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Объект

2

Обитатели кишечника человека  и их взаимоотношения 
являются наиболее изученными, что делает эти 

сообщества удобным объектом для исследования 
целостного функционирования системы.
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Функционирование экосистемы

Экологические 
взаимоотношения 

Изменения представленности

Метаболические 
взаимодействия

СО2
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Экологические 
взаимоотношения 

Изменения представленности

Метаболические 
взаимодействия

СО2

Материальное Идеальное

Знания о экологических 
взаимоотношениях 
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Экологические 
взаимоотношения 

Изменения представленности

Метаболические 
взаимодействия

СО2

Материальное Идеальное

Знания о экологических 
взаимоотношениях 

Подходы на основе анализа 
сопредставленности
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Экологические 
взаимоотношения 

Изменения представленности

Метаболические 
взаимодействия

СО2

Материальное Идеальное

Знания о экологических 
взаимоотношениях 

Подходы на основе первых 
принципов



Каким образом можно это реализовать?
Признак-ориентированный подход!
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Признак: маркерный ген

Функциональная группа
(метаболическая функция)

Экологические 
взаимоотношения 

Метатранскриптомные
данные

Литературные данные
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Экологические 
взаимоотношения 

Изменения представленности

Метаболические 
взаимодействия

СО2

Материальное Идеальное

Таксономическая 
представленность

Функциональная 
представленность

Подходы на основе первых 
принципов

Сравнение



1. Провести экспертную реконструкцию функциональных метаболит-опосредованных связей в 
синтетическом сообществе, составленном из ключевых представителей микробиоты 
кишечника человека, на основе литературных данных с привлечением инструментов 
автоматического анализа текстов.

2. На основании информации о метаболит-опосредованных взаимодействиях выделить 
функциональные группы, на которые разбиваются ключевые представители микробиоты 
кишечника человека.

3. Определить наборы маркерных генов, свидетельствующих о принадлежности 
микроорганизмов к выделенным функциональным группам. 

4. На основе выделенных наборов маркерных генов разработать и программно реализовать 
метод компьютерной реконструкции экологической структуры сообществ кишечной 
микробиоты.

5. Провести верификацию разработанного метода на основе реконструированной сети 
экологических взаимодействий и данных высокопроизводительного секвенирования по 
синтетическому микробному сообществу ядра симбиотической микробиоты кишечника 
человека. 9

Задачи

Разработать метод компьютерной реконструкции экологической структуры сообществ кишечной 
микробиоты на основе данных высокопроизводительного секвенирования и подхода экологии, 
основанной на признаках.

Цель
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Выбор синтетического сообщества

R

F

Чередование F с R (FR)

Чередование F с P (FP)

P

6 мышей

3 мыши

4 мыши

6 мышей

4 мыши

54 дня

С
М
Е
Р
Т
Ь

В статье Десаи с соавторами 2016 
года исследовалось влияние пищевых 
волокон на кишечную микробиоту и 
слизистую кишки. Для этого мышей-
гнотобиотиков заселили 
синтетической микробиотой 
человека и проверяли эффект 5 
различных диет. 

В статье имеются 
метатранскриптомные данные для 
сообщества, растущего на различных 
диетах, а также данные 16SрРНК для 
верификации. 

16SрРНК

RNA-seq

Жиры
Сахара кукурузы

Растительные 
волокна

Глюкоза

ПребиотикБелки

Целлюлоза

Жиры Белки

Крахмал и простые 
сахара 

Богатая 
волокнами 
диета (R)

Бедная 
волокнами 
Диета (F)

Пребиотическая
Диета (Р)

г/кг
г/кг

г/кг

Схема опубликованного эксперимента:

Desai et al., 2016



14 членов сообщества:

Bacterioidetes Firmicutes Actinobacteria Verrucomicrobia Proteobacteria

Bacteroides ovatus Roseburia

intestinalis

Collinsella 

aerofaciens

Akkermansia

muciniphila

Escherichia coli

Bacteroides

uniformis

Eubacterium

rectale

Desulfovibrio piger

Bacteroides

thetaiotaomicron

Faecalibacterium

prausnitzii

Bacteroides caccae Marvinbryantia

formatexigens

Barnesiella

intestinihominis

Clostridium

symbiosum

11

Представленные в сообществе виды в совокупности обладают основными 
метаболическими возможностями.



