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С использованием двух различных методов: количественной ПЦР и in silico анализа было проведено
исследование кишечных метагеномов детей с расстройством аутистического спектра (РАС) и здо-
ровых детей раннего возраста по количественному содержанию бактериальных генов, кодирующих
ключевые ферменты для продукции биомаркерных метаболитов. В результате анализа массива
опубликованных данных для исследования были отобраны биомаркерные для РАС метаболиты:
п-крезол, индол, пропионовая кислота, Д-молочная кислота. Для количественной ПЦР и транскрип-
томного анализа были использованы разработанные специфические праймеры, подобранные к кон-
сервативным участкам генов, кодирующих ключевые ферменты, участвующие в продукции этих бак-
териальных метаболитов. Для метагеномного in silico анализа использованы сборки метагеномов и
подобранный каталог нуклеотидных последовательностей регионов, специфичных для исследуе-
мых генов. Проведенный сравнительный анализ выявил снижение уровня генов для исследуемых
ферментов в метагеномах детей с РАС как в данных ПЦР анализа, так и в данных биоинформатиче-
ского анализа метагеномов. Вместе с тем, с помощью количественной ПЦР было выявлено значи-
тельное увеличение уровня генов, кодирующих р-гидроксифенилацетат декарбоксилазу и Д-лактат
дегидрогеназу из бактерий Bacteroides fragilis и Alistipes finegoldii, метилмалонил-CoA-декарбоксилазу
из бактерий B. fragilis, Alistipes shahii, Eubacterium rectali. Однако для всех этих генов был выявлен низ-
кий уровень транскриптов в общей РНК из микробиоты ребенка с тяжелой формой РАС.
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Кишечная микробиота, включающая все мик-
роорганизмы пищеварительного тракта человека,
находится в двунаправленной коммуникации с
мозгом человека и ее влияние на мозг в основном
осуществляется через действие продуцируемых
нейроактивных метаболитов [1]. Различные кли-
нические и экспериментальные данные свиде-
тельствуют о влиянии кишечной микробиоты на
широкий спектр поведенческих аспектов, вклю-
чая социальное, эмоциональное и тревожное по-
ведение [2]. Значительные изменения в динамич-
ном взаимодействии микробиоты с хозяином в
критические периоды раннего детства приводят к
глубокому нарушению в сигнализации между ки-
шечником и мозгом и могут привести к наруше-

ниям в развитии мозга [3–5]. Расстройство аути-
стического спектра (РАС) является одним из за-
болеваний, возникших в результате нарушений в
развитии мозга ребенка. Характеризуется опреде-
ленными нарушениями в вербальной и невер-
бальной коммуникации, социальных взаимодей-
ствий. РАС сегодня является распространенным
ранним неврологическим заболеванием, которое
выявляется у детского населения с частотой 1–2%
и продолжает расти из года в год. Это подтвержда-
ет, что большинство случаев аутизма не связано с
нарушениями генома, и позволяет рассматривать
неблагополучное влияние окружающей среды как
основу патогенеза большей части случаев аутизма
[5]. Различные независимые исследования показа-
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ли специфические изменения в составе кишечной
микробиоты у пациентов с РАС [6] и изменения в
уровнях ряда метаболитов, выделяя их как специ-
фические биомаркеры, связанные с заболевани-
ем [7]. Одной из причин, негативно влияющей на
композицию микробиоты и ее функциональ-
ность, сегодня рассматривается чрезмерное упо-
требление в раннем детстве антибиотиков [8].

