
ВВЕДЕНИЕ

Определяющая особенность эпителиальных
тканей (кожи, репродуктивного, дыхательного и
желудочно-кишечного трактов) — создание барьеров
для формирования динамической внешней среды 
с целью обеспечения гомеостаза организма в целом [1].
В последнее десятилетие накоплено достаточно знаний
о том, что колонизация микробиотой различных
эпителиальных тканей организма-хозяина имеет
важное значение как в егофизиологии, так и в развитии
различных заболеваний холоорганизма [2]. Такое
влияние опосредованно в значительной степени
различными микробными метаболитами и факторами,
а не самой микробиотой [3]. Данные микробные
вещества принято называть “постбиотиками” [4].
Метаболизм постбиотиков вносит значимый вклад 
в иммунное обучение хозяина и провокацию 
его аутоагрессии [5], а также в регуляцию 
пищевого поведения [6] и в формирование
оросенсорных предпочтений. Кроме того, данные
вещества принимают участие в развитии
метаболических заболеваний, таких как ожирение [7],
инсулинорезистентность и сахарный диабет [8]. 
Вряде работ показана ведущая роль микробиотических
метаболитов в развитии рака или наоборот 
в предотвращении опухолевого роста [9, 10].

Микробный метаболизм пищевых компонентов
обеспечивает организм хозяина питательными

веществами, витаминами, короткоцепочечными
жирными кислотами, вторичными и третичными
желчными кислотами, эссенциальными аминокислотами
и их производными [1]. Среди аминокислот 
одно из важных мест для гомеостаза холоорганизма
занимают триптофан и его метаболиты [11].
Триптофан относится к незаменимым аминокислотам.
Считается, что лишь небольшая часть экзогенного
триптофана служит субстратом для синтеза 
белков, а остальной триптофан метаболизируется
клетками макроорганизма (кинурениновый и
серотониновый пути) или микроорганизмами
кишечника (индольный путь) [12]. Девиации 
в метаболизме данной аминокислоты характеризуют
дисбиотический фенотип микробиоты, а это зачастую
сопровождается развитием воспалительных
заболеваний кишечника [13], метаболических
нарушений [7], развитием опухолей [14], прогрессией
развития атеросклероза [15–17] и др. Метаболизм
триптофана в кишечнике включает его прямое
преобразование кишечными микроорганизмами 
в индол и его производные, многие из которых
являются лигандами для арилгидрокарбоновых
рецепторов (AhR) [18]. Данные рецепторы 
напрямую активируются пищевыми молекулами и
ксенобиотиками. Передача сигналов AhR считается
ключевым компонентом иммунного ответа на участках
эпителиальных барьеров, что имеет важное значение
для гомеостаза кишечника, обновления эпителия,
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Микробиота кишечника — один из ключевых поставщиков метаболитов триптофана — катаболитов, 
которые выполняют различные функции в организме хозяина, в том числе являются сигнальными молекулами.
Трансплантация фекальной микробиоты (ТФМ) получила достаточно широкое применение как метод, 
позволяющий определить вклад микроорганизмов в содержание различных метаболитов в холоорганизме. 
В связи с этим целью нашего исследования было изучение влияния ТФМ на уровень метаболитов триптофана 
в кале и крови у гнотобионтных мышей. Установлено, что как до, так и после ТФМ доминантными метаболитами
триптофана в кишечнике являются индол-3-лактат и хинолиновая кислота. ТФМ повышает содержание как индолов 
(индол-3-ацетата, индол-3-акрилата, индол-3-бутирата, индол-3-лактата), так и кинуренинов (антраниловой и
ксантуреновой кислот) в кишечнике. В сыворотке крови после проведения ТФМ повышаются преимущественно
индольные метаболиты (индол-3-бутират, индол-3-карбоксальдегид, индол-3-лактат, индол-3-пропионат), однако
также повышаются триптамин и ксантуреновая кислота. Применение ТФМ демонстрирует, что микробиота
кишечника — источник не только индольных производных триптофана, а и метаболитов кинуренинового пути. 
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целостности барьера и многих типов иммунных
клеток, таких как интраэпителиальные лимфоциты,
клетки Th17, врождённые лимфоидные клетки,
макрофаги и т. д. [19]. 

