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Введение. Любой научный эксперимент требует тщательной предварительной подготовки, при этом 
в медицинской биологии планирование экспериментальной части исследования имеет большое значение 
по причине широкой вариабельности свойств, характерной для биологических объектов. В секвенирова-
нии прокариотических геномов в настоящее время можно выделить два основных направления: секвени-
рование отдельных микробов, в том числе некультивируемых и секвенирование микробных биоценозов 
для изучения структуры сообщества.

Цель исследования. Рассмотреть методологию планирования научного эксперимента при проведе-
нии секвенирования прокариотических геномов и бактериальных сообществ. 

Материалы и методы. Для поиска источников литературы использовали платформы Web of Science 
и Scopus. Осуществлен анализ публикаций с описанием оригинальных исследований и научных обзоров.

Результаты. Планирование научного эксперимента – процедура выбора количества и условий про-
ведения опытов, необходимых и достаточных для решения поставленной задачи с требуемой точностью. 
Описаны источники ошибок на этапе пробоподготовки, варианты применения высокопроизводительного 
секвенирования.

Заключение. Метагеномика, метатранскриптомика и метапротеомика позволяют обнаружить ранее 
неизвестные некультивируемые микроорганизмы, описать их свойства и функции, обнаружить еще не 
изученные биомолекулы, а также охарактеризовать обитающие на теле человека микробные сообщества 
для здоровых людей и пациентов c различными заболеваниями.
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Введение
Появление сиквенс-анализа дало значительный 

толчок развитию микробиологии и смежным обла-
стям. Наблюдающийся в течение последних пяти 
лет быстрый рост количества практически полных 
последовательностей геномов бактерий в откры-
тых базах данных позволил по-новому взглянуть на 
эволюцию прокариот, обнаружить принципиально 
новые типы генетических событий на уровне воз-
никновения видов живых организмов, с тем чтобы 
эффективно восстанавливать метаболизм однокле-
точных. Для некультивируемых микроорганизмов, 
например, микроорганизмов, живущих в экстре-
мальных условиях среды, геномные методы стано-
вятся важнейшим способом их изучения и отправ-
ной точкой для последующей разработки биохими-
ческих методов и методов генной инженерии [1].

Другая область применения секвенирования 
в микробиологии это медицина. Исследование ге-
нома отдельных микробов методами сиквенс-ана-

лиза позволяет быстро выявлять «островки пато-
генности» и локусы, определяющие устойчивость 
к антибиотикам, а также изучить микробных со-
обществ человека, понять взаимосвязь микробио-
ценозов и состояния здоровья пациента.

Третье важное направление применения секве-
нирования – биотехнология, применяя бактерии 
в различных промышленных процессах, на осно-
ве геномных данных можно идентифицировать 
новые ферменты и понять, как модификации ге-
нома связаны с функционированием микроорга-
низмов, что позволяет развиваться биологическим 
технологиям.

Цель научного обзора – рассмотреть методоло-
гию планирования научного эксперимента при 
проведении секвенирования прокариотических 
геномов и бактериальных сообществ.

Материалы и методы
Для поиска источников литературы использо-

вали системы Web of Science и Scopus. Осущест-
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влен анализ публикаций с описанием оригиналь-
ных исследований и научных обзоров.

Результаты и их обсуждение
Сиквенс-анализ имеет значение для молекуляр-

ной биологии в целом, в части понимания основ-
ных механизмов функционирования живой клет-
ки. На начало 2020 года определено около 1500 
полных геномов микроорганизмов, а число ча-
стично собранных геномов, представленных в виде 
множества неупорядоченных фрагментов. состав-
ляет уже около десяти тысяч и быстро растет [2].

Секвенирование бактериального генома мето-
дом Сенгера производили, создавая сначала би-
блиотеку длинных фрагментов (30–40 т.п.н.) в век-
торах на основе геномов фагов с получением кар-
тированной коллекции фрагментов, покрывающих 
весь геном бактерии, затем каждый крупный фраг-
мент субклонировали в плазмидах фрагментами 
по 2–3 т.п.н. и секвенировали их насквозь, часто 
используя не только стандартные праймеры на 
вектор, но и множество геном-специфичных прай-
меров [3]. Позднее, с уменьшением стоимости 
секвенирования за счет выпуска более производи-
тельных секвенаторов, но работающих по-прежне-
му на принципе Сенгера, исследователи стали ис-
пользовать более простой подход: метод дробови-
ка, когда геном сразу клонируют в плазмидный 
вектор вставками по 2–3 т.п.н. и секвенируют 
с многократным покрытием генома по первона-
чальным данным.

В настоящее время методы высокопроизводи-
тельного секвенирования полностью вытеснили 
принцип Сенгера из области геномного сиквенс-а-
нализа. Однако современный подход очень похож 
на метод дробовика: получают последователь-
ность коротких фрагментов генома, добиваясь 
сборки 95–98% последовательности генома [4].

