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Резюме

Рак молочной железы (РМЖ) занимает лидирующее место по заболеваемости и входит в пятерку самых смер-
тельных злокачественных опухолей в мире и в России. Увеличивается количество исследований, выявляющих 
связь микробиоты с возникновением и/или прогрессированием РМЖ, а также других онкологических заболе-
ваний. Микробиота кишечника рассматривается как потенциальный диагностический и прогностический онко-
биомаркер. Цель исследования – проведение метагеномного анализа состава микробиоты кишечника методом 
секвенирования гена 16S рРНК у самок крыс линии Wistar c химически индуцированным РМЖ и последующим 
проведением химиотерапии, оперативного лечения и комбинации данных методов лечения. Материал и ме-
тоды. Исследования выполнены на половозрелых самках крыс линии Wistar. На начало эксперимента возраст 
животных составлял 3 месяца, масса – 250–300 г. Для исследования было сформировано 5 групп: интактные 
крысы (n = 6); крысы с РМЖ без лечения (n = 7); крысы с РМЖ, которым проводили химиотерапию в монорежи-
ме (n = 8); крысы с РМЖ, которым выполняли только хирургическое удаление опухоли (n = 10); крысы с РМЖ, 
которым проводили хирургическое удаление опухоли и химиотерапию (n = 9). У животных собирали образцы 
фекалий для последующего метагеномного анализа методом секвенирования гена 16S рРНК (прижизненно), 
которое проводили с использованием MiSeq System (Illumina, США) набором MiSeq Reagent Kit v2 (500-cycles) 
парноконцевыми чтениями 2×250 п.н. Результаты и их обсуждение. Большинство выделенных бактерий в экс-
периментальных группах принадлежало к типам Firmicutes и Bacteroidetes – типичным представителям микро-
биоты ЖКТ крыс Wistar. В группе с РМЖ без лечения в составе кишечной микрофлоры отмечался дисбиоз за 
счет повышения уровня Bacteroidetes и численности бактерий типа Actinobacteria. После химиотерапии РМЖ 
выявлено снижение уровня Firmicutes при повышении количества Bacteroidetes и Proteobacteria, после опера-
тивного лечения – увеличение численности Verrucomicrobia, обусловленное влиянием Verrucomicrobia на ре-
парацию операционной раны. При химически индуцированном РМЖ, а также при разных методах лечения в 
кишечнике крыс обнаружено снижение соотношения Firmicutes/(Firmicutes+Bacteroidetes) по сравнению с ин-
тактными животными. Чтобы понять, можно ли использовать данное соотношение в качестве дополнительного 
диагностического биомаркера РМЖ, требуется дальнейшее исследование на пациентах с РМЖ. 

Ключевые слова: индуцированный рак молочной железы, секвенирование, микробиота, соотношение 
Firmicutes/(Firmicutes+Bacteroidetes), оперативное лечение, химиотерапия. 
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Abstract

Breast cancer (BC) is the leading cancer in terms of incidence and is among the five most lethal malignant tumors in the 
world and in Russia. The number of studies revealing the relationship between microbiota and the occurrence and/or 
progression of BC, as well as other oncological diseases, is increasing. Intestinal microbiota is considered as a potential 
diagnostic and prognostic oncobiomarker. The aim of the study was to conduct a metagenomic analysis of the intesti-
nal microbiota composition using 16S rRNA gene sequencing in female Wistar rats with chemically induced BC and 
subsequent chemotherapy, surgery, and a combination of these treatment methods.Material and methods. The studies 
were performed on mature female Wistar rats. At the beginning of the experiment, the age of female Wistar rats was 3 
months, and the weight of the animals was 250–300 g. For the study, 5 groups were formed: intact rats (n = 6); rats with 
BC without treatment (n = 7); rats with BC that received chemotherapy alone (n = 8); rats with BC that received only 
surgical removal of the tumor (n = 10); rats with BC that received surgical removal of the tumor and chemotherapy (n = 
9). Fecal samples from the studied groups of rats were collected for subsequent metagenomic analysis by 16S rRNA gene 
sequencing, which was performed using the MiSeq System (Illumina, USA) with the MiSeq Reagent Kit v2 (500-cy-
cles) with 2×250 bp double-ended reads. Results and discussion. The most of the isolated bacteria in the experimental 
groups belonged to the Firmicutes and Bacteroidetes types, typical representatives of the gastrointestinal tract microbi-
ota of Wistar rats. In the group with ВС without treatment, dysbiosis was observed in the intestinal microflora due to an 
increase in the level of Bacteroidetes and the number of bacteria such as Actinobacteria. After chemotherapy, a decrease 
in the level of Firmicutes with an increase in the number of Bacteroidetes and Proteobacteria was found, after surgical 
treatment an increase in Verrucomicrobia was revealed, due to the effect of Verrucomicrobia on the reparation of the 
surgical wound. With chemically induced ВС, as well as with different treatment methods, a decrease in the Firmicutes 
/(Firmicutes + Bacteroidetes) ratio was found in the intestines of rats compared to the intact animals. Further studies in 
breast cancer patients are needed to understand whether this ratio can be used as an additional diagnostic biomarker for 
ВС.