Раннее было показано, что продукция кинуренина
в кишечнике у гнотобионтных мышей снижена, 
при нормальной продукции индол-3-ацетата; 
при этом у стерильных животных отмечен дефицит
триптофановых лигандов AhR [20]. В этом контексте
не совсем понятно, почему индол-3-ацетат 
у стерильных животных не снижен, если основным
поставщиком индольных метаболитов является
микробиота. Предполагается, что воспаление 
в кишечнике и нарушение его проницаемости
развиваются именно из-за дефицита триптофановых
лигандов AhR [17]. Потенциально, трансплантация
фекальной микробиоты (ТФМ) может обеспечить
нормальный уровень триптофановых метаболитов 
в кишечнике, что может быть перспективным 
при лечении воспалительных заболеваний в нём. 
ТФМ — это метод транспортировки фекальной
микробиоты здорового донора реципиенту через
назогастральный зонд, колоноскоп, клизму, капсулу
или их комбинацию для восстановления нормального
общего состояния организма. ТФМ получила широкое
признание как подход к определению причинной роли
микробиома в моделях заболеваний, связанных 
с дисбиозом кишечника, а также как новый 
способ терапии, позитивно влияющий на течение
различных заболеваний [21]. Показано влияние ТФМ
на метаболическую активность микробиоты
кишечника и синтез алкилрезорцинолов [22]. 

Однако остаётся до конца не изученным, 
как ТФМ влияет на содержание триптофана и 
его метаболитов в кишечнике и в сыворотке крови
реципиентов в норме. Поэтому целью нашего
исследования было изучение влияния ТФМ 
на содержание метаболитов обмена триптофана 
у гнотобионтных мышей в кишечнике и 
в сыворотке крови. 

МЕТОДИКА

Исследование проведено в Испытательном
лабораторном центре Национального медицинского
исследовательского центра онкологии.

Животные

Мыши Balb/c germ-free, имеющие 
germ-free-статус, были получены из “Taconic
Biosciences” (США). Вес животных составлял 18–28 г,
возраст — 8–10 недель. Период акклиматизации
мышей составлял не менее 4 дней. Животных
содержали в SPF-зоне вивария в клетках Iso Cage 
для мышей группами по 5 особей в клетке 
при температуре 20–23°С, влажности 35–75%, 
с циркуляцией очищенного воздуха 10–15 л/ч. 
Был использован подстил для лабораторных животных
Rehofix MK 2000 (“JRS”, Германия). Животные
получали без ограничений полнорационный
гранулированный экструдированный корм
(“Лабораторкорм”, Россия) и чистую питьевую воду.

Подстил, корм и бутылочки с водой подвергали
автоклавированию при помощи автоклава 
DGM AND 300 (“DGM Global Trading AG”,
Швейцария). Перед началом эксперимента 
был проведён клинический осмотр и взвешивание
животных. Каждому животному был присвоен
отдельный идентификационный номер путём
прикрепления ушной бирки к ушной раковине. 

Были изучены две группы гнотобионтных
мышей. Контрольная группа животных (n=10)
внутрижелудочно получала 0,9% раствор NaCl.
Группе наблюдения (n=10) внутрижелудочно 
вводили фекальную микробиоту от условно 
здорового донора женского пола 48 лет, который 
в последние 3 месяца не принимал антибиотики, 
про-, пре- или симбиотические препараты.

Эвтаназию проводили путём декапитации 
на 14 день после последней процедуры ТФМ.

Подготовка фекальной микробиоты 
для трансплантации экспериментальным животным

Образцы фекалий донора (1 г) были 
заморожены при температуре -70°С. Для подготовки
проб фекалий и трансплантации фекальной
микробиоты от замороженной пробы кала донора 
был произведён скол, который гомогенизировали 
с использованием ультразвукового гомогенизатора 
в физиологическом растворе (в соотношении 0,1 г кала
и 1000 мкл физ. раствора). Гомогенат фильтровали
через беззольный бумажный фильтр средней 
скорости фильтрации, а фильтрат использовали 
для последующего введения мышам.