ОБЩАЯ 
ФЕРМЕНТАЦИЯ

Bacteroides
ovatus

Bacteroides
uniformis
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caccae

Barnesiella
intestinihominis

Roseburia
intestinalis
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prausnitzii

Clostridium
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Collinsella
aerofaciens

Escherichia
coli 

Akkermansia
muciniphila Desulfovibrio

piger

бутират

Marvinbryantia
formatexigens

H2S

CO2

Eubacterium
rectale

сульфат

формиат

ацетат

Н2

лактат

пропионат

сукцинат
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Мы выделили следующие функциональные группы:

13

Универсальные потребители полисахаридов 

Бутират-производящие бактерии

Сульфатредуцирующие бактерии

Ацетогены

Муцин-разлагающие бактерии

Экспертная реконструкция



ОБЩАЯ 
ФЕРМЕНТАЦИЯ

Bacteroides
ovatus

Bacteroides
uniformis

Bacteroides
thetaiotaomicron

Bacteroides
caccae

Barnesiella
intestinihominis

Roseburia
intestinalis

Faecalibacterium
prausnitzii

Clostridium
symbiosum

Escherichia
coli 
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muciniphila Desulfovibrio

piger

бутират
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Eubacterium
rectale
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пропионат

сукцинат
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Collinsella
aerofaciens

Универсальные потребители полисахаридов

Углеводы

CO2

ацетат

Н2



ОБЩАЯ 
ФЕРМЕНТАЦИЯ

Bacteroides
ovatus

Bacteroides
uniformis

Bacteroides
thetaiotaomicron

Bacteroides
caccae

Barnesiella
intestinihominis

Roseburia
intestinalis

Faecalibacterium
prausnitzii

Clostridium
symbiosum

Escherichia
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пропионат

сукцинат
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Collinsella
aerofaciens

бутират

ацетат

Бутират-производящие 
бактерии



ОБЩАЯ 
ФЕРМЕНТАЦИЯ

Bacteroides
ovatus

Bacteroides
uniformis

Bacteroides
thetaiotaomicron

Bacteroides
caccae

Barnesiella
intestinihominis

Roseburia
intestinalis

Faecalibacterium
prausnitzii

Clostridium
symbiosum

Escherichia
coli 
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бутират

Marvinbryantia
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Eubacterium
rectale
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лактат

пропионат

сукцинат
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Collinsella
aerofaciens

Ацетогены
CO2

формиат

ацетат

Н2



ОБЩАЯ 
ФЕРМЕНТАЦИЯ

Bacteroides
ovatus

Bacteroides
uniformis

Bacteroides
thetaiotaomicron

Bacteroides
caccae

Barnesiella
intestinihominis

Roseburia
intestinalis

Faecalibacterium
prausnitzii

Clostridium
symbiosum

Escherichia
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piger

бутират

Marvinbryantia
formatexigens

CO2

Eubacterium
rectale

ацетат

лактат

пропионат

сукцинат

17

Collinsella
aerofaciens

Сульфатредуцирующие 
бактерии

H2S

сульфат

формиат

Н2



ОБЩАЯ 
ФЕРМЕНТАЦИЯ
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ovatus

Bacteroides
uniformis
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thetaiotaomicron
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Barnesiella
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Escherichia
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Collinsella
aerofaciens

Муцин-разлагающие 
бактерии

сульфат



Экологическая структура в терминах функциональных групп

Универсальные 
потребители 

полисахаридов 

Бутират-
производящие 

бактерии

Ацетогены

Сульфатредуцирующие 
бактерии

Н2СО2

бутират

ацетат

H2S

Муцин-
разлагающие 

бактерии

сульфат
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Нами был осуществлен выбор генетических 
маркеров, которые позволят оценивать 
представленность функциональных групп 
для наших данных. 

В качестве маркеров мы выбрали те 
ферменты, которые непосредственно 
связаны с реализацией необходимой 
функции. 

