
 И. В. Салтыкова, В. А. Петров, Ю. Б. Дорофеева и др.  

 

70 70

 
УДК 616.13-004.6 

 
И. В. Салтыкова, В. А. Петров, Ю. Б. Дорофеева 

В. В. Иванов, А. Э. Сазонов 
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В МОДИФИКАЦИИ МИКРОБИОТЫ ЖЕЛЧНЫХ ПРОТОКОВ 
 

Спектрофотометрически определен уровень накопления гемозоина 
в различных органах животных при экспериментальном описторхозе, а 
также оценен вклад гемозоина в способность инвазии O. felineus моди-
фицировать микробиоту желчных протоков. Микробиота оценена пу-
тем метагеномного анализа образцов желчных протоков интактных 
животных и животных с описторхозом, также в исследование включены 
образцы зрелых форм O. felineus. Показано, что гемозоин накапливается 
преимущественно в печени при инвазии O. felineus. Инвазия O. felineus 
приводит к увеличению альфа-разнообразия микробиоты желчных про-
токов у животных, при этом этот эффект не связан с присутствием 
гемозоина в желчных протоках. Метагеномный анализ выявил, что наи-
более представленными таксонами в зрелых формах O. felineus являют-
ся Sphingomonas, Prevotella, Methylobacterium. 

 
Research works aimed at assessing the interaction in the host-parasite 

system, pay attention to the products of the vital activity of the parasite. 
Hemozoin is one of the most promising metabolites that can be used for new 
methods of parasite diagnostics and treatment. It is known that hemozoin is 
produced by parasites causing schistosomiasis and malaria. Recent research 
has shown that hemozoin is produced by the hepatic trematode Opisthorchis 
felineus, but the effects associated with the presence of hemozoin in the bile 
ducts of the host have not been studied yet. The authors compare the concen-
tration of hemozoin in various organs of animals and study the ability of the 
O. felineus hemozoin to modify the bile ducts microbiota. The authors study 
the bile duct microbiota of infected and healthy animals and perform the meta-
genomics analysis. The microbiota is assessed by metagenomic analysis of bile 
duct samples of intact animals and animals with opisthorchiasis. Samples of 
mature forms of O. felineus are also included in the study. In accordance with 
the results obtained, hemozoin accumulates mainly in the liver during the in-
vasion of O. felineus. The invasion of O. felineus leads to an increase in the 
alpha diversity of the bile duct microbiota in animals, and this effect is not as-
sociated with the presence of hemozoin in the bile ducts. Metagenomic analy-
sis revealed that the most representative taxa in the mature forms of O. feli-
neus are Sphingomonas, Prevotella, Methylobacterium. 
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Введение 

 
Гемозоин, известный как «малярийный пигмент», является продук-

том метаболизма паразитов, образование которого происходит в ре-
зультате переваривания гемоглобина. Способность образования гемо-
зоина у паразитических организмов рассматривают как адаптацион-
ный механизм, связанный с гематофагией [1]. Образование гемозоина 
характерно для Plasmodium falciparum [2], внутриклеточных простейших 
Haemoproteus columbae [3], трематод Schistosoma mansoni [4] и S. japonicum 
[5]. В случае малярии и шистосомоза распространение гемозоина по 
организму хозяина происходит c током крови, гемозоин накапливается 
в печени, селезенке и других органах [6—8]. Показано, что гемозоин 
играет важную роль в патогенезе малярии. Макрофаги, нейтрофилы, 
моноциты захватывают гемозоин Plasmodium falciparum путем фагоцито-
за, что приводит к нарушению регуляции синтеза медиаторов врож-
денного иммунного ответа [9]. Была выявлена взаимосвязь между нали-
чием моноцитов, инкорпорировавших гемозоин, и ингибированием 
эритропоэза у детей с выраженной анемией на фоне малярии [10]. 

