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Резюме

Развитие аллергических заболеваний (АЗ) связано 

со многими факторами. Актуальной является теория 

биодиверсификации, которая рассматривает влия-

ние измененной окружающей среды на микробиоту 

человека, приводящее к нарушению иммунологиче-

ских механизмов и развитию заболеваний. Важность 

влияния «естественной» окружающей среды давно 

известна, что подтверждается ростом АЗ у городского 

населения [1, 2]. Проблема биоразнообразия и разви-

тие АЗ длительно изучаются совместно Петрозавод-

ским государственным университетом (Республика 

Карелия) и Хельсинским университетом (Финляндия) 

[3]. Проводится изучение распространенности АЗ и 

атопии, их тенденции, поиск ведущих факторов сре-

ди генетически сходных популяций, проживающих 

в идентичных климатогеографических регионах  — 

финской и российской Карелии (приграничные тер-

ритории), но различающихся по социально-эконо-

мическим факторам [4–6]. В 2010–2012  гг. выполнен 

рассмотренный в данной статье этап исследования — 

КАРААЛЛЕРГИЯ-   2012. С  помощью многофакторных 

методов ДНК исследован состав микробиоты кожи и 

респираторного тракта (носовая полость) у здоровых 

подростков в возрасте 14–20 лет: 76 финнов и 160 рос-

сиян. Получены достоверные различия в составе кож-

ной (R2=0,04; р=0,0001) и назальной (R2=0,03; р=0,0001) 

микробиоты. В Финляндии она обогащена Micrococcus 

и Corynebacterium, в России — Acinetobacter, Aerococcus 

и Jeotgalicoccus. В  России содержание Acinetobacter 

 OTU-72 на коже больше в 3 раза (р<0,001), на слизистой 

оболочке носа — в 4 раза (р=0,002). Грибковая микро-

биота тоже различалась (R2=0,02; р=0,001). У россиян 

она более разнообразна (р=0,003), характерны грибы 

родов Aspergillus и Phoma. Полученные результаты 

определенно показывают влияние окружающей сре-

ды на состав кожной и респираторной микробиоты. 

Обилие Acinetobacter у россиян, связанного с экспрес-

сией противовоспалительного цитокина IL-10, воз-

можно объясняет меньшую распространенность АЗ 

на территории России в сравнении с приграничной 

территорией Финляндии.

Ключевые слова: теория биодиверсификации, 

кожная микробиота, микробиота слизистой оболочки 

носовой полости, распространенность аллергических 

заболеваний, приграничные территории
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Summary

The development of allergic diseases (AZ) is associa-

ted with many factors. The biodiversity theory, which 

considers the effect of a modified environment on the 

human microbiota, leading to disruption of immuno-

logical mechanisms and the development of diseases, 

is relevant. The importance of the influence of the “na-

tural” environment has long been known, as evidenced 

by the growth of AZ in the urban population [1, 2]. The 

problem of biodiversity and the development of AZ is 

studied for a long time together with Petrozavodsk State 

University, the Republic of Karelia and the University of 

Helsinki, Finland [3]. The study of the prevalence of AZ 

and atopy, their trends, the search for the leading factors 

among genetically similar populations living in identical 

climate and geographically regions  — Finnish and Rus-

sian Karelia (border areas), but differing in socio-econo-

mic factors [4–6]. In 2010/2012, this stage of the research 

was completed — KARAALERGIA-2012. The composition 

of the microbiota of the skin and respiratory tract (nasal 

cavity) was studied in healthy children aged 14–20 years: 

76 Finns and 160 Russians using multifactorial DNA me-

thods. Significant differences were obtained in the com-

position of the skin (R2=0.04, р=0.001) and nasal (R2=0.03, 

р=0.0001) microbiota. In Finland, it is enriched with Mic-

rococcus and Corynebacterium, in Russia — Acinetobac-

ter, Aerococcus and Jeotgalicoccus. Acnetobacter OTU-

72 is abundant in Russia on the skin 3 times (р<0.001) and 

on the nasal mucosa 4 times higher (р=0.002).The fungal 

microbiota was also different (R2=0.02, р=0.001). Among 

Russians, it is more diverse (P = 0.003); fungi of the genus 

Aspergillus and Phoma are characteristic. The results ob-

tained clearly show the influence of the environment on 

the composition of the skin and respiratory microbio ta. 

