.65 3.55 11.63 9.06 1.81 1.35 1.58

Примечание. * – группа штаммов гена.
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I чаще демонстрировали разницу в количестве (в 
сторону снижения) в составе микробиоты когорт 
пациентов с кишечными заболеваниями по срав-
нению со здоровыми людьми [18]. 

Пока фактическое разнообразие у F. prausnitzii 
до конца не выяснено в связи со сложностью куль-
тивирования этих бактерий как строгих анаэро-
бов. Однако у F. prausnitzii уже выявлено большое 
разнообразие генетических профилей и функций, 
и поэтому неоднократно были сделаны попытки 
кластеризации штаммов.  L. Benevides и соавт. [19] 
сообщили о существовании семи различных групп 
у этого вида, основываясь на средние значения ну-
клеотидной идентичности 16S рРНК у 17 штаммов 
F. prausnitzii. Впоследствии C.B. Fitzgerald и соавт. 
[15] обновили таксономию вида, проанализиро-
вав геномы 35 штаммов F. prausnitzii, и разделили 
штаммы на восемь групп.  

С учетом 95%-ной средней нуклеотидной иден-
тичности (ANI) геномы Faecalibacterium были разде-
лены на 11 кластеров на уровне видов [16].  На ос-
нове однокопийных генов и последовательностей 
16S рРНК, а также состава пангенома Z. Bai и соавт. 
[20] провели различные филогенетические анализы 
84 штаммов F. prausnitzii, которые показали генети-
ческое разнообразие среди них. После анализа пан-
геномов 136 штаммов Faecalibacterium, собранных в 
десяти странах, бактерии были распределены на 11 
кластеров. И только пять из них были охарактеризо-
ваны и получили соответствующую номенклатуру 
[21]. Исследователи также выявили у здоровых людей 
значительное увеличение представленности девяти 
кластеров Faecalibacterium по сравнению с пациен-
тами с сахарным диабетом II типа [21]. 

Разные группы штаммов содержат разные набо-
ры генов [15], что позволяет предположить, что они 
обладают разными свойствами с точки зрения вза-
имодействия с хозяином. Для классификации вида 
F. prausnitzii на штаммовом уровне были предложе-
ны альтернативные генные маркеры и был разра-
ботан многообещающий метод qPCR для раздель-
ного количественного определения каждой группы 
генов [22]. 

Поскольку истощение этого вида не является 
одинаковым при различных кишечных заболева-
ниях, возникает необходимость в изучении пред-
ставленности отдельных групп штаммов в микро-
биоте в корреляции с определенным заболевани-
ем. В наших исследованиях мы впервые выявляли 
разницу в групповой представленности F. prausnitzii 
в кишечнике пациентов с депрессией в сравнении 
со здоровыми добровольцами. Для этого исполь-
зовали два подхода: биоинформатический анализ 
и количественный ПЦР-анализ исследуемых мета-
геномов. Был проведен широкомасштабный ана-
лиз геномов 405 штаммов F. prausnitzii, доступных 
в международной базе NCBI Assembly, на наличие 

исследуемых шести биомаркерных сигнатурных 
генов. Из-за штаммовой многочисленности по 
каждому гену штаммы были сгруппированы, что-
бы облегчить анализ представленности штаммов в 
исследуемых метагеномах. Из-за высокой гетеро-
генности было получено очень много различных 
групп. Поэтому для количественного ПЦР-анализа 
метагеномов были отобраны только представители 
наиболее многочисленной группы.

Надо отметить, что для метагеномного анализа 
КМ людей российской популяции были использо-
ваны последовательности генов из геномов различ-
ных штаммов F. prausnitzii, имеющих происхожде-
ние из различных популяций мира. Поэтому для 
анализа была использована степень гомологии не 
более 90%. Тем интереснее кажутся результаты, ко-
торые указывают на наличие сигнатурных генов с 
высокой гомологией в составе кишечной микро-
биоты у людей из различных популяций мира. 

Для исследований было разработано девять 
группоспецифичных пар праймеров, нацелен-
ных на последовательности пяти сигнатурных ге-
нов. Количественный ПЦР-анализ позволил дать 
оценку целевым группам штаммов в составе срав-
ниваемых групп метагеномов по различиям в ко-
личестве и распространенности и способствовал 
более детальному пониманию влияния популяций 
F. prausnitzii на групповом уровне на здоровье чело-
века. Также важными являются результаты по вы-
явлению корреляции биомаркерных метаболитов 
аспарагина, глутамата и глицина бактериального 
происхождения с депрессией. Уже было показано, 
что дисфункция аминокислотной нейромедиатор-
ной системы играет существенную роль в пато-
физиологии депрессии. Несколько исследований 
продемонстрировали потенциал аминокислот как 
источник нейро-специфических биомаркеров, ко-
торые могут быть использованы в будущей диагно-
стике депрессии [23]. Для аспарагина, глутамата и 
глицина в ряде исследований крови пациентов с 
депрессией [24] и содержания тонкого кишечника 
животных [25] была выявлена корреляция с забо-
леванием. Поэтому наши полученные результаты 
позволяют рекомендовать гены, участвующие в 
продукции аспарагина, глутамата и глицина, в ка-
честве биомаркеров кишечной микробиоты при 
разработке тест-систем для диагностики клиниче-
ской депрессии.

Выявленные в результате изучения микробио-
ты специфические штаммы F. prausnitzii, ассоци-
ированные с депрессией, можно рекомендовать в 
качестве потенциальных психобиотиков для па-
циентов из российской популяции, которые могут 
оказывать положительное влияние на снижение 
проявлений депрессивного состояния. Также в бу-
дущем предстоит выявлять больше биомаркерных 
генов и провести экспериментальную валидацию 
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функциональных свойств отобранных штаммов в 
случае их культивируемости. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда, проект  
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Comparative Analysis of Gut Metagenomes of Patients with Depression  
by Signature Genes of Faecalibacterium prausnitzii at the Strain Level

O. V. Averina1, *, A. S. Kovtun1, V. N. Danilenko1

1Vavilov Institute of General Genetics Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia 
*e-mail: olgavr06@mail.ru

Using two different methodological approaches, bioinformatic and quantitative PCR, a comparative 
analysis of gut metagenomes of patients with depression and healthy volunteers was carried out based on 
the representation of signature bacterial genes encoding key enzymes for the production of metabolites 
as biomarkers for depression, complementary genes from the genomes of the commensal bacterium 
Faecalibacterium prausnitzii. Using the in-silico approach, the strain specificity of biomarker genes was 
revealed, their clustering into groups was carried out and their distribution in 36 metagenomes of patients 
with depression and 38 healthy volunteers was investigated. Primers were selected for a number of genes 
from the most common groups. Using them, a quantitative PCR analysis of 15 metagenomes from 
patients with depression and 15 metagenomes from healthy volunteers was performed. A comparative 
analysis of the data obtained revealed a statistically significant decrease in the level of representation of 
genes encoding glutamate synthase GltB, asparagine synthetase AsnA, serine- hydroxymethyltransferase 
in gut metagenomes of patients with depression. Based on the data obtained, these genes can be 
recommended as biomarkers for the development of test systems for the diagnosis of clinical depression 
by the gut microbiome. 

Keywords: gut microbiome, depression, signature genes, strains, biomarkers, metagenomes.