В ходе собственных исследований было показано, что гемозоин — 
продукт жизнедеятельности печеночной трематоды Оpistorchis felineus 
[11]. Описторхоз, вызываемый O. felineus, является распространенным 
гельминтозом на территории Российской Федерации, естественные 
очаги описторхоза расположены вблизи р. Оби, Иртыша, Урала, Волги, 
Камы, Дона, Днепра, Северной Двины и Бирюсы [12—14]. Зрелые фор-
мы O. felineus паразитируют в желчных протоках печени хозяина, для 
данного гельминтоза характерно поражение гепатобилиарной системы 
человека [15]. Гемозоин экскретируется зрелыми формами O. felineus в 
просвет желчных протоков, что приводит к формированию эктазий 
желчных протоков, заполненных пигментом [11]. Данные о роли гемо-
зоина в патогенезе описторхозной инвазии малочисленны, остается не-
исследованным вопрос о возможности распространения гемозоина при 
описторхозе с током крови (клетками крови), также неизвестны локаль-
ные эффекты гемозоина на желчные протоки печени. 

В данной работе определен уровень накопления гемозоина в раз-
личных органах модельных животных, а также проведено исследование 
гемозоина в контексте влияния данного метаболита на микробиотиче-
ский состав желчных протоков при экспериментальной инвазии 
O. felineus. Ранее для инвазии O. felineus была показана способность при-
водить к модификации микробиотического состава желчи у человека 
[16]. Было предположено, что одним из факторов, который может быть 
связан с модификацией микробиоты желчи, является окклюзия желч-
ных протоков гемозоином. Скопление гемозоина в желчных протоках 
может приводить к появлению специфической «экологической ниши» 
для микроорганизмов, в частности для железопотребляющих бактерий. 
Таким образом, для выявления локального эффекта гемозоина и опре-
деления его влияния на микробиоту желчных протоков проведена 
оценка микробиотического состава желчных протоков в зависимости от 
присутствия/отсутствия скоплений гемозоина O. felineus. 
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Методы исследования 

 
Для количественного определения концентрации гемозоина в ор-

ганах золотистых хомячков (Mesocricetus. Auratus) были сформированы 
три группы, каждая по пять животных: контрольная группа (без инва-
зии O. felineus), группа острого описторхоза (8-я неделя инвазии), груп-
па хронического описторхоза (38-я неделя инвазии O. felineus). Живот-
ные были получены из SPF-вивария Института цитологии и генетики 
СО РАН (г. Новосибирск). Источником метацеркариев стала рыба кар-
повых пород из р. Томь, жизнеспособность метацеркариев определяли с 
использованием микроскопии. Заражение проводили путем введения 
внутрижелудочно 50 метацеркариев O. felineus в изотоническом раство-
ре [17]. 

Выделение гемозоина и определения его концентрации в органах 
проводили согласно методике, описанной в [18]. Приготавливали 
навески следующих органов по 45 мг с помощью аналитических весов 
(OHAUS, США): печень, селезенка, почки, легкие, мышцы, сердце. 
Концентрацию гемозоина в них определяли на спектрофотометре 
UNICO 2800 (США). В качестве стандарта использовали серию разведе-
ний гематина (0,25—10 мкМ). Оптическую плотность измеряли на ра-
бочей длине волны λ = 401 нм и длине волны максимального поглоще-
ния вещества λ = 700 нм. Для оценки данных распределения гемозоина 
использовали пакет прикладных программ SPSS 16.0. Для установления 
статистически значимых различий при оценке концентраций гемозои-
на у зараженных и интактных животных использовался непараметри-
ческий U-критерий Манна-Уитни при p < 0,05. 

Для оценки микробиотического состава желчных протоков в зави-
симости от присутствия гемозоина в исследование включили животных 
с инвазией O. felineus (n = 7) и 5 интактных животных. От инвазирован-
ных хомячков были получены 7 образцов тканей желчных протоков с 
гемозоином и 5 образцов тканей желчных протоков без гемозоина: от 
интактных животных — 5 образцов тканей желчных протоков. Также в 
исследование включили 5 образцов зрелых форм O. felineus. Для выде-
ления микробной ДНК из образцов проводили гомогенизацию образ-
цов в лизирующем буфере (500 mM NaCl; 500 mM TrisHCl pH = 8; 
50 mM EDTA, 4 % SDS) с использованием бисерной мельницы Mini-
Beadbeater-24 с очисткой ДНК фенол-хлороформным методом с после-
дующим спиртовым осождением в присутствии 3M ацетата натрия. 
Высокопроизводительное секвенирование проведено с использованием 
праймеров Next-16S-1st-F: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAG 
ACAGCCTACGGGNGGCWGCAG и Next-16S-1st-R: GTCTCGTGGGCTCG 
GAGATGTGTATAA GAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC, обес-
печивающих амплификацию гипервариабельных участков V4/V5 16S 
рРНК. Секвенирование проводили на приборе Miseq (Illumina, США) с 
длиной прочтения по 300 нуклеотидов с двух концов. 