The abundance of Acinetobacter among Russians asso-

ciated with the expression of the anti-inflammatory cy-

tokine IL-10 may explain the lower prevalence of AZ in 

Russia compared to the border area of Finland.

Keywords: biodiversity, skin microbiota, microbiota of 

the nasal mucosa, the prevalence of allergic diseases, 

border areas.

Введение

Многофакторность аллергических заболеваний 

привела к разработке основных теорий их возникно-

вения, которыми научный мир пытается объяснить 

повсеместную распространенность и неуклонный 

рост аллергопатологии. К ним относят генетическую, 

гигиеническую теории и одну из последних, наиболее 

изучаемых и актуальных, теорию биодиверсификации 

[1]. Теория биодиверсификации рассматривает сни-

жение контакта человека с естественными, натураль-

ными природными факторами, которое приводит к 

негативному влиянию на комменсальные микроорга-

низмы и нарушению иммунологической реактивности 

[2–5]. Развитие урбанизации влечет снижение контак-

та с растениями и естественной природной средой, 

а уменьшение взаимодействия микробиоты человека 

с естественной средой меняет работу иммунной систе-

мы в сторону активации аллергических реакций [6].

Микробиота  — это совокупность микроорганиз-

мов, занимающих определенную экологическую нишу 

с определенными специфическими функциями и чер-

тами. Коллективный геном микроорганизмов одной 

экологической ниши называется микробиомом.

Микробиота растений, животных, человека влия-

ет на развитие и функционирование практически всех 

систем органов, способствует адаптации и эволюции, 

защищает от патогенных микроорганизмов и токси-

нов [8]. На состав микробиоты влияют генетические 

факторы, образ жизни, факторы окружающей среды, 

включая диету, прием антибактериальных препара-

тов и других лекарственных средств. Через модуля-

цию физиологических систем микробиота оказывает 

значительное влияние на состояние здоровья. Она 

принимает участие в развитии и регуляции иммунной 

системы, метаболических и эндокринных процессах, 

функционировании мозга и эпигенетической модифи-

кации генома. Микробиота родителей трансгенным 

путем может воздействовать на состояние здоровья 

потомства [7].

Нарушения кишечной микробиоты (дисбиоз) свя  -

заны с хроническими неинфекционными заболева-

ниями, включая аллергические заболевания [9, 10], 

аутоиммунными заболеваниями [11], желудочно- 

кишечными заболеваниями [12, 13], ожирением, са-

харным диабетом [14, 15], тревогой, стрессом, депрес-

сией [16] и аутизмом [17].

Исследования в этой области были сосредоточе-

ны главным образом на изучении кишечной микро-

биоты, которая рассматривается как парадигма для 

изучения микробиоты других локализаций, таких как 

кожа, дыхательные пути [18]. Известно, что хрониче-

ское или острое воспаление патогенетически связано 

с нарушениями в микробиоте. При бронхиальной аст-

ме меняется микробиота респираторного тракта [19].

Микробиота разных локализаций различается по 

совокупным свойствам микроорганизмов, их обилию 

и разнообразию [20]. Патологической можно назвать 

микробиоту при сравнении со средней, «нормальной» 

для данной популяции.

