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Изучение микробиоты толстого кишечника макак резусов является важным этапом подготовки для последующего 
моделирования воспалительных заболеваний кишечника и эффектов трансплантации фекальной микробиоты путем 
оценки состояния микробиоценоза толстого кишечника, выявления дисбиотических нарушений и отдельных клиниче-
ски значимых патогенных и условно-патогенных микроорганизмов, среди которых присутствуют некультивируемые 
облигатные анаэробы. Результаты исследования методом полимеразной цепной реакции в реальном времени показа-
ли, что нет существенных количественных различий в микробиоте толстого кишечника клинически здоровых макак 
резусов в разных возрастных группах. Представители нормальной микробиоты кишечника доминируют во всех воз-
растных группах. Выявлены условно-патогенные микроорганизмы, патогенные микроорганизмы отсутствуют. Среди 
некультивируемых анаэробов выявлены микроорганизмы – генетические маркеры состояния микробиоты кишечника 
у человека: Akkermansia muciniphila, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum, а также Faecalibacterium prausnitzii, 
обладающие противовоспалительными свойствами. Микробиота кишечника обезьян, обладая высоким сходством с 
микробиотой человека, позволяет использовать данных лабораторных животных как объект для безопасного и 
эффективного проведения трансплантации фекальной микробиоты.
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Studies of gut microbiota in monkes of different ages
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The study of the microbiota of the large intestine of rhesus macaques is an important stage of preparation for subsequent 
modeling of inflammatory bowel diseases and the effects of fecal microbiota transplantation, by assessing the state of the 
microbiocenosis of the large intestine, identifying dysbiotic disorders and certain clinically significant pathogenic and 
opportunistic microorganisms, including unculturable obligate anaerobes. The results of a real-time PCR study showed that 
there are no significant quantitative differences in the colon microbiota of clinically healthy rhesus macaques in different age 
groups. Representatives of the normal gut microbiota dominate in all age groups. Opportunistic microorganisms were identified, 
pathogenic microorganisms were absent. Among uncultivable anaerobes, microorganisms were identified – genetic markers of 
the state of the human intestinal microbiota: Akkermansia muciniphila, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum, as well as 
Faecalibacterium prausnitzii, which have anti-inflammatory properties. The gut microbiota of monkeys, being highly similar to 
the human microbiota, makes it possible to use these laboratory animals as an object for safe and effective fecal microbiota 
transplantation.
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З
начительный прогресс в области изучения кишечной 

микробиоты основан на следующих методах молеку-

лярной биологии: полимеразная цепная реакция (ПЦР), 

полногеномное секвенирование и секвенирование генов с 

использованием консервативной 16S рРНК. Эти исследова-

ния раскрыли перспективы для обнаружения некультивируе-

мых бактерий и уже сегодня значительно продвинули знания 

о кишечном микробиоме (бактерии и их геном), а также 

выявили значимые ассоциации между присутствием опреде-

ленных групп/видов микроорганизмов и наличием патологии 

[1–3].

В настоящее время в лечении ряда заболеваний прово-

дятся попытки применения метода трансплантации фекаль-

ной микробиоты (ТФМ). Вследствие филогенетического 
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родства обезьяны являются незаменимой эксперименталь-

ной моделью для испытания эффективности и безопасности 

вакцин, биопрепаратов, новых лекарственных средств и вос-

произведения различных патологических состояний челове-

ка. Микробиота кишечника обезьян обладает высоким сход-

ством с микробиотой человека, модулирует метаболизм хо-

зяина, особенности иммунного ответа и является индикато-

ром состояния макроорганизма. Проведение медико-биоло-

гических исследований, особенно в области воспроизведе-

ния моделей заболевания желудочно-кишечного тракта 

(ЖКТ), требует уточнения информации о вариабельности 

микробиоты кишечника обезьян с привлечением данных ге-

нетического и метагеномного анализа. В качестве эталона 

для исследований микробиоты кишечника используются 

обезьяны вида макак резус [4]. 

Цель работы: изучение особенностей микробиоты тол-

стого кишечника макак резусов в четырех возрастных груп-

пах для последующего моделирования воспалительных за-

болеваний кишечника и эффектов трансплантации фекаль-

ной микробиоты.

Материалы и методы

Исследование по определению количественного состава 

микробиоты толстого кишечника проводилось на 48 клини-

чески здоровых макаках резусах в четырех возрастных 

группах, содержащихся в Курчатовском комплексе медицин-

ской приматологии НИЦ «Курчатовский институт» (табл. 1).