Key words: induced breast cancer, sequencing, microbiota, Firmicutes/(Firmicutes+Bacteroidetes) ratio, surgical 
treatment, chemotherapy.
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Введение
Рак молочной железы (РМЖ) занимает веду-

щее место в мире по заболеваемости и смертно-
сти [1, 2]. Доказано, что микробиота задейство-
вана в важнейших процессах жизнедеятельности 
макроорганизма, а ее дисбаланс ассоциирован с 
развитием многих заболеваний, таких как ожи-
рение, воспалительные заболевания кишечника, 
онкологические заболевания [3–5]. В настоящее 
время микробиота кишечника рассматривается 
как потенциальный диагностический и прогно-
стический онкобиомаркер [3, 6, 7]. При этом сле-
дует отметить отсутствие исследований микро-
биоты в условиях экспериментального РМЖ или 
после проведения химиотерапии и оперативного 
лечения. 

В представленной работе проведен метаге-
номный анализ состава микробиоты кишечника 
методом секвенирования гена 16S рРНК у самок 
крыс линии Wistar c химически индуцированным 
РМЖ и последующим проведением химиотера-
пии, оперативного лечения и комбинации данных 
методов.

Материал и методы
Исследование выполнено на половозрелых 

самках крыс линии Wistar с соблюдением эти-
ческих принципов, изложенных в Директиве 
2010/63/EU Европейского парламента и Совета 
ЕС по охране животных. На начало эксперимента 
возраст животных составлял 3 месяца, масса – 
250–300 г. Для исследования сформировано пять 
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групп животных: интактные крысы (контроль, 
n = 6); крысы с РМЖ без лечения (РМЖ, n = 7); 
крысы с РМЖ, которым проводили химиотера-
пию (ХТ) в монорежиме (РМЖ+ХТ, n = 8); крысы 
с РМЖ, которым выполняли только хирургиче-
ское удаление опухоли (РМЖ+О, n = 10); крысы 
с РМЖ, которым проводили хирургическое уда-
ление опухоли и химиотерапию (РМЖ+О+ХТ, 
n = 9). РМЖ индуцировали 5-кратным подкож-
ным введением N-метил-N-нитрозомочевины 
(Sigma-Aldrich, США) с интервалом в 7 дней в 
область 2-й молочной железы справа [8], через 
6 месяцев начинали лечение. ХТ проводили вну-
трибрюшинной инъекцией доксорубицина в сум-
марной дозе 30 мг/м2. 

Нуклеиновые кислоты из замороженных 
образцов фекалий выделяли с помощью набо-
ра Meta Fec (Raissol Bio, РФ) в соответствии с 
рекомендациями производителя. ПЦР на рай-
он V4 проводили с использованием праймеров 
V4-515F 5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’ и 
V4-806R 5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’. 
Полученные ампликоны выделяли сорбцией на 
магнитных частицах AmPure XP, 60 нг амплико-
на использовали для получения NGS-библиотек 
набором Kapa Hyper Prep Kit с использованием 
двойных индексов KAPA UDI Adapter Kit (Roche, 
США), согласно инструкции производителя. 
Качество и молярность полученных библиотек 
определяли на биоанализаторе BA2100 набором 
High Sensitivity DNA Kit (Agilent, США). Секве-
нирование района V4 гена 16S рРНК проводили 
с использованием MiSeq System (Illumina, США) 
набором MiSeq Reagent Kit v2 (500-cycles) парно-
концевыми чтениями 2×250 п.н.