Точные механизмы, с помощью которых «полез-

ная» кишечная микробиота предотвращает развитие 
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неинфекционных заболеваний, еще не изучены, но 

выяснены их некоторые важные аспекты. Метаболиты 

и структурные компоненты здоровой микробиоты ве-

дут себя как биологически активные молекулы, участ-

вуя в физиологических реакциях организма-хозяи-

на [19, 21, 22], регулируя развитие органов (включая 

мозг), метаболизм [23]. Они состоят из короткоцепо-

чечных жирных кислот (SCFA) и метаболитов тирози-

на или триптофана, которые играют важную роль в 

качестве модуляторов как иммунной, так и нейроэн-

докринной системы. Эти молекулы усиливают регуля-

цию Т-reg лимфоцитов, подавляют выработку провос-

палительных цитокинов и индуцируют гормональную 

секрецию серотонина, окситоцина, производных 

индола, оказывая противовоспалительное действие 

[24, 25]. В целом эти микробные продукты активируют 

взаимосвязанные пути иммунной, эндокринной и цен-

тральной нервной системы, которые противодейству-

ют неинфекционным заболеваниям, включая аллерги-

ческую патологию.

Поддержание неповрежденной кишечной барь-

ерной функции играет важную роль для снижения 

риска развития заболевания. Повышение кишечной 

проницаемости облегчает перемещение иммуно-

генных компонентов за пределы кишечника и запу-

скает развитие системного воспаления [26]. Подоб-

ные процессы также наблюдаются в респираторном 

тракте. Бактерии и их компоненты, выдыхаемые и 

вдыхаемые верхними отделами дыхательного трак-

та, оказывают сходное с живыми кишечными микро-

организмами противовоспалительное действие [22]. 

Липополисахариды (LPS) мембраны грамотрицатель-

ных бактерий оказывают противовоспалительное 

действие на респираторный эпителий, снижая вы-

работку воспалительных цитокинов, участвующих 

в развитии аллергических реакций. Это происходит 

после повторного воздействия низких доз через 

механизмы «толерантности к эндотоксинам». Но мо-

лекулярная структура LPS варьирует между бакте-

риальными штаммами и по-разному модифицирует 

иммуномодулирующий эффект. Это одно из объяс-

нений разной частоты аутоиммунных заболеваний 

и аллергических заболеваний в разных странах [27]. 

Другие бактериальные компоненты/метаболиты мо-

дулируют иммунную систему через арилгидрокар-

боновый рецептор, респираторные нейроэндокрин-

ные клетки [28], Тoll-подобные рецепторы и другие 

клеточные сенсорные системы.

Развитие АЗ тесно связано не только с генетиче-

ской предрасположенностью, образом жизни, влия-

нием факторов окружающей среды, таких как питание, 

вредные факторы, курение, стрессы и др. Большую 

роль играет биологическое разнообразие окружаю-

щей среды.

Для изучения распространенности АЗ, временных 

тенденций, выяснения ведущих причинных факторов 

в течение многих лет проводится изучение АЗ в двух 

выборках  — среди россиян и финнов, которые име-

ют сходную родословную, проживают в идентичной 

климатогеографической зоне, но разделены государ-

ственной границей и таким образом подвержены вли-

яниям разных социоэкономических факторов [29].

При оценке растительного покрова и его влияния 

на АЗ выявлено, что здоровые финны, проживающие 

в среде с большим разнообразием зеленых насажде-

ний, количеством видов цветковых растений придо-

мовой территории, имели большее биоразнообра-

зие кожной микробиоты в сравнении с «атопиками». 

Здоровые дети имели четкую связь между обилием 

Acinetobacter на коже и экспрессией противовоспали-

тельного цитокина IL-10, в то время как у атопичных 

детей такой связи не было [4, 19]. Учеными выявлена 

прямая связь между обилием Acinetobacter в микро-

биоте кожи здоровых подростков и экспрессией IL-10 

в мононуклеарах периферической крови [4]. Обилие 

аллергически протективных Gammaproteobacteria на 

коже в основном связано с экспрессией противовос-

палительных генов в человеческих мононуклеарных 

клетках периферической крови. Acinetobacter инду-

цирует экспрессию генов противовоспалительных 

факторов, Тh1 в дендритных клетках и кератиноцитах 

in vitro. При внутрикожном введении мышам этих бак-

терий выявлен протективный эффект отатопической 

сенсибилизации и изменений в легких [19].