Разделение на 4 возрастные группы было обусловлено 

влиянием различных факторов на микробиоту кишечника. В 

течение первого года жизни ведущим фактором в формиро-

вании микробиоты кишечника обезьян можно считать груд-

ное или искусственное вскармливание; введение прикорма 

и постепенный переход к сбалансированному питанию, ана-

логичному для взрослых особей (гранулированный корм из 

продуктов растительного и животного происхождения, до-

полненный минеральными солями и витаминами). 

Дополнительно к гранулированному корму добавляют соч-

ный корм (зелень, овощи, фрукты), также в рацион входят 

хлеб и яйца, что существенно сказывается на микробиоте 

подростков животных 1–3 лет. Молодые особи заслуживают 

внимания ввиду запуска активных процессов роста и поло-

вого созревания. У старых особей происходят значительные 

изменения в работе ЖКТ в связи с физиологическим старе-

нием организма.

Обезьяны находились в специальном помещении для со-

держания животных в индивидуальных клетках, оборудован-

ных кормушками и автоматическими поилками. Под каждой 

клеткой были установлены металлические поддоны для 

сбора фекальных образцов. 

Сбор материала (фекальных образцов) проводили по 

утрам, после уборки помещений и мытья поддонов. Материал 

в стерильных контейнерах доставляли в лабораторию для 

дальнейшего исследования.

Предварительную обработку фекальных образцов прово-

дили в соответствии с методическими указаниями 

«Организация работы лабораторий, использующих методы 

амплификации нуклеиновых кислот при работе с материа-

лом, содержащим микроорганизмы I–IV групп патогенности» 

МУ 1.3.2569-09, Москва, 2009.

Приготовление фекальной суспензии

В микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл вносили 

0,8 мл стерильного изотонического раствора натрия хлори-

да. В каждую пробирку отдельным наконечником с филь-

тром или одноразовыми лопатками вносили 0,1 г фекалий и 

тщательно ресуспендировали на вортексе до образования 

гомогенной суспензии.

Приготовление бактериальной фракции фекалий для вы-

явления бактериальных агентов

Для приготовления бактериальной фракции фекалий ис-

пользовали свежеприготовленную суспензию фекалий. 

Пробирки с суспензией (водянистыми фекалиями) центри-

фугировали при 12000 g в течение 5 мин на центрифуге 

MiniSpin (Eppendorf, Германия). Отдельным наконечником с 

фильтром из каждой пробирки отбирали бактериальную 

фракцию в объеме 0,1 мл (верхняя бело-желтая часть об-

разовавшегося осадка). Отобранную часть пробы, содержа-

щую высокую концентрацию бактерий, переносили в новую 

микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл. Хранили 

при температуре -20°С в течение недели и при температуре 

-70°С длительно [5].

Выделение тотальной ДНК из фекальных образцов про-

водили при использовании комплекта реагентов «ДНК-

сорб-В» в соответствии с инструкцией (AmpliSens, ФБУН 

«ЦНИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора).

Бактериальное разнообразие кишечной микробиоты уста-

навливали методом ПЦР с флуоресцентной детекцией в ре-

жиме реального времени с применением набора реагентов 

«Колонофлор-16 (биоценоз)» (ООО «АльфаЛаб», Россия) на 

амплификаторе CFX96 (Bio-Rad Laboratories Inc., США).

Статистическую обработку данных и расчеты осущест-

вляли при помощи программы GraphPad Prism 8.

Для оценки достоверности различий  по частоте обнару-

жения разных типов дисбиоза/микроорганизмов в отдель-

ных возрастных группах использовали критерий χ2. Все 

различия интерпретировали как достоверные при р < 0,05.

Результаты исследования и их обсуждение

Исследования показали, что представители нормальной 

микробиоты толстого кишечника человека – Bifidobacterium 

spp., Lactobacillus spp., Escherichia coli и Bacteroides spp. – 

характеризуются высокой частотой обнаружения во всех 

возрастных группах (табл. 2). Enterococcus spp. встречается 

со статически значимой частотой – 91,7% случаев у под-

ростков, данный показатель намного выше, чем у детены-

Таблица 1. Возрастные группы обследуемых обезьян

Table 1. Age groups of examined monkeys

Группа I / 
Group I

Группа II / 
Group II

Группа III / 
Group III

Группа IV / 
Group IV

Возраст / 
Age

детеныши 
(до 1 года) / 
Cubs (up to 1 

year)