При биоинформатической обработке из би-
блиотек ампликонов удалены праймеры с исполь-
зованием cutadapt (3.5), оставлены прочтения 
со средним значением качества выше 18 и дли-
ной более 200; шумоподавление было выполне-
но при помощи QIIME 2 (2023.9). При помощи 
классификатора, предобученного на базе данных 
GreenGenes с 99 % OTU, выполнено соотнесение 
каждого варианта ампликонной последователь-
ности (amplicon sequence variant, ASV) с таксо-
номической единицей с использованием QIIME2, 
посчитаны различные метрики альфа-разнообра-
зия (индексы Шеннона, Пиелу, Симпсона, Чао 1). 
Для расчета попарных сравнений между группа-
ми использован критерий Уилкоксона с поправ-
кой Бенджамини – Хохберга на множественное 
тестирование. Данные отфильтрованы по порогу 
значимости eBH < 0,05.

Метрики бета-разнообразия посчитаны при 
помощи библиотеки vegan (2.6–4) для R, на ос-
нове которых построены диаграммы методом 

анализа главных координат (PCoA). При помощи 
библиотеки ALDex2 (1.34.0) для R проведен диф-
ференциальный анализ численности микроорга-
низмов на максимально доступном таксономи-
ческом уровне для попарного сравнения разных 
видов лечения. Данные отфильтрованы по порогу 
значимости eBH < 0,05. Для построения графи-
ка данные по процентному содержанию каждого 
ASV в образцах сгруппированы до уровня класса.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили в программе Statistica 10.0 
(StatSoft, США), меры центральной тенденции 
и рассеяния описаны медианой, нижним и верх-
ним квартилем (Me [Q1; Q3]), статистическую 
значимость различий рассчитывали по критерию 
Манна – Уитни при значениях p < 0,05. Стати-
стическая значимость различий в соотношении 
Firmicutes/(Firmicutes+Bacteroides) оценивали с 
помощью критерия Уилкоксона с поправкой Бон-
феррони. 

Результаты и их обсуждение
В результате секвенирования для каждого 

образца получены парные риды (медиана соста-
вила 169460 парных ридов на образец) длиной 
250 п.н., после обработки которых получено 2687 
ASV со средней длиной 253 нуклеотида. Пре-
имущественно все ASV таксономически охарак-
теризованы до максимально доступного уровня, 
сформировано 378 таксономически классифици-
рованных кластеров (рис. 1).

Обнаружены внутригрупповые различия так-
сономического состава микробиоты кишечника 
крыс (табл. 1). Для анализа межгрупповых разли-
чий использовали таксоны, составляющие более 
20 % ASV на образец. В сравнении с группой ин-
тактных животных изменения в составе кишеч-
ной микрофлоры в сторону дисбиоза отмечены у 
животных с РМЖ без лечения. В 33 раза увели-
чился уровень Bacteroidetes, а также численность 
бактерий типа Actinobacteria. В группе РМЖ с 
последующей ХТ показаны значительные изме-
нения в составе микробиоты кишечника, о чем 
свидетельствуют снижение уровня Firmicutes, 
повышение уровня Bacteroidetes и Proteobacteria. 
Повышение уровня Proteobacteria связано с вос-
палительными заболеваниями кишечника и опу-
холями в его толстом отделе, а также в целом ука-
зывает на такую общую причину, как воспаление 
[9, 10]. После оперативного лечения РМЖ и по-
сле оперативного лечения РМЖ и последующей 
ХТ наблюдали увеличение численности Verru-
comicrobia. По-видимому, это может быть обу-
словлено хирургическим удалением первичного 
опухолевого очага и последующим заживлением 
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Рис. 1. �Доля микроорганизмов разных классов в составе кишечной микробиоты крыс, %. ASV, чья численность 
суммарно по всем образцам была менее 1 %, сгруппированы в «Другие < 1 %»

Fig. 1. �The proportion of microorganisms of different classes in rat intestinal microbiota, %. ASVs with a total popula-
tion of less than 1 % in all samples are grouped into “Другие < 1 %”

Таблица 1. Основные выделенные таксоны кишечной микробиоты крыс, усл. ед.