Пути и режимы введения фекальной микробиоты

Введение фекальной микробиоты 
осуществляли внутрижелудочно. Животным
экспериментальной группы внутрижелудочно 
вводили 100 мкл отфильтрованной взвеси фекальной
микробиоты донора трёхкратно (100 мкл/день).
Мышам контрольной группы вводили 
100 мкл 0,9% физ. раствора трёхкратно (100 мкл/день).

Определение содержания триптофана и 
его метаболитов в кишечнике и сыворотке крови

Стандартные растворы для профилирования
метаболитов триптофанового обмена, а также 
хлорид натрия, бычий сывороточный альбумин (БСА),
муравьиная кислота, 6-гидроксиникотиновая кислота,
3-индолакриловая кислота и аскорбиновая кислота
были получены от “Sigma-Aldrich” (США).
Ацетонитрил был получен от “Chromasolv®, 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH” (Швейцария). 

Количественный анализ метаболитов обмена
триптофана в сыворотке крови и кишечнике
проводили методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии с масс-спектрометрическим (МС)
детектированием (ВЭЖХ-МС/МС). Анализ проводили
при помощи жидкостного хроматографа Agilent 1200
(“Agilent Inc.”, США) с системой автоматического
ввода образцов, термостатом колонки и 
дегазатором. Хроматографическое разделение
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выполняли с использованием аналитической колонки
Discovery PFP HS F5 (2,1×150 мм; 3 мкм, 
“Supelco Inc.”, США). Состав подвижной фазы: 
фаза А — 0,1% раствор муравьиной кислоты 
в деионизированной воде; фаза В — 100% ацетонитрил
для хроматографии. Градиент подвижной фазы 
от 1% в до 10% в течение 4 мин, далее до 90% В 
к 9 мин анализа. Скорость потока подвижной фазы
была 0,40 мл/мин. 

Для детектирования использован МС детектор 
на основе тройного квадруполя Agilent 6460 
(“Agilent Inc.”) MRM и электрораспылительной
ионизацией. Характеристические для каждого
соединения родительские и дочерние ионы 
для режима MRM, а также параметры ионизации и
диссоциации были оптимизированы с использованием
стандартов исследуемых метаболитов. Полученный
сигнал обрабатывали при помощи программного
обеспечения Masshunter (“Agilent Inc.”).

Расчёт концентраций метаболитов проводили 
с использованием внутреннего стандарта 
(2-гидроксиникотиновая кислота (“Sigma-Aldrich”)).
Стандартные растворы определяемых соединений
готовили с использованием искусственной матрицы,
содержащей 2% бычий сывороточный альбумин 
и 0,9% хлорид натрия. В матрицу добавляли
исследуемые метаболиты и проводили подготовку
согласно методике анализа [23]. 

Для подготовки пробы сыворотки крови 
к 100 мкл крови добавляли внутренний стандарт 
(2-гидроксиникотиновую кислоту), осаждали 
белки ацетонитрилом, супернатант упаривали и
перерастворяли в 10% метаноле в воде с добавлением
аскорбиновой кислоты для предотвращения
окисления аналитов.

Для подготовки пробы кала его лиофилизировали
до сухого остатка, далее навеску около 5 мг
экстрагировали 50% метанолом в воде с добавлением
внутреннего стандарта и аскорбиновой кислоты.
После центрифугирования образец анализировали
методом ВЭЖХ-МС/МС. 

Методика была валидирована по показателям
селективности, линейности, точности,
воспроизводимости, матричному эффекту и
стабильности аналита. Валидацию проводили 
в соответствии с руководством по валидации
биоаналитических методик FDA [24].