Таким образом, обилие и разнообразие микро-

биоты кожи способствует иммунному гомеостазу и 

защищает от развития аллергической патологии. Ре-

зультаты исследований поддерживают общую идею о 

том, что биологически насыщенная и разнообразная 

окружающая среда обогащает человеческую синан-

тропную микробиоту и предотвращает развитие не-

адекватного воспалительного ответа [3].

Теория биодиверсификации на сегодняшний день 

является приоритетной. Тем не менее рассматривать 

ее изолированно будет неправильно. Она объясняет 

основополагающие механизмы развития АЗ, но одно-

значность этой теории ограничена многообразием 

взаимно влияющих факторов, которые в своей ре-

зультирующей приводят к клиническим проявлениям 

аллергопатологии.

Цель исследования

Оценить и сравнить состав микробиоты кожи и 

слизистой оболочки полости носа в двух исследуе-

мых группах  — финнов и россиян, проживающих на 

приграничных, одинаковых климатогеографических 

территориях, имеющих сходную родословную, но раз-

личных по социоэкономическому фактору.
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Материалы и методы исследования

В исследование случайным образом включены 

76  финских участников и 160 россиян. Территории 

исследования: восточная Финляндия (Северная Каре-

лия) и приграничная территория России, Карелия. Ис-

следование выполнено осенью в 2010 г. в Финляндии 

и в 2012  г. в России. Включены подростки в возрасте 

14–20  лет, заполнившие информированное согласие.

Кожные пробы взяты с внутренней поверхности 

предплечья и локтевого сгиба, по две пробы с  каж-

дой руки в 4 стерильные пробирки эппендорф с 

резьбовой крышкой (4 пробы на обследуемого). Об-

разцы получали путем небольшого надавливания сте-

рильным нейлоновым тампоном (Copan Diagnostics). 

Пробы микробиоты дыхательных путей получены со 

слизистой полости носа стерильным нейлоновым 

тампоном из передней части правой ноздри. Взятые 

образцы хранились при температуре –70 °C до после-

дующего метагеномного анализа и секвенирования. 

Состав микробиоты исследован многофакторными 

методами ДНК.

Подготовка образцов

Выделение общей ДНК выполнено с помощью на-

бора SpinKitforSoil методом FastDNA (MPBiomedicals). 

ПЦР-амплификация выполнена с термо-циклом РТС-

225 (MJResearch). Использован полномеразный реги-

он V1–V3 гена 16S рибосомной ДНК. Участок V1–V3 16S 

гена рРНК амплифицирован универсальными прай-

мерами pA-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (257) и pD′ 
- GTATTACCGCGGCTGCTG.

Бактериальный ген 16S рРНК (V1–V3) был ам-

плифицирован и секвенирован с применением 454 

GSFLXTitanium (RocheDiagnostics). Полученные ПЦР 

продукты были спарены концами (300 bp +300 bp) 

и секвенированы на MiSeq с применением v2 химии 

(IlluminaInc.). Фунгальная область ITS2 была амплифи-

цирована (261) с праймерами fITS 7 и ITS4, содержа-

щими укороченные 5’липкие концы IlluminaTruseq. 

ПЦР проводили в два этапа с последующим секвени-

рованием с MiSeq.

Секвенирование данных по гену 16s рРНК

Прямой праймер для ПЦР удаляли из cutadaptv. 

1.9, тримминг нитей проводили в usearchv.8.0.1623 

по команде -fastq_filter и опциях -fastq_minlen 200, 

-fastq_maxns 0, -fastq_trunclen 400. Группирование 

OTU проводили согласно UPARS Epipeline. Химерные 

OTU удаляли в UCHIME как реализовано в usearch. 