Table 1. The main isolated taxa of rat intestinal microbiota, arb. units 

Группа Выделенные таксоны (более 20 % ASV на образец) Количество выделенных 
классов бактерий

Контрольная 
группа 
(n = 6)

класс Clostridia (тип Firmicutes) 32 [14,45; 40,93]
класс Bacteroidia (тип Bacteroidetes) 0,5 [0,25; 10,1]
класс Bacilli (тип Firmicutes) 32,8 [20,09; 36,2]
класс Erysipelotrichi (тип Firmicutes) 3,2 [2,08; 20,22]

РМЖ 
(n = 7)

класс Clostridia (тип Firmicutes) 32,2 [26,77; 43,91]
класс Bacteroidia (тип Bacteroidetes) 16,36 [11,05; 32,85]
класс Erysipelotrichi (тип Firmicutes) 7,4 [2,12; 20,55]
класс Actinobacteria (тип Actinobacteria) 4,2 [0,58; 13,43]

РМЖ+ХТ 
(n = 8)

класс Clostridia (тип Firmicutes) 37,8 [30,51; 40,93]
класс Bacteroidia (тип Bacteroidetes) 5,8 [0,73; 11,28]
класс Bacilli (тип Firmicutes) 26,5 [18,09; 31,5]
класс Gammaproteobacteria (тип Proteobacteria) 1,14 [0,18; 6,55]

РМЖ+О 
(n = 10)

класс Clostridia (тип Firmicutes) 34,6 [25,2; 45,64]
класс Bacteroidia (тип Bacteroidetes) 16,4 [5,79; 28,13]
класс Bacilli (тип Firmicutes) 7,1 [4,58; 19,74]
класс Verrucomicrobiae (тип Verrucomicrobia) 7,9 [1,47; 13,43]
класс Actinobacteria (тип Actinobacteria) 6,3 [0,23; 12,46]

РМЖ+О+ХТ 
(n = 9)

класс Clostridia (тип Firmicutes) 35,4 [30,42; 36,31]
класс Bacteroidia (тип Bacteroidetes) 33,8 [24,41; 34,32]
класс Verrucomicrobiae (тип Verrucomicrobia) 2,4 [2,23; 8,94]
класс Erysipelotrichi (тип Firmicutes) 0,19 [0,17; 0,99]
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На рис. 3 указаны значения индексов альфа-
разнообразия сообществ. Выявлена тенденция к 
уменьшению разнообразия внутри образцов при 
различных воздействиях (лечении), относитель-
но образцов животных с РМЖ без лечения, при 
этом в образцах группы контроля оно наиболее 
скудное. При попарных сравнениях значений 
метрик альфа-разнообразия групп с использова-
нием критерия Уилкоксона статистически значи-
мых различий по индексам Пиелу и Симпсона 
не обнаружено, выявлены различия по индек-
су Чао 1 между группами РМЖ и РМЖ+О+ХТ 
(eBH = 0,002), РМЖ+ХТ и РМЖ+О+ХТ 
(eBH = 0,014), по индексу Шеннона между груп-
пами РМЖ и РМЖ+О+ХТ (eBH = 0,003). В связи 
с гетерогенностью образцов группы интактных 
животных статистически значимых отличий от 
других экспериментальных групп не обнаружено. 

Анализ соотношения количества Firmicutes 
и Firmicutes+Bacteroidetes (Firmicutes/Firmic-
utes+Bacteroidetes) (табл. 2) показал, что в груп-

операционной раны. По данным литературы, при 
трансмуральном дефекте стенки толстой кишки 
Akkermansia muciniphila типа Verrucomicrobia 
улучшает заживление ран путем активации ме-
ханизма MyD88-зависимого пути, участвующего 
в контроле и регуляции экспрессии ИЛ-22, уско-
ряющего заживление ран, регенерацию тканей и 
выработку слизи [11, 12]. 

Как показано на рис. 2, обнаружены разли-
чия по 27 ASV между группой РМЖ без лечения 
и группой с хирургическим удалением опухоли 
и химиотерапией, по 22 ASV – между группами 
РМЖ+ХТ и РМЖ+О+ХТ, по 21 ASV – между 
контролем и животными с хирургическим удале-
нием опухоли и химиотерапией, по 9 ASV – меж-
ду группами РМЖ+О и РМЖ+О+ХТ, по 4 ASV – 
между группой с РМЖ без лечения и группой с 
хирургическим удалением опухоли, а также меж-
ду группами РМЖ+ХТ и РМЖ+О, по 2 ASV – 
между контрольной группой и группой с хирур-
гическим удалением опухоли.