Методы статистического анализа

Накопление, корректировку, систематизацию
исходной информации полученных результатов
осуществляли в электронных таблицах 
Microsoft Office Excel 2021. Статистическую
обработку результатов исследования проводили 
с использованием программного обеспечения
MedCalc® Statistical Software v. 22.013 (“MedCalc
Software Ltd.”, Бельгия). Все полученные массивы
данных были проверены на нормальность
распределения при помощи критерия Шапиро-Уилка.
Ввиду преобладания ненормального распределения
были использованы методы непараметрического

анализа.Сравнительный анализ выполнялся с расчётом
критерия Краскела-Уоллиса. При отвержении нулевой
гипотезы (p<0,05) автоматически выполняли
апостериорный тест по методу Conover для попарного
сравнения групп. Для описания полученных 
данных использовали медиану и межквартильный
размах (Me [Q1; Q3]).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В кале гнотобионтных животных контрольной
группы содержание триптофана было незначительно и
статистически незначимо (на 11%) выше, чем в группе
животных, получавших ТФМ. В содержимом
кишечника контрольной группы мышей минорными
катаболитами обмена триптофана (до 1 нмоль/г)
являются как производные кинуренинового пути, 
так и индольные метаболиты. К ним относятся:
антраниловая кислота, индол-3-карбоксальдегид,
индол-3-бутират, индол-3-пропионат, ксантуреновая
кислота, гидроксииндол-ацетат, индол-3-ацетат 
и кинуренин. Среди индольных метаболитов
доминантными для гнотобионтных мышей
контрольной группы являются индол-3-лактат и индол,
а среди кинуренинов — хинолиновая кислота (рис. 1).

Следует отметить, что после ТФМ у мышей 
в кишечнике также остаётся доминантным
метаболитом индольного обмена индол-3-лактат, 
а для кинуренинов — хинолиновая кислота. При этом
концентрация обоих метаболитов статистически
значимо увеличивается. Так, концентрация
хинолиновой кислоты в кишечнике повышалась на 47%,
а содержание индол-3-лактата увеличивалось 
намного выше — в 6,5 раз. При этом индол-3-ацетат и
ксантуреновая кислота после ТФМ переставали 
быть минорными метаболитами. Содержание 
индол-3-ацетата после ТФМ повышалось в 7,1 раз,
тогда как для ксантуреновой кислоты установлено
почти 10-кратное увеличение содержания после
проведения ТФМ. Также статистически значимо было
повышено в 2,4 раза содержание антраниловой
кислоты по сравнению с контрольной группой
животных. Индол-3-акрилат был статистически
значимо повышен в 1,45 раза в группе наблюдения, 
а индол-3-бутират был выше в группе наблюдения 
в 2,2 раза (рис. 1).

Важно отметить, что после ТФМ изменения
содержания триптофановых метаболитов произошли
не только в содержимом кишечника, а также 
и в сыворотке крови животных (рис. 2). Статистически
значимо в крови животных увеличилось содержание
индол-3-бутирата, индол-3-карбоксальдегида, 
индол-3-лактата, индол-3-пропионата, триптамина и
ксантуреновой кислоты. 

При этом необходимо отметить, что после
проведения ТФМ отмечено статистически 
значимое увеличение содержание индол-3-бутирата,
индол-3-лактата и ксантуреновой кислоты в кишечнике
(рис. 1). Данное наблюдение свидетельствует 
в пользу того, что основным источником указанных
сывороточных метаболитов триптофана является
именно микробиота кишечника.
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Рисунок 2. Содержание в крови (нмоль/л) метаболитов триптофана. Использовали медиану (Me) и межквартильный
размах (Q1; Q3). Жирным стилем выделены статистически значимые отличия (р<0,05) содержания метаболитов
обмена триптофана в контрольной группе и группе наблюдения.

Рисунок 1. Содержание в кале (нмоль/г) метаболитов триптофана. Использовали медиану (Me) и межквартильный
размах (Q1; Q3). Жирным стилем выделены статистически значимые отличия (р<0,05) содержания метаболитов
обмена триптофана в контрольной группе и группе наблюдения.