подростки 
(1–3 года) / 
teenagers

(1–3 years)

молодые 
особи 

(от 4 до 
7 лет) / 

young animals
(4–7 years)

старые особи 
(17–26 лет) / 
old animals 

(17–26 years)

Кол-во / 
Quantity

12 12 12 12
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шей до года (25%). Это связано с тем, что заселение микро-

флоры происходит более активно у детей на естественном 

вскармливании, а обследуемые детеныши находятся на ис-

кусственном [4]. Энтерококки играют иммуностимулирую-

щую роль в микробиоте кишечника, снижение частоты обна-

ружения энтерококков у молодых и старых особей свиде-

тельствует о дисбиозе.

Среди условно-патогенных микроорганизмов (УПМ) обна-

ружены Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Proteus spp., 

Citrobacter spp., Enterobacter spp., Clostridium difficile и 

Clostridium perfringens, а также дрожжеподобные грибы рода 

Candida, которые являются этиологическим фактором раз-

вития воспалительных заболеваний кишечника, а также ин-

дикатором иммунодефицитных состояний (табл. 3). 

Род Klebsiella был выявлен с одинаковой частотой (25%) 

во всех возрастных группах. При дисбиозе у людей часто 

наблюдаются ассоциации клебсиелл с другими микроорга-

низмами [6, 7, 8], такими как Staphylococcus aureus с высо-

кой частотой обнаружения в группах I, II и IV, реже – с гриба-

ми рода Candida, частота обнаружения которых составила 

8,3% во всех группах. 

Микробы рода Citrobacter у детенышей до года встреча-

ются чаще (33,3%), чем у подростков и молодых особей 

(16,6%). Микробы рода Enterobacter характеризуется стати-

стически значимой частотой обнаружения у детенышей – 

75%. Данные виды микроорганизмов часто являются при-

чиной острого гастроэнтерита у детей и подростков [8]. 

Proteus spp., наоборот, встречается реже у детенышей 

Таблица 2. Частота обнаружения представителей нормальной микрофлоры кишечника человека в четырех возрастных группах 

макак резусов

Table 2. Frequency of detection of representatives of normal human intestinal microflora in four age groups of rhesus macaques

Вид микроорганизмов / 
Type of microorganisms

Группа I / Group I Группа II / Group II Группа III / Group III Группа IV / Group IV p* Всего (n = 48)

Lactobacillus spp. 100% 100% 100% 100% - 100%

Bifidobacterium spp. 100% 100% 100% 100% - 100%

Escherichia coli 100% 100% 100% 100% - 100%

Bacteroides spp. 100% 100% 91,7% 100% 0,3819 97,9%

Enterococcus spp. 25% 91,7% 33,3% 25% 0,0017 43,75%

*p < 0,05, критерий χ2 (достоверность различий по частоте обнаружения микроорганизмов в отдельных возрастных группах).
*p < 0.05, χ2 test (significance of differences in the frequency of detection of microorganisms in individual age groups).

Таблица 3. Частота обнаружения условно-патогенных микроорганизмов микрофлоры кишечника человека в четырех возрастных 

группах макак резусов (>104 копий/мл) 

Table 3. Frequency of detection of opportunistic microorganisms of human intestinal microflora in four age groups of rhesus monkeys 
(>104 copies/ml)

Вид микроорганизмов / 
Type of microorganisms

Группа I / Group I Группа II / Group II Группа III / Group III Группа IV / Group IV p* Всего (n = 48)

Klebsiella spp. 25% 25% 25% 25% >0,9999 25%

Citrobacter spp. 33,3% 16,6% 16,6% - 0,1870 16,6%

Enterobacter spp. 75% 41,6% 8,3% 41,6% 0,0119 41,6%

Proteus vulgaris/mirabilis 25% 33,3% 33,3% 33,3% 0,9617 31,25%

Staphylococcus aureus 66,6% 66,6% 33,3% 75% 0,1618 60,4%

Candida spp. 8,3% 8,3% 8,3% 8,3% >0,9999 8,3%

*p < 0,05, критерий χ2 (достоверность различий по частоте обнаружения микроорганизмов в отдельных возрастных группах).
*p < 0.05, χ2 test (significance of differences in the frequency of detection of microorganisms in individual age groups).