В данной работе объектом исследования были
биомаркерные метаболиты, продуцируемые бак-
териями кишечной микробиоты человека: про-
пионовая кислота (пропионат), п-крезол, индол,
Д-молочная кислота. В фекалиях детей с РАС по
сравнению с контрольной группой здоровых детей
были обнаружены высокие концентрации общего
пропионата [9]. Пропионат способен модифици-
ровать социальное поведение. У людей с наруше-
ниями метаболизма пропионата наблюдаются
аномалии в развитии нервной системы, сходные с
симптомами аутизма [10]. Помимо прямого воз-
действия на мозг, пропионат модулирует секре-
цию серотонина в кишечнике и снижает уровень
серотонина и дофамина в головном мозге [11]. В
образовании пропионовой кислоты в микробиоте
людей с РАС могут участвовать бактерии Clostridia,
Sutterella и Bacteroidetes, уровень которых выше в
сравнении с микробиотой в норме [12]. Уровень
фенольных соединений, в том числе п-крезола,
выше в кале и моче детей с РАС [13]. П-крезол (4-
метилфенол) является мочевым биомаркером
аутизма человека [14]. П-крезол продуцируется
анаэробными протеолитическими бактериями,
большей частью Bacteroides, Clostridium, уровень
которых увеличен в микробиоте детей с РАС [14].
У пациентов с РАС также был повышен уровень
индола – бактериального продукта метаболизма
триптофана [13]. Увеличение индола связывают с
микробной активностью в кишечнике. Увеличе-
ние количества Д-молочной кислоты у больных с
РАС может усиливать у них когнитивные наруше-
ния [15]. Целью данной работы было проведение
сравнительного in silico анализа и количественного
ПЦР анализа метагеномов детей с РАС и здоровых
детей по уровню генов, участвующих в продукции
биомаркерных метаболитов, из геномов домини-
рующих видов бактерий кишечной микробиоты.
А также выявление уровня транскриптов иссле-
дуемых генов в составе общей РНК микробиоты
ребенка с РАС.

Поиск бактериальных ферментов, участвую-
щих в метаболических путях синтеза отобранных
биомаркерных нейроактивных соединений, и ге-
нов их кодирующих, проводился с использовани-
ем поисковых систем Google Академия, PubMed,
NCBI, KEGG, InterPro и др. С помощью базы дан-
ных Protein, доступной на сайте Национального
центра биотехнологической информации США,
отбирались геномы бактерий кишечной микро-
биоты, содержащие ключевые гены, кодирующие

ферменты, участвующие в продукции биомар-
керных соединений. С использованием программ
Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clust-
alo/) и MEGA v. 6.0 (http://www.megasoftware.net/)
проведен сравнительный и филогенетический ана-
лиз аминокислотных последовательностей продук-
тов выявленных генов. Подбор праймеров к консер-
вативным нуклеотидным последовательностям ото-
бранных генов проводили с помощью программы
NCBI/Primer-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/). Праймеры синтезировали в фирме
“Синтол”.

Объектом исследования была кишечная мик-
робиота детей с РАС и здоровых детей без симп-
томов РАС возрастом 3–5 лет. Отбирали пробы
фекалий, используя стандартные методики. До
использования в экспериментах образцы храни-
ли замороженными при –80°С. Тотальную бакте-
риальную геномную ДНК выделяли из навесок
замороженного кала при помощи набора реаген-
тов QIAamp Fast DNA Stool Mini kit (Qiagen, Гер-
мания) по протоколу, рекомендованному произ-
водителем. Концентрацию выделенной ДНК
определяли с помощью прибора Qubit (Invitrogen,
США). Амплификацию ДНК проводили на при-
боре CFX96 Touch thermal cycler (Bio-Rad). ПЦР-
смеси (конечный объем 25 мкл) содержали 10 мкл
смеси SYBR Green PCR (Syntol), 2 мкл ДНК,
4 мкМ MgCl2 и 5 мкМ прямого и обратного прай-
мера. ПЦР продукты визуализировали с помо-
щью электрофореза в 1%-ном агарозном геле.

Тотальную бактериальную геномную РНК вы-
деляли из навесок замороженного кала, которую
ресуспендировали в 100 мл ТЕ буфера (30 мм/1 Tris-
HCl, 1 мМ/л этилендиаминтетрауксусная кислота
(ЭДТА), рН 8.0 с лизоцимом (20 мг/мл) и инкуби-
ровали в течение 10 мин при 37°С. 400 мкл лизи-
рующего буфера (4.5 моль/л гуанидин/HCl,
50 мM/л Tris-HCl, 30% Тритон X-100, pH 6.6) до-
бавили в клеточную суспензию и далее гомогене-
зировали на приборе Speed Mill Plus homogenizer
(Analytik Jena AG, Germany). Для выделения РНК
использовали коммерческий набор RNAse Mini
Kit (Qiagen) с использованием методических ре-
комендаций производителя. Удаление остатков
ДНК проводили обработкой RNase-free DNase I
(Qiagen). Концентрацию выделенной РНК опре-
деляли с помощью прибора Qubit (Invitrogen,
США).