Любой эксперимент требует тщательной пред-
варительной подготовки. В медицинской биологии 
планирование экспериментальной части исследо-
вания имеет большое значение по причине широ-
кой вариабельности свойств, характерной для био-
логических объектов. Эта особенность является 
основной причиной трудностей при интерпрета-
ции результатов, которые могут значительно раз-
личаться от опыта к опыту. Перед началом работы 
исследователь обязан перечислить для себя все 
элементы исследования, способные исказить ре-
зультаты, приложив максимальные усилия к умень-
шению или устранению таких искажений.

Цель планирования научного эксперимента за-
ключается в создании схемы, позволяющей полу-
чить наибольший объем информации при наи-
меньших затратах, а именно выбор количества 

и условий проведения опытов, необходимых и до-
статочных для решения поставленной задачи 
с требуемой точностью.

Среди классических характеристик экспери-
ментального плана выделяют: сравнение (как пра-
вило, в научном эксперименте объект сравнивает-
ся либо с неким заранее заданным стандартом, 
либо с контрольным объектом), рандомизацию, 
повторяемость, однородность и блокировку [5].

Рандомизация научного эксперимента пред-
ставляет собой процесс, используемый для груп-
пировки объектов таким образом, чтобы у каж-
дого из них была равная вероятность попасть 
в контрольную или опытную группу. Другими 
словами, выбор участников исследования должен 
происходить случайно, чтобы исследование не 
было отклонено в сторону «предпочтительного» 
для исследователя результата. Рандомизация не-
обходима для применимости статистических ме-
тодов для анализа данных исследования. Она по-
могает предотвратить смещения, обусловленные 
причинами, которые не были непосредственно 
учтены в плане научного эксперимента. Для этого, 
например, формирование экспериментальных 
групп лабораторных животных производится слу-
чайным образом [6].

Рассмотрим важность рандомизации на кон-
кретном примере. Допустим, вы заинтересованы 
в поиске различий между двумя образцами ДНК. 
Для повышения надежности были собраны по 
шесть повторностей для каждого типа образцов – 
шесть контрольных и шесть экспериментальных. 
Предположим, вы секвенировали, используя две 
дорожки, причем каждая дорожка содержит шесть 
мультиплексированных повторностей. Неверным 
является подход с нанесением одинаковых образ-
цов в одну дорожку сиквенсного чипа. При плани-
ровании такого эксперимента нанесение обоих 
типов образцов вперемешку позволяет исключить 
систематическую ошибку, эффект дорожки, и по-
лучить данные даже в случае неудачного прочте-
ния одной из дорожек.

Например, поиск дифференциально представ-
ленных транскриптов методом секвенирования 
транскриптов контрольной и экспериментальной 
групп образцов. Если одна из дорожек по ка-
кой-либо причине даст меньше прочтений, при 
плохом дизайне можно принять аппаратно воз-
никшую разницу за биологический сигнал. Гораз-
до надежнее в приведенном примере нанести 
в каждую из дорожек равное количество образцов 
из контрольной и экспериментальной групп. Вы-
бор образцов из каждой группы для нанесения 
в одну дорожку лучше всего производить случай-
ным образом [7, 8].
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Для выявления источника вариабельности необ-
ходимо провести несколько испытаний повторов. 
Использование повторений в секвенировании не 
очень распространено по двум причинам: из-за 
высокой стоимости исследования и того факта, что 
один из типов экспериментальных повторений уже 
встроен в сам алгоритм секвенирования – это число 
прочтений каждого участка последовательности 
(степень покрытия). Однако другие типы повторе-
ний, такие как биологические повторности, инстру-
ментальные повторности и повторности для разных 
технологий высокопроизводительного секвенирова-
ния могут быть крайне информативны и важны для 
корректной постановки эксперимента [9].

Биологические повторности, когда встречаются 
по несколько однотипных биологических образ-
цов, являются важной составляющей любого био-
логического эксперимента, позволяя снизить экс-
периментальную ошибку – стохастические ошиб-
ки секвенирования.

Благодаря возможности кодирования образцов 
присоединением адаптеров заданной последователь-
ности, исследователь может довольно легко решить 
задачу инструментальных повторений – секвениро-
вание одного и того же образца несколько раз. Ис-
пользование разных платформ для секвенирования, 
особенно основанных на разных принципах секве-
нирования, также может существенно улучшить ре-
зультаты. Например, комбинация длинных, но не 
очень точных прочтений на платформе PacBio и точ-
ных, но коротких прочтений на Illumina [9, 10].

С повторениями связана чувствительность 
и специфичность эксперимента. В частности, по-
вторности могут быть использованы для опреде-
ления чувствительности и специфичности мето-
дов поиска полиморфизма последовательностей 
ДНК [11].

На этапе планирования научного эксперимента 
исследователю следует обратить особое внимание 
на перечисленные ниже источники ошибок во из-
бежание их совершения.

Источники ошибок на этапе пробоподготовки:
1) ошибки лаборанта (например, неправильная 

маркировка образцов);
2) деградация ДНК и РНК в ходе хранения 

и транспортировки образцов;
3) загрязнение (контаминация) образца чуже-

родными (не относящимися к исследованию) ну-
клеиновыми кислотами;

4) недостаточное количество (или низкая кон-
центрация) образца ДНК.