20

Выбор генетических маркеров

fasta

Функция: метаболический путь

Реакция(EC)

Реакция(EC)

Реакция(EC)

ген

ген

fasta

fasta



Маркеры бутират-производящих бактерий

В качестве маркера синтеза 
бутирата мы выбрали 
бутирил-КоА дегидрогеназу, 
поскольку она объединяет 
все пути синтеза бутирата

21

ацетоацетил-КоА

3-OH-бутирил-КоА

кротонил-КоА

бутирил-КоА

бутират

бутират-фосфат

ацетил-КоА

ацетил-КоАацетат

NADPH NAPD+H+

H2O

NADPH NAPD+H+

ADP ATP

2

бутират

ацетат

ADP ATP

лизинсукцинат

глутарат
Цепочка 
реакций

Цепочки 
реакций



Ser/Thre

SO3-

SO3-

Белок

Сахарный 
остов

N-ацетилгалактозоамин

Muc1

Muc2

Muc1

Маркеры муцин-разлагающих бактерий

В качестве маркеров для муцин-
разлагающих бактерий мы выбрали два 
фермента. Первый – сульфатаза, которая 
лишает муцин одной из систем защиты от 
разложения бактериями. Второй - N-
ацетилгалактозоаминаза, она отвечает за 
реакцию разрыва связи между сахарным 
остовом муцина и его белковой частью.
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Ser/Thre

SO3-

SO3-

Белок

Сахарный 
остов

N-ацетилгалактозоамин

Muc1

Muc2

Muc1

Маркеры муцин-разлагающих бактерий

В качестве маркеров для муцин-
разлагающих бактерий мы выбрали два 
фермента. Первый – сульфатаза, которая 
лишает муцин одной из систем защиты от 
разложения бактериями. Второй - N-
ацетилгалактозоаминаза, она отвечает за 
реакцию разрыва связи между сахарным 
остовом муцина и его белковой частью.
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СО2

формиат
формил-

тетрагидрофолат
метенил-

тетрагидрофолат

метилен-
тетрагидрофолат

метил-
тетрагидрофолат

СО2

СО

ацетил-КоА ацетил-фосфат ацетат

СFeSPCH3

СFeSP

донор e-

ADP

ATP

донор e-

донор e-

ADP

ATP

1

2

3 4

Маркеры ацетогенов

Ферменты западной ветви пути 
Вуда – Льюнгдаля являются 
специфичными для этой 
функциональной группы и 
расположены рядом на геномной 
последовательности. Именно 
поэтому мы в качестве маркера 
выбрали 4 фермента западной 
ветви пути: карбон-монооксид 
дегидрогеназу, ацетил-КоА синтазу
и обе субъединицы корриноидного
железо-серистого белка

«Западная 
ветвь»

обозначена 
красным

Адаптировано из Pierce E. et al., 2008 24
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Маркеры сульфатредуцирующих бактерий

Маркером 
сульфатредукции
была выбрана 
диссимиляционная
сульфитредуктаза

сульфат

аденозинфосфосульфат

сульфит

сульфид (H2S)

H+2

дифосфатATP

AMP

донор e- акцептор е -

донор e- акцептор е -



Сборка 
транскриптома de 

novo:  Trinity

Прочтения

Контиги
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Маркеры Референсные
геномы

Выравнивание маркеров на 
сборку: tblastn

Выравнивание для 
проверки маркеров: tblastn

Подсчет 
представленности 
контигов: Kallisto

TPM для всех 
контигов сборки

Фильтрация: скрипты
TPM для контигов, 

содержащих маркер
Обработка данных: 

скрипты

Техническая реализация метода

Результат

TPM (transcripts per million) – единица измерения представленности транскриптов
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Адаптация данных по 16S рРНК для сравнения 

После получения результатов для верификации разработанного метода мы провели сравнение данных о

представленности функциональных групп (полученных нами) с данными о представленности организмов,

построенных на основе анализа 16s рРНК (полученных Десаи с соавторами). Чтобы получить возможность

сравнения, мы объединили представленности отдельных организмов в функциональные группы.