Обработку результатов секвенирования, расчет альфа и бета разно-
образия проводили с использованием программного обеспечения 
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QIIME [19]. Для определения таксономической принадлежности про-
чтений использовали базу данных GreenGenes версии 13.5 [20]. Для 
оценки альфа-разнообразия образцы прореживали на уровне образца с 
минимальной представленностью операционных таксономических 
единиц (118 ОТЕ/образец) с последующим подсчетом индекса таксо-
номического разнообразия Chao 1 в исследуемых группах и сравнением 
их с использованием непараметрического Т-критерия при 9999 пере-
становках. Оценку бета-разнообразия проводили методом анализа 
главных координат (PCoA) в метрике weighted Unifrac с предваритель-
ной нормализацией данных по алгоритму CSS [21]. Для определения 
силы эффекта R и оценки уровня его достоверности использовали ме-
тод анализа общности (ANalysis Of SIMilarity, ANOSIM) с оценкой до-
стоверности при 9999 перестановках. Для статистического анализа 
представленности бактериальных таксонов в образцах использовали 
модель FitFeatureModel пакета metagenomeSeq языка R [22]. Коррекцию 
значений p на множественное сравнение проводили методом Бенджа-
мини-Хохберга различия считали статистически значимыми при 
p < 0,05 после применения поправки. 

 
Результаты исследования 

 
При сравнении концентрации гемозоина в различных органах у 

инвазированных и интактных животных были получены статистически 
значимые различия только для печени. Увеличение концентрации ге-
мозоина в печени было характерно для 8-й и 38-й недели инвазии при 
сравнении с контрольной группой животных (рис. 1), что свидетель-
ствует о преимущественном накоплении гемозоина в печени и мини-
мальном распространи гемозоина по другим органам и тканям хозяина 
с кровью при экспериментальном описторхозе. 

 

 
 

Рис. 1. Увеличение концентрации гемозоина в печени: 
а — концентрация гемозоина в тканях животных с описторхозом на 8-й неделе инвазии  
(n = 5) и у интактных животных (n = 5); б — концентрация гемозоина в тканях животных  

с описторхозом на 38-й неделе инвазии (n = 5) и у интактных животных (n = 5);  
* — статистически значимые различия при сравнении с контрольной группой животных 
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При анализе микробиотического состава желчных протоков образ-
цов, включенных в исследование, методом высокопроизводительного 
секвенирования гена 16S рРНК было получено 56439 ридов. Проводили 
сравнение образцов желчных протоков от интактных животных (OF–), 
желчных протоков от животных с описторхозом, учитывая факт нали-
чия гемозоина (OFHz+) и (OFHz–). При оценке альфа-разнообразия на 
основе индекса Chao1 выявлено, что микробиота желчных протоков 
инвазированных животных характеризовалась большим альфа-разно-
образием при сравнении с интактными животными (рис. 2, а). При 
этом не обнаружено статистически значимых различий по альфа-разно-
образию микробиты при сравнении желчных протоков в зависимости от 
присутствия гемозоина. При оценке бета-разнообразия микробиоты 
желчных протоков методом анализа главных координат различий между 
интактными и инвазированными животными не обнаружено (рис. 2, б). 

Полученный нами результат свидетельствует о том, что инвазия 
O. felineus приводит к увеличению альфа-разнообразия микробиоты в 
желчных протоках, при этом присутствие гемозоина не оказывает су-
щественного влияния на микробиотический состав желчных протоков. 
Ранее было показано, что гельминтная инвазия кишечника может при-
водить к увеличению альфа-разнообразия микробиоты [23; 24]. Для 
кишечника увеличение альфа-разнообразия микробиоты оценивают 
как фактор с протективным эффектом в отношении ожирения и дру-
гих болезней [25]. Однако роль увеличения альфа-разнообразия мик-
робиоты желчных протоков на формирование заболеваний, в частно-
сти болезней печени, на данный момент остается неисследованной. 