Таблица 4. Частота обнаружения анаэробных микроорганизмов микрофлоры кишечника человека в четырех возрастных группах 

макак резусов

Table 4. Frequency of detection of anaerobic microorganisms of the human intestinal microflora in four age groups of rhesus macaques

Вид микроорганизмов / 
Type of microorganisms

Группа I / Group I Группа II / Group II Группа III / Group III Группа IV / Group IV p* Всего (n = 48)

Faecalibacterium prausnitzii 100% 100% 100% 100% - 100%

Bacteroides thetaomicron - - 8,3% 16,6% 0,2712 6,25%

Akkermansia muciniphila - 8,3% 8,3% 41,6% 0,0197 14,6%

Fusobacterium nucleatum 25% 16,6% 33,3% 33,3% 0,7625 27,1%

Parvimonas micra 58,3% 66,6% 25% 58,3% 0,1774 43,75%

Clostridium difficile 16,6% 16,6% 25% 16,6% 0,9381 18,75%

Clostridium perfringens 33,3% 33,3% 33,3% 33,3% >0,9999 33,3%

*p < 0,05, критерий χ2 (достоверность различий по частоте обнаружения микроорганизмов в отдельных возрастных группах).
*p < 0.05, χ2 test (significance of differences in the frequency of detection of microorganisms in individual age groups).
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(25%), чем во всех остальных группах с частотой обнаруже-

ния 33,3%.

В табл. 4 представлены анаэробные микроорганизмы, не-

которые из которых являются генетическими маркерами 

состояния микробиоты кишечника у человека.

Анаэробные грамположительные кокки Akkermansia 

muciniphila, которые, регулируя проницаемость стенки ки-

шечника и взаимодействуя с соседними клетками, нормали-

зуют метаболизм, препятствуют ожирению и развитию са-

харного диабета у людей [9], обнаружены лишь в 8,3% слу-

чаев у подростков и молодых обезьян, в отличие от старых 

особей (41,6%) со статистически значимой частотой.

Fusobacterium nucleatum, рост которых коррелирует с раз-

витием колоректального рака у людей [10–12], чаще встре-

чается у молодых и старых особей (33,3%). Parvimonas 

micra, ранний маркер канцерогенеза толстого кишечника у 

людей [9, 13], чаще встречается в группе II (66,6%).

Существуют бактерии с противоположным действием. 

Продуценты короткоцепочечной жирной кислоты бутирата – 

Faecalibacterium prausnitzii, обладающие противовоспали-

тельными свойствами [14, 15], а также являющиеся хорошо 

известными продуцентами бактериоцинов [16], – выявлены 

у во всех животных во всех возрастных группах обезьян.

Bacteroides thetaomicron, входящие в особую группу 

Bacteroides fragilis, являются представителями нормальной 

микробиоты ЖКТ у людей [17], обладают противовоспали-

тельными свойствами, которые способствуют усилению ба-

рьерной функции слизистой оболочки кишечника и ограниче-

нию инвазии патогенных микроорганизмов [18–20], и харак-

теризуются невысокой частотой обнаружения в группе III и IV.

Как показывают проведенные ранее исследования, анаэ-

робные спорообразующие палочки рода Clostridium являют-

ся представителями микробиоты толстого кишечника у обе-

зьян [21]. Clostridium perfringens обнаружены во всех воз-

растных группах с частотой 33,3%. Выявление Clostridium 

difficile при отсутствии клинической симптоматики рассма-

тривается как носительство [8].

Используемая тест-система «Колонофлор-16 (биоценоз)» 

позволяет автоматически сформировать заключение по ко-

личественному составу микроорганизмов и определить сле-

дующие состояния и клинически значимые изменения в ми-

кробиоте толстой кишки [22]:

1) отсутствие нарушений в составе микробиоты толстой 

кишки (соответствие количества выявляемых представите-

лей нормальной микробиоты референтным значениям, за-

явленных в тест-системе «Колонофлор-16 (биоценоз)», вы-

явление УПМ в допустимых значениях и отсутствие патоген-

ных микроорганизмов);

2) снижение содержания облигатных представителей ми-

кробиоценоза (бифидобактерий и/или лактобактерий) без 

увеличения количества сапрофитной или условно-патоген-

ной микрофлоры;

3) снижение содержания бифидобактерий, сочетающееся 

с выраженными изменениями в аэробной микрофлоре – 

снижением лактобактерий, появлением энтеропатогенных 

форм кишечной палочки, обнаружением одного или не-

скольких представителей патогенных микроорганизмов в 

высоких титрах;

4) обнаружение в фекальных образцах в диагностически 

значимых количествах (>104), грибов рода Candida и условно-

патогенных бактерий  (Klebsiella spp., Citrobacter spp., Entero-

bacter spp., Proteus spp., S. aureus, C. difficile, C. perfringens);

5) значительное снижение числа F. prauznitzii и, соответ-

ственно, изменение количественного соотношения B. fragilis 

/ F. prauznitzii (анаэробный  дисбаланс) (табл. 5).