Bacteroides ovatus 
Bacteroides 

uniformis

Bacteroides 
thetaiotaomicron

Bacteroides caccae

Barnesiella 
intestinihominis

Akkermansia 
muciniphila

Roseburia 
intestinalis

Eubacterium 
rectale

Clostridium 
symbiosum 

Faecalibacterium 
prausnitzii

Marvinbryantia 
formatexigens

Desulfovibrio piger

Escherichia coli 

Collinsella 
aerofaciens

Бутират-производящие бактерии

Сульфатредуцирующие бактерии

Ацетогены

Муцин-разлагающие бактерии



Верификация разработанного метода
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Sulfat

Muc

Acet

But

Условные обозначения

Диеты:

F – бедная волокнами диета
R – богатая волокнами диета

FR – чередование двух типов 
диет

Представленность:

- по метатранскриптомным
данным

- по данным 16S рРНК

Пределами погрешностей 
обозначены доверительные 
интервалы
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Верификация разработанного метода
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Sulfat

Muc

Acet

But

Условные обозначения

Диеты:

F – бедная волокнами диета
R – богатая волокнами диета

FR – чередование двух типов 
диет

Представленность:

- по метатранскриптомным
данным

- по данным 16S рРНК

Пределами погрешностей 
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Верификация разработанного метода
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Sulfat

Muc

Acet

But

Условные обозначения

Диеты:

F – бедная волокнами диета
R – богатая волокнами диета

FR – чередование двух типов 
диет

Представленность:

- по метатранскриптомным
данным

- по данным 16S рРНК

Пределами погрешностей 
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1. На основе литературных данных нами была успешно проведена экспертная реконструкция 
функциональных метаболит-опосредованных связей в синтетическом сообществе, 
составленном из ключевых представителей микробиоты кишечника человека.

2. На основании полученных знаний о метаболит-опосредованных взаимодействиях между 
бактериями были выделены следующие функциональные группы, на которые разбиваются 
ключевые представители микробиоты кишечника человека: универсальные потребители 
полисахаридов, бутират-производящие бактерии, ацетогены, сульфатредуцирующие 
бактерии, муцин-разлагающие бактерии.

3. Для четырех из них были определены наборы маркерных генов, кодирующих ключевые 
ферменты и свидетельствующих о принадлежности микроорганизмов к выделенным 
функциональным группам. 

4. На основе выделенных наборов маркерных генов был разработан и программно реализован 
метод компьютерной реконструкции экологической структуры сообществ кишечной 
микробиоты, позволяющий оценивать представленность функциональных групп.

5. На основе реконструированной сети экологических взаимодействий и данных 
высокопроизводительного секвенирования для синтетического микробного сообщества ядра 
симбиотической микробиоты кишечника человека была проведена верификация 
разработанного метода.

31

Выводы
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Acet1 Acet2

Acet3 Acet4

TPM для маркеров ацетогенов. Усами обозначены стандартные отклонения 
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Muc1

Muc2

Богатая волокнами диета

Бедная волокнами диета

Чередование бедной и богатой 
волокнами диет

A B

TPM для маркеров муцин-разлагающих бактерий (А) в сравнении с данными об обилии функциональных групп, 
построенных на основе 16s рРНК (В). Усами обозначены стандартные отклонения.
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Богатая волокнами диета

Бедная волокнами диета

Чередование бедной и богатой 
волокнами диет

But1

A B

TPM для маркера бутират-продуцирующих бактерий (А) в сравнении с данными об обилии функциональных групп, 
построенных на основе 16s рРНК (В). Усами обозначены стандартные отклонения.
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Sulfat1

Богатая волокнами диета

Бедная волокнами диета

Чередование бедной и богатой 
волокнами диет

A B

TPM для маркера сульфатредукторов (А) в сравнении с данными об обилии функциональных групп, построенных на основе 
16s рРНК (В). Усами обозначены стандартные отклонения.
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Использование синтетических сообществ - в них 
минимизировано число факторов, которые 
формируют и влияют на микробные сообщества.

Использование подхода экологии, основанной на 
признаках, поскольку он в первую очередь 
ориентирован на функционирование, что снижает 
необходимость жесткой точной таксономической 
идентификации.

Однако стоит отметить, что подобный подход требуют тщательной проработки методологии выделения 
функциональных групп и учета большого количества разнородной информации о сообществе. 

38

Исследование этих отношений в естественных природных сообществах сопряжено с большим числом трудностей:

Подходы

Отслеживание 
механизмов в больших 

системах

Соотнесение генов с 
конкретными видами и 

их функциями
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@MInter
С помощью текст-
майнинга нами была 
получена сеть 
межвидовых 
взаимодействий. 
Большинство 
предсказаний 
алгоритма были 
ошибочными

Легенда:
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