Синтез кДНК проводили с общей РНК с ис-
пользованием random hexamer primer и Super-
Script II Reverse Transcriptase (Invitrogen). ПЦР в
реальном времени проводили с использованием
рабочих праймеров, специфичных для исследуе-
мых генов, на приборе CFX96 Touch thermal cycler
(Bio-Rad). ПЦР-смеси (конечный объем 25 мкл)
содержали 10 мкл смеси SYBR Green PCR (Syn-
tol), 3 мкл кДНК, 4 мкМ MgCl2 и 5 мкМ прямого
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и обратного праймера. Отсутствие контаминации
ДНК в образцах РНК подтверждалось с помощью
ПЦР анализа с использованием праймеров к
определенному гену. В каждом запуске ПЦР ис-
пользовали отрицательные контроли без кДНК.
Анализ кривой плавления показывал отсутствие
неспецифических продуктов.

Проводили секвенирование общей ДНК, ко-
торую использовали и для количественной ПЦР.
Пробоподготовку ДНК осуществляли как описа-
но в статье А.С. Ковтун с соавт. [16]. Сквенирова-
ние проводили на двух дорожках прибора Illumina
HiSeq 4000 (151 цикл с каждого конца фрагмен-
тов) с использованием реактивов HiSeq 4000 se-
quencing kit version 1 (Illumina). Подготовку об-
разцов и запуск осуществляли согласно протоко-
лам Illumina. Файлы FASTQ были получены с
помощью ПО bcl2fastq v2.20 Conversion Software
(Illumina). Формат записи строки данных о каче-
стве – Phred 33. Тримминг осуществлялся с помо-
щью программы trimmomatic. Очистка от конта-
минации человеческой ДНК проводилась при
помощи картирования метагеномных ридов на
человеческий геном программой bowtie2. Фи-
нальная оценка качества и оценка параметров
каждого сиквенса после контроля качества вы-
полнялась при помощи программ fastqc и fastx. В
результате секвенирования было отсеяно до 15%
ридов. Минимальная длина рида составила 50 пн,
максимальная – 140 пн. Для сборки метагеномов
использовалась программа metaSPAdes. Сборка
проводилась на серверной вычислительной ма-
шине, установленной в лаборатории системной
биологии и вычислительной генетики Института
общей генетики РАН.

Для метагеномного анализа in silico использо-
вались сборки метагеномов и подобранный ката-
лог нуклеотидных последовательностей регио-
нов, специфичных для исследуемых генов, а так-
же программа blastn.

В результате количественного ПЦР-РВ анали-
за общей ДНК из микробиоты от детей с РАС (5)
и здоровых детей (3) с использованием разрабо-
танных праймеров, которые указаны в табл. 1, по-
лучены данные о количественном содержании 25
генов, кодирующих ферменты, участвующие в
продукции метаболитов: р-крезола, индола, про-
пионовой кислоты, Д-молочной кислоты. Дан-
ные табл. 1 показывают разницу в среднестати-
стических данных количества генов различных
комменсальных бактерий в метагеномах детей с
РАС (МАД) и здоровых детей (МЗД). Представ-
ленные данные указывают на значительное по-
вышение в МАД уровня генов, кодирующих фер-
менты: р-гидроксифенилацетат декарбоксилазу
из бактерий Bacteroides fragilis и Alistipes finegoldii,
участвующую в продукции п-крезола; метилма-
лонил-CoA-декарбоксилазу из бактерий B. fragi-