Самым распространенным, статистически значимым 

типом дисбиоза во всех возрастных группах является рост 

УПМ и грибов рода Candida в диагностически значимых ко-

личествах (>104). 

В группах I и II частота увеличение числа УПМ составила 

91,7%. 

В группе III самой частой формой дисбиоза является уве-

личение числа УПМ (50%), а также снижение количества 

лактобактерий с увеличением числа УПМ (33,3%).

Таблица 5. Частота выявления нормального соотношения микробиоты и дисбиозов кишечника у обследованных макак резусов

Table 5. Frequency of detection of a normal ratio of microbiota and intestinal dysbiosis in the examined rhesus macaques

Тип дисбиоза / 
Type of dysbiosis

Группа I / 
Group I

Группа II / 
Group II

Группа III / 
Group III

Группа IV / 
Group IV

p* Всего
(n = 48)

Норма /  Norm - - - 8,3% 0,3819 2,1%

Увеличение числа УПМ** / 
Increasing the number of UPM 91,7% 91,7 %

50% 75% 0,0481 77,1%

Снижение содержания лактобактерий без увеличения числа УПМ / 
Reducing the content of lactobacilli without increasing the number of UPM

- - 8,3% - 0,3819 2,1%

Снижение содержания лактобактерий с увеличением числа УПМ / 
Decrease in the content of lactobacilli with an increase in the number of UPM

8,3% 8,3% 33,3% 8,3% 0,2109 14,6%

Снижение содержания бифидобактерий  и лактобактерий / 
Reduced content of bifidobacteria and lactobacilli

- - 8,3% - 0,3819 2,1%

Анаэробный  дисбаланс без увеличения числа УПМ / 
Anaerobic imbalance without increasing the number of UPM

- - - - - -

Анаэробный  дисбаланс с ростом числа УПМ / 
Anaerobic imbalance with increasing number of UPM

- - - 8,3% 0,3819 2,1%

*p < 0,05, критерий χ2 (достоверность различий по частоте обнаружения разных типов дисбиоза в отдельных возрастных группах);
**УПМ – уропатогенные микроорганизмы.
*p < 0.05, χ2 test (significance of differences in the frequency of detection of different types of dysbiosis in individual age groups);
**UPM – uropathogenic microorganisms.
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В группе 4, помимо увеличения числа УПМ (75%), также 

было обнаружено увеличение числа УПМ, включавшее сни-

жение количества лактобактерий (8,3%) или анаэробный 

дисбаланс (8,3%). 

Выводы

1. Результаты исследования показали, что нет существен-

ных количественных различий в микробиоте толстого ки-

шечника клинически здоровых макак резусов в разных воз-

растных группах.

2. Представители анаэробной и факультативно-анаэроб-

ной нормальной микробиоты кишечника доминируют во 

всех возрастных группах, что является одним из ключевых 

факторов полноценного и адекватного становления иммуни-

тета.

3. Самым распространенным типом дисбиоза является 

рост УПМ. Частота обнаружения некоторых видов достигает 

75%, что на фоне снижения иммунитета у обезьян потенци-

ально может представлять угрозу возникновения различных 

патологических процессов в кишечнике.

4. Патогенные микроорганизмы не обнаружены.

5. Среди некультивируемых анаэробов выявлены микро-

организмы – генетические маркеры состояния микробиоты 

кишечника у человека (A. muciniphila, Parvimona smicra, 

F. nucleatum).

6. F. prausnitzii – доминирующий вид бактерий у человека 

среди некультивируемых анаэробов. Также выявлен у макак 

резусов, высокая частота обнаружения указывает на отсут-

ствие нарушений состояния местного иммунитета кишечни-

ка. 

7. Микробиота кишечника обезьян, обладая высоким 

сходством с микробиотой человека, позволяет использовать 

данных лабораторных животных как объект для безопасного 

и эффективного проведения трансплантации фекальной 

микробиоты. 
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