ОБСУЖДЕНИЕ

Наличие индольных метаболитов триптофана 
в кишечнике у гнотобионтных мышей 
может быть обусловлено поступлением с пищей,
продукцией микробиоты иной локализации, 
а также частичной контаминацией кишечника и
продукция клетками организма хозяина [20].
Повышение содержания в кале метаболитов 
как кинуренинового, так и индольного путей
катаболизма триптофана отражает стимуляцию
триптофанового катаболизма после проведения ТФМ.
При этом сохраняется преобладание содержания
индол-3-лактата и хинолиновой кислоты. 
Для организма человека доминантными индольными
производными в кале являются индол, индол-3-ацетат
и индол-3-пропионат [25]. Высокое содержание
индол-3-лактата как в контроле, так и в группе
наблюдения может отражать активацию метаболизма
видоспецифической микробиоты для мышей. 
Нами показано, что ТФМ стимулирует превращение
триптофана по обоим путям катаболизма. Так, после
применения ТФМ происходит стимуляция не только
специфичного для микроорганизмов индольного пути
катаболизма триптофана, а и кинуренинового пути
обмена триптофана, характерного для клеток
организма-хозяина. Ранее на лабораторных животных
(цыплята) было показано, что ТФМ приводит 
к повышению содержания триптофана, серотонина 
и индола в содержимом тонкой кишки [26]. 
При этом происходило увеличение Lactobacillus и
снижение численности некоторых условно-патогенных
бактерий, таких как Enterococcus и Streptococcus. 
В этом же исследовании было установлено, что ТФМ
увеличивает экспрессию AhR, что, в свою очередь,
может поддерживать баланс клеток Th17/Treg [26] и
способствовать противовоспалительному эффекту
проводимой ТФМ. Можно предположить, что ТФМ
меняет микробное разнообразие и вместе с тем
значимо влияет как на продукцию триптофана, 
так и на все три ключевые пути катаболизма 
данной аминокислоты. Есть данные о существенном
повышении триптамина (более чем в 200 раз) 
после проведения ТФМ человека мышам [12]. 
Однако в нашем исследовании не установлено
статистически значимых отличий в уровнях
триптамина в кале или крови мышей после ТФМ.

Учитывая, что в организме человека 
индольный путь потребляет лишь 1% экзогенного
триптофана, тогда как кинурениновый путь 95% [27],
мы рассчитали сколько потенциально экзогенного
триптофана в кишечнике превращается 
у контрольных мышей и мышей после проведения
процедуры ТФМ. Мы приняли содержание
триптофана в кишечнике за 100% и рассчитали
суммарное содержание отдельно метаболитов
индольного пути катаболизма триптофана 
(сумма всех индольных метаболитов ×100 /
содержание триптофана) и отдельно метаболитов
кинуренинового обмена (сумма всех метаболитов
кинуренинового пути ×100 / содержание триптофана).
Как показали наши работы, у контрольных 

животных потенциально около 6% триптофана
утилизируется по кинурениновому пути, тогда как
только 4,1% триптофана подвергается катаболизму 
по индольному пути. После ТФМ уровень 
утилизации триптофана по кинурениновому пути
достиг 13%, тогда как по индольному пути
превращение триптофана превысило 20%. 
Это подтверждает значимую роль микробиоты
кишечника как в образовании метаболитов
кинуренинового обмена, так и в образовании
метаболитов индольного пути обмена триптофана.
Кроме того, количество триптофана, который
превращается по индольному пути существенно
превышает имеющееся представление об одном
проценте утилизации триптофана до индолов.