lis, Alistipes shahii, Eubacterium rectali, участвующую
в продукции пропионовой кислоты; Д-лактат де-
гидрогеназу из бактерий B. fragilis, A. finegoldii,
участвующую в продукции Д-молочной кислоты.
Однако для всех этих генов было низкое содержа-
ние транскриптов в общей РНК из микробиоты
пробы № 72 от ребенка с тяжелой формой РАС
(табл. 1). Количественное содержание остальных
генов (60%) из различных видов бактерий было
выше в МЗД. Более высокое содержание исследу-
емых генов (среднестатистические величины) в
составе 17 метагеномов здоровых детей по сравне-
нию с метагеномами 17 детей с РАС было выявле-
но методом in silico (Приложение). На рис. 1 пред-
ставлена теплокарта количественного распреде-
ления четырех генов из семи различных
комменсальных бактерий в составе сравниваемых
групп метагеномов (вошли только гены, наиболее
распространенные во всех исследуемых метагено-
мах с 70–100% встречаемости (Приложение)). Эти
данные отличаются от данных, полученных с ис-
пользованием количественного ПЦР метода. Это
может быть связано с невысокой специфично-
стью биоинформатического анализа. Хотя нук-
леотидные последовательности, найденные в ме-
тагеномах данным методом, имели гомологию не
ниже 90% с исследуемыми последовательностя-
ми, их небольшая длина (в среднем 250 нуклеоти-
дов) привела к избыточно высокой чувствитель-
ности метода.

Полученные данные сравнительного анализа
исследуемых метагеномов указывают на сниже-
ние уровня большинства генов, участвующих в
продукции биомаркерных метаболитов, в метаге-
номах детей с РАС. Однако в биоматериале (кро-
ви, моче и фекалиях) от детей с РАС (по сравне-
нию с контрольной группой здоровых детей) бы-
ли обнаружены более высокие концентрации
общего пропионата [9], индола [13], п-крезола
[13, 14] и Д-молочной кислоты [15]. Возможно в
повышении концентрации данных метоболитов
задействованы другие комменсальные бактерии
или клетки хозяина. Поиск новых знаний о при-
чинах возникновения РАС продолжается [17].
Большой интерес вызывают эпигенетические
процессы, в которые могут включаться различ-
ные бактериальные соединения [4, 5], гены
устойчивости к антибиотикам с дополнительной
функциональностью [8] и другие.

Целью данной работы было выявление разни-
цы в количественном содержании исследуемых
генов нейроактивных метаболитов в составе ме-
тагеномов детей сравниваемых групп при исполь-
зовании различных методов исследования. Дан-
ные количественного метода ПЦР РВ анализа
оказались более точными и достоверными по
сравнению с данными in silico анализа. Получен-
ные результаты указывают на необходимость ис-
пользования комбинации различных методов для
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АВЕРИНА и др.

анализа бактериальных генов в составе микро-
биома, включая данные транскиптомного и мета-
боломного анализа, которые дадут более полную
характеристику нейрометаболической функцио-
нальности кишечной микробиоты, коррелирую-
щей с РАС.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского научного фонда (проект
№ 17-15-01488).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Bacterial Genes of Metabolite Biomarkers of Autism Spectrum Disorders in Gut 
Microbiota of Young Children: Determination by Real-Time PCR and in silico Analysis

O. V. Averinaa, c, *, A. S. Kovtuna, b, and V. N. Danilenkoa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

bMoscow Institute of Physics and Technology (State University), Moscow oblast, Dolgoprudny, 141701 Russia

cPirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: olgavr06@mail.ru

Two different approaches, real-time PCR and in silico analysis, were used to study abundance of bacterial
genes encoding the enzymes producing biomarker metabolites in metagenomes of gut microbiota of children
with autism spectrum disorders (ASD) and healthy children of young age. As a result of the analysis of the
published data, the following biomarker metabolites of ASD were chosen for the research: p-cresol, indole,
propionic acid and D-lactic acid. For the real-time PCR and the transcriptomic analysis we used primer se-
quences developed specifically for conservative regions of the genes involved in production of these bacterial
metabolites. Nucleotide sequences of the conservative regions were also united into a catalog and were
searched in metagenomic assemblies as part of in silico analysis. Comparison of the obtained results revealed
decrease in abundance of the genes in metagenomes of children with ASD during both PCR and bioinfor-
matics analyses. In addition, real-time PCR allowed to detect the significant increase of abundance of genes
encoding p-hydroxyphenylacetate decarboxylase and D-lactate dehydrogenase in species Bacteroides fragilis

and Alistipes finegoldii, methylmalonyl-CoA decarboxylase in species B. fragilis, Alistipes shahii and Eubacte-

rium rectal. Low level of the transcripts in total RNA was revealed in microbiota of a child with severe form of
ASD.

Keywords: gut microbiome, autism spectrum disorders, biomarkers, metagenome.
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