 

 
 

Рис. 2. Оценка альфа- и бета-разнообразий: 
а — альфа-разнообразие на основе индекса Chao1 (представлены медианы  

и интеквартельный размах). (OF–) — микробиота желчных протоков интакных животных;  
(OFHz–) — микробиота желчных протоков с инвазией без гемозоина; (OFHz+) —  

микробиота желчных протоков, заполненных гемозоином, от инвазированных животных; 
б — график первых двух компонент метода главных координат (PCoA).  

По осям: главные компоненты РС1, РС2, в скобках для каждой главной компоненты  
указана объясняемая ею доля вариабельности данных. Треугольники-образцы желчных  
протоков без гемозоина от инвазированных животных, квадраты-образцы желчных  

протоков от интактных животных, круги-образцы желчных протоков,  
содержащие гемозоин у животных с описторхоом; * — статистически значимые различия  

при сравнении с контрольной группой животных 
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Ранее влияние описторхозной инвазии на микробиотический со-
став желчи было оценено у людей с желчекаменной болезнью. Было по-
казано, что описторхозная инвазия не оказывает влияния на альфа-раз-
нообразие микробиоты желчи, однако имеет вклад в бета-разнообразие 
микробиоты. Были выявлены микроорганизмы желчи, которые ассоци-
ированы с инвазией O. felineus [16]. В данном исследовании микробиоты 
желчных протоков на фоне описторхоза не обнаружены микроорганиз-
мы, представленность которых менялась бы на фоне инвазии. 

Проведен метагеномный анализ образцов зрелых форм O. felineus, 
на рисунке 3 изображена тепловая карта представленности преоблада-
ющих таксонов микроорганизмов (90 % суммарного покрытия) в мета-
геномных образцах зрелых форм O. felineus. Наиболее представленны-
ми родами микроорганизмов в образцах зрелых форм O. felineis явля-
ются Sphingomonas, Prevotella, Methylobacterium. 

 

 
 

Рис. 3. Тепловая карта содержания найденных таксонов (на уровне родов)  
в образцах зрелых форм O. felineus (n = 5) 

 
Родственным видом опистрхид для O. felineus является O. vivirrini 

[26], вызывающий описторхоз на территории Юго-Восточнй Азиии [27]. 
Для микробиоты O. vivirrini характерно преобладание таксонов 
Bifidobacterium, Faecalibacterium, Eubacterium [28], представленность кото-
рых в образцах O. felineus была низкой. Можно предполагать, что на 
микробиоту гельминта существенное влияние оказывает факторы 
внешней среды, в случае паразитирования воздействие факторов опре-
делено организмом хозяина, в частности его собственной микробиотой. 
Полученные нами данные находятся в соответствии с гипотезой о тес-
ном взаимодействии микробиоты организма хозяина и паразита [28]. 

Таким образом, в результате проведенного исследования оценено 
распределение гемозоина в различных органах при эксперименталь-
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ном описторхозе, были получены данные о преимущественном накоп-
лении гемозоина в печени как при острой, так и при хронической опи-
сторхозной инвазии. Такая картина не соответствует ситуации при ма-
лярии, при которой гемозоин накапливается полиорганно. С учетом 
того, что зрелые формы описторхов продуцируют значительное коли-
чество гемозоина, который практически весь локализуется в печени, 
необходимо обращать более пристальное внимание на данный фактор 
и его роль в патогенезе описторхоза и прежде всего исследовать его 
иммуномодулирующие свойства. 

При исследовании микробиоты желчных путей на фоне инвазии 
было показано, что инвазия O. felineus приводит к увеличению альфа-
разнообразия желчных протоков, однако этот эффект не связан с 
накоплением гемозоина в желчных протоках. Отсутствие выраженного 
изменения состава микробиоты при окклюзии желчных протоков гемо-
зоином удивительно, однако может объясняться его иммуномодули-
рующим действием. 

В ходе исследования охарактеризованы метагеномные образцы зре-
лых форм O. felineus. Наиболее представленными таксонами в образцах 
зрелых форм O. felineis являются Sphingomonas, Prevotella, Methylobac-
terium. 

 
Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ (договор № 16-34-00403) (мол_а). 
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