Следует отметить, что в сыворотке крови
преимущественно повысилось содержание 
именно индольных метаболитов триптофанового
обмена. Общепринято считать индольные 
метаболиты исключительно микробиотическими [28].
Сывороточный серотонин, кинуренин и хинолиновая
кислота не отличались у контрольной группы мышей
и в группе наблюдения. При этом существуют 
работы, показывающие, что ТФМ повышает 
уровень серотонина крови [26]. Важно отметить
статистически значимое увеличение ксантуреновой
кислоты в крови животных после ТФМ.
Ксантуреновая кислота представляет собой метаболит
кинуренина, образующийся при трансаминировании
3-гидроксикинуренина. Недавно полученные данные
свидетельствуют о том, что ксантуреновая кислота
может влиять на функцию мозга и нейротрансмиссию,
а также взаимодействовать с метаботропными
рецепторами глутамата (mGlu) [29]. Эффекты
ксантуреновой кислоты in vitro и in vivo, по-видимому,
опосредованы активацией рецепторов mGlu2 и mGlu3.
Однако действие ксантуреновой кислоты может
выходить за рамки регуляции рецепторов mGlu 
и затрагивать разнообразные молекулярные 
мишени, например везикулярные переносчики 
глутамата [29].Ксантуреновая кислота рассматривается
как видоспецифичный метаболит, и принято считать,
что микробиота её не продуцирует; в её образовании
участвуют исключительно клетки макроорганизма [3].
Полученные результаты дают нам возможность
предположить, что ксантуреновая кислота также имеет
и микробиотическое происхождение. Содержание
индол-3-бутирата, индол-3-лактата и ксантуреновой
кислоты в сыворотке крови потенциально 
может отражать состояние абиоза или дисбиоза и
подчёркивает ключевую роль микробиоты кишечника
в их продукции. Индол и его производные
способствуют кишечному иммунному гомеостазу,
активируя AhR для защиты кишечного барьера.
Активация пути AhR в кишечных эпителиальных
клетках жизненно важна для защиты ниш стволовых
клеток и поддержания целостности кишечного
барьера [30]. Следует отметить, что в нашем
исследовании мы использовали принцип “одиночного
случайного донора”, при этом есть работы,
показывающие подбор “супердонора” или объединение
множества доноров [31].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведение ТФМ значимо влияет на метаболизм
триптофана в организме и содержание егометаболитов
как в кишечнике, так и в сыворотке крови. 
ТФМ повышает продукцию не только 
индольных метаболитов, которые общепринято
считать микробиотическими, но и метаболитов
кинуренинового пути. Доминантными метаболитами
триптофана в кишечнике как в контроле, так и после
проведённой ТФМ являются индол-3-лактат и
хинолиновая кислота. При этом для сыворотки 
крови статистической значимости в разнице 
ни для индол-3-лактата, ни для хинолиновой кислоты
у животных обследованных групп не установлено.
Специфично, что после проведения ТФМ 
происходит повышение содержания индол-3-бутирата,
индол-3-лактата и ксантуреновой кислоты 
как в содержимом кишечника, так и в сыворотке крови.
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THE EFFECT OF FECAL MICROBIOTA TRANSPLANTATION ON LEVELS OF TRYPTOPHAN
METABOLITES IN THE INTESTINE AND SERUM OF GNOTOBIOTIC MICE

O.P. Shatova1*, A.V. Shestopalov1, E.Yu. Zlatnik2, I.A. Novikova2, A.S. Goncharova2, A.Yu. Maksimov2
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1 Ostrovitianova str., Moscow, 117997 Russia; *e-mail: shatova.op@gmail.com

2National Medical Research Centre for Oncology, 
63, 14th Line str., Rostov-on-Don, 344019 Russia

Gut microbiota is one of the key suppliers of tryptophan metabolites, which perform various functions 
in the host organism, including their role as signaling molecules. Fecal microbiota transplantation (FMT) 
is widely used as a method for determining the contribution of microorganisms to the content of various metabolites 
in the holoorganism. In this regard, the aim of our study was to investigate the effect of FMT on the level 
of tryptophan metabolites in feces and blood in gnotobiotic mice. It was found that both before and after FMT, 
indole-3-lactate and quinolinic acid were the dominant tryptophan metabolites in the intestine. FMT increased 
the content of both indoles (indole-3-acetate, indole-3-acrylate, indole-3-butyrate, indole-3-lactate) and 
kynurenines (anthranilic and xanthurenic acids) in the intestine. In serum of mice after FMT, indole metabolites 
(indole-3-butyrate, indole-3-carboxaldehyde, indole-3-lactate, indole-3-propionate) predominantly increased; 
however, tryptamine and xanthurenic acid also demonstrated a clear increase. The use of FMT demonstrates 
that the intestinal microbiota is a source of not only indole derivatives of tryptophan, but also metabolites 
of the kynurenine pathway.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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