Типичные OTU классифицировали и выравнивали в 

mothurv. 1.36.1 согласно базе данных генов 16S рРНК 

silva v. 123 http://www.arb-silva.de/documentation/

release-123).

Данные MiSeq генов 16s рРНК

ПЦР праймеры удаляли в cutadaptv. 1.9, прямые и 

обратные прочтения совмещали с PEARv.0.9.6. при по-

мощи опции fdefault. Слившиеся прочтения усекали 

в usearchv.8.0.1623 по команде -fastq_filter и опциям 

-fastq_maxee1, -fastq_minlen 365, -fastq_maxns 0. Груп-

пирование OTU проводили согласно системе UPARSE. 

Химерные OTUs удаляли в UCHIME как реализовано в 

usearch. Типичные OTU классифицировали и вырав-

нивали, используя mothurv. 1.36.1. согласно базе дан-

ных генов 16S рРНК silvav.123 (http://www.arb-silva.de/

documentation/release-123).

Данные по ITS MiSeq

ПЦР праймеры удаляли в cutadaptv.1.9, прямые 

и обратные прочтения совмещали в PEARv.0.9.6, 

опции по умолчанию. Эти прочтения усекали в 

usearchv.8.0.1623 по команде -fastq_filter и опциям 

-fastq_maxee1 и -fastq_maxns 0. Качественно отфиль-

трованные прочтения дереплицированы и сгруппи-

рованы в OTU на основе величины уровня сходства 

0.97 в usearchv.8.0.1623. Химерные OTU удаляли в 

UCHIME как реализовано в usearch. Типичные OTU 

классифицировали в mothurv. 1.36.1 согласно базе 

данных UNITEv.7 ITS (https://unite.ut.ee/).

Обработка данных включала методы описатель-

ной статистики, непараметрические критерии срав-

нения статистических параметров двух и более групп, 

корреляционный анализ и новейшие процедуры 

классификации и оценки информативности показате-

лей, такие как метод бутсрапинга с методом случай-

ного леса.

Результаты получены при совместной работе со 

специалистами клиники Хельсинского университе-

та Финляндии (Helsinki University Central Hospital), 

Нацио нального института здоровья и социального 

благополучия населения (National Institute for Health 

and Welfare), Департамента биологии и исследова-

ний окружающей среды Университета Хельсинки 

(Department of Biological and Environmental Sciences, 

Helsinki University), Биотехнологического института 

Университета Хельсинки (Institute of Biotechnology, 

Helsinki University).

Результаты

Выполнена оценка состава (обилия) и разнообра-

зия микробиоты образцов ладонной поверхности 

предплечья (кожная микробиота) и слизистой обо-

лочки носовой полости (респираторная микробиота).

Исследуемые группы имели достоверные отли-

чия в составе и кожной (R2=0,04; р=0,0001; рис. 1, а) и 

назальной (R2=0,03; р=0,0001; рис.  1, б) микробиоты. 

У россиян индекс разнообразия Шеннона выявлен 
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а б

Рис. 1. Различия микробных сообществ в исследуемых популяциях: а — кожной микробиоты; б — назальной микробиоты
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Рис. 2. Различия грибковых сообществ в исследуемых популяциях

Рис. 3. Обилие (численность) и разнообразие наиболее характерных для исследуемых групп OTU: а — Acinetobacter lwoffii, OTU-72; 
б — Acinetobacter johnsonii, OTU-142; в — Micrococcuss sp., OTU-231
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выше в образцах как кожной (Р=2,7e–8), так и назаль-

ной (Р=7,0e–6) микробиоты.