Рис. 2. �Сравнение численности микроорганизмов кишечной микробиоты крыс
Fig. 2. �Statistical comparison of the number of microorganisms in rat intestinal microbiota
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пах с РМЖ без лечения и РМЖ+ХТ оно не имеет 
статистически значимых различий с интактной 
группой (p = 0,81 и p = 1,0000 соответственно), в 
то время как в группах РМЖ+О и РМЖ+О+ХТ – 
существенно меньше (на 27,3 и 46,3 % соответ-
ственно, p = 0,0240 и p = 0,0128). 

Заключение
Впервые в рамках одного исследования про-

ведена оценка состава кишечной микробиоты 
самок крыс Wistar при химически индуцирован-
ном РМЖ и его терапии разными методами (хи-
миотерапия, оперативное лечение и их комбина-
ция). Установлено, что большинство выделенных 
бактерий принадлежали к типам Firmicutes и 
Bacteroidetes – типичным представителям микро-

Рис. 3. �Анализ альфа-разнообразия кишечной микробиоты крыс по индексам Шеннона (а), Пиелу (б), Симпсона 
(в) и Чао 1 (г). Представлены медианы (линии), межквартильный размах («ящики»), диапазон без вы-
бросов (обозначены точками) («усы»)

Fig. 3. �Analysis of alpha diversity of rat intestinal microbiota in Wistar rats using Shannon (а), Pielou (б), Simpson (в) 
and Chao 1 indexes (г). Medians (lines), interquartile range (boxes), outliers (dots), non-outlier range (whiskers) 
are presented

Таблица 2. Соотношение Firmicutes/
(Firmicutes+Bacteroidetes) кишечной микробиоты 

крыс, усл. ед.

Table 2. The Firmicutes/(Firmicutes+Bacteroidetes) 
ratio of rat intestinal microbiota, arb. units 

Группа Firmicutes/
(Firmicutes+Bacteroidetes)

Контрольная группа 0,99 [0,88; 0,99]
РМЖ 0,79 [0,59; 0,85]
РМЖ+ХТ 0,93 [0,84; 0,99]
РМЖ+О 0,72 [0,66; 0,90]
РМЖ+О+ХТ 0,53 [0,48; 0,54]
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биоты желудочно-кишечного тракта крыс Wistar. 
В группе с РМЖ без лечения в составе кишечной 
микрофлоры развивался дисбиоз за счет повы-
шения уровня Bacteroidetes и численности бакте-
рий типа Actinobacteria. После ХТ в группе РМЖ 
выявлено снижение уровня Firmicutes при повы-
шении количества Bacteroidetes и Proteobacteria, 
свидетельствующее о продолжающемся дисбио-
зе и общей причине – воспалении. После опера-
тивного лечения РМЖ в образцах фекалий крыс 
выявлено увеличение численности Verrucomi-
crobia, обусловленное влиянием Verrucomicro-
bia на репарацию операционной раны. При ис-
следовании микробиоты кишечника крыс Wistar 
обнаружено снижение соотношения Firmicutes/
(Firmicutes+Bacteroidetes) при хирургическом 
удалении опухоли и комбинации хирургического 
удаления и ХТ. 

Проведенное исследование демонстрирует 
наличие взаимосвязи между РМЖ, таксономи-
ческим составом и разнообразием кишечной 
микробиоты. Показано, что химически индуци-
рованное развитие РМЖ обедняет состав микро-
биоты кишечника у крыс Wistar и приводит к дис-
балансу кишечной микробиоты, который может 
усугублять рост опухоли. Изменение состава ми-
кробиоты кишечника сейчас рассматривается как 
важный фактор патогенеза онкологических забо-
леваний. Необходимо проведение дополнитель-
ных исследований микробиоты кишечника и со-
отношения Firmicutes/(Firmicutes+Bacteroidetes) 
у людей, больных РМЖ, для определения воз-
можности дальнейшего использования указан-
ного соотношения в качестве вспомогательного 
диагностического биомаркера РМЖ. 
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