Основываясь на наиболее характерных признаках 

OTU (операционная таксономическая единица) для 

каждой исследуемой группы и выполнив анализ клас-

сификации состава микробиоты методом случайного 

леса, получили, что в Финляндии кожная и назальная 

микробиота обогащена Micrococcus и Corynebacterium 

(см. рис. 1, а, б). Для России типичными оказались со-

всем другие микробы  — Acinetobacter, Aerococcus и 

Jeotgalicoccus. В России содержание Acinetobacter OTU-

72 в среднем в 3 раза больше на коже (р<0,001) и в 

4 раза — на слизистой оболочке носа (р=0,002) в срав-

нении с финнами.

Кроме различий в составе бактериальной микро-

биоты, на двух территориях получены различия и по 

грибковой микробиоте (R2=0,02; р=0,001). В республи-

ке Карелия грибковая микробиота более разнообраз-

на (р=0,003) и наиболее характерными для нее оказа-

лись грибы родов Aspergillus и Phoma (рис. 2).

Следующим этапом выполнено олиготипирова-

ние наиболее характерных для каждой популяции 

OTU для сравнения разнообразия на уровне штамма.

Оценены OTU-72  — 100% идентичность для 

Acinetobacter lwoffii и OTU-142  — 100% идентичность 

для A. Johnsonii. Они больше представлены у россиян, 

что получено при сравнении данных относительного 

обилия, трансформированных с помощью квадратно-

го корня, Р=1,1e–6 и Р=5,5e–7 соответственно (рис. 3, а, 

б). Однако при сравнении по этому показателю здоро-

вых и сенсибилизированных лиц одной выборки раз-

личий не выявлено.

OTU-231  — 100% идентичное Micrococcus luteus 

(M.  fla vus), больше представлена среди финнов 

(Р=8,1e–12, рис. 3, в).

У россиян разнообразие олиготипов OTU-72 и 

OTU-142 Acinetobacterвыше в сравнении с финна-

ми (P=7,6e–8 и P=7,6e–5 соответственно), а OTU-231 

Micrococcus sp. имела низкое разнообразие (P=2,4e–5). 

Профили олиготипов OTU-142 Acinetobacter и OTU-

231 Micrococcus sp. отличались у финнов и россиян 

(R2=0,02; р=0,002 и R2=0,04; р=0,004 соответственно).

Разнообразие олиготипа OTU-142 Acinetobacter не 

имело достоверных различий между сенсибилизиро-

ванными и здоровыми россиянами.

Профили олиготипов OTU-231 Micrococcus sp. имели 

тенденцию к различию между здоровыми и сенсибили-

зированными (R2=0,02; р=0,043; см. рис. 3, в) у россиян.

Для контроля качества результатов исследования 

проведен анализ разнообразия олиготипов OTU, най-

денных в обеих популяциях, но их разнообразие не 

обладало статистически значимыми различиями меж-

ду группами. Это свидетельствует, что выявленные 

различия в наиболее характерных исследуемых оли-

готипах OTU не являются техническими артефактами 

или случайной находкой.

Заключение

Таким образом, результаты нашего исследования 

показали существенные различия кожной микробио-

ты и микробиоты слизистой оболочки дыхательных 

путей (носовая полость). Две популяции, схожие ге-

нетически и проживающие на одинаковых климато-

географических территориях, но имеющие разные 

социально-экономические условия, значительно 

различаются по составу микробиоты. Преоблада-

ние в кожной и респираторной микробиоте россиян 

Acinetobacter, вероятно, только один показатель из об-

раза жизни и окружающей среды, которые оказывают 

наиболее сильное воздействие на развитие аллерги-

ческой сенсибилизации.

Полученные результаты являются важным этапом 

в исследовании аллергий и дают основания для про-

должения дальнейших научных изысканий для поиска 

на микробиологическом уровне связи развития АЗ и 

микробиоты.

Оценка состава микробиоты кожи и слизистой 

оболочки дыхательных путей позволит спрогнозиро-

вать и оценить риск развития атопии и АЗ и своевре-

менно разработать план действий по предотвраще-

нию развития заболеваний. Не исключено, что путем 

коррекции микробиоты при уже развившемся забо-

левании можно будет добиться длительной ремиссии.
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