Источники ошибок на этапе подготовки библи-
отеки для NGS:

1) ошибки исследователя, например, перекрест-
ное загрязнение (кросс-контаминация) образцов;

2) искажения в ходе ПЦР (разная эффектив-
ность амплификации фрагментов, низкая началь-
ная концентрация биологического образца и боль-
шое число циклов ПЦР;

3) искажения в ходе обогащения поли-А-фрак-
ции РНК;

4) аппаратные ошибки (например, некорректная 
работа ПЦР-амплификатора);

5) образование химерных прочтений.
Источники ошибок на этапе, собственно, секве-

нирования:
1) ошибки исследователя (например, пере-

крестные помехи в получении сигнала от разных 
микросфер в результате перегрузки чипа);

2) сбой фазы считывания (за счет неполного 
удлинения или добавления нескольких нуклеоти-
дов вместо одного нуклеотида);

3) сложные для прочтения регионы (GC-бога-
тые или гомополимерные участки);

4) аппаратные ошибки (например, выключе-
ние электропитания, выход из строя лазера, помп 
и приводов, жесткого диска, сбой программного 
обеспечения).

За последние несколько лет наблюдается боль-
шое число публикаций с применением высоко-
производительного секвенирования для различ-
ных целей. Наиболее популярные приложения 
NGS включают в себя: полногеномное секвени-
рование (de novo или повторное); исследование 
различных РНК (часто называемое RNA-Seq); 
крупномасштабный анализ метилирования ДНК; 
изучение ДНК-белковых взаимодействий (ChlP-
seq) и ряд других [3, 12]. 

Полногеномное секвенирование de novo приме-
няется для реконструкции работы клетки и организ-
ма на молекулярном уровне, решение вопросов 
эволюционной геномики, поиска генетических ва-
риаций. Метагеномное секвенирование следует ис-
пользовать для исследования биоценоза, поиска 
новых видов живых систем; секвенирование транс-
криптомов – исследования генной экспрессии, ан-
нотации генома; таргетное секвенирование – поис-
ка генетических вариаций; секвенирование обрабо-
танной бисульфитом ДНК – исследование профиля 
метилирования; секвенирование единичных кле-
ток – исследование генной экспрессии, секвениро-
вание некультивируемых бактерий [4, 13, 14].

В ближайшие годы список приложений NGS, 
несомненно, будет расти благодаря непрерывному 
усовершенствованию существующих подходов 
и выходу на рынок принципиально новых техно-
логий, в частности, технологий секвенирования 
одиночных молекул нуклеиновых кислот [15].

Анализ геномных данных, несомненно, слож-
нее процесса их получения, это процесс можно 
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разделить на две составляющие: аннотацию гено-
ма или идентификацию генов в последовательно-
сти и предсказание их функций, а также биологи-
ческий анализ, т.е. реконструкцию метаболизма, 
установление взаимосвязи фенотипа и генотипа 
и т. д. 

Задача аннотирования прокариотических гено-
мов на сегодняшний день имеет ряд неплохих ре-
шений, при этом продолжающиеся биоинформа-
тические разработки в этой области сулят появле-
ние в скором времени еще лучших алгоритмов. 
Существующие программные продукты позволя-
ют в автоматическом режиме получить достаточно 
хорошо аннотированный геном [16].

Отдельно следует указать на особенности пол-
ногеномного секвенирования de novo некультиви-
руемых бактерий. Вследствие малого количества 
стартовой ДНК ее, как правило, подвергают ам-
плификации по технологии WGA. Наличие этапа 
амплификации сильно усложняет задачу последу-
ющего анализа данных, поскольку покрытие ампли-
фицированного генома оказывается очень неравно-
мерным вследствие искажений амплификации, при 
использовании инвертированных библиотек с дву-
сторонним прочтением длину вставки гораздо слож-
нее контролировать. Следует также учитывать, что 
в процессе амплификации возникают ошибки и хи-
мерные прочтения. Существуют специальные про-
граммы для сборки таких амплифицированных ге-
номов [17, 18].  Важным является биологический 
этап, в рамках которого формируется понимание 
того, как продукты генов работают в системе, как 
микроорганизм использует имеющийся набор генов 
в тех или иных условиях. Этот этап пока не подле-
жит автоматизации и зависит от квалификации 
и эрудиции исследователя.

Известно, что бактериальный транскриптом по 
аналогии с транскриптомом эукариотическим это 
совокупность всех транскриптов данной бактери-
альной клетки. В среднем на рибосомальную РНК 
у бактерий приходится 80% от суммарной РНК по 
массе, на транспортную РНК 15%, на матричную 
и некодирующие РНК – 4-5% [19].

Сложность бактериального транскриптома дол-
гое время была недооценена, лишь с созданием 
технологий высокопроизводительного секвениро-
вания удалось доказать, что у бактерий есть прак-
тически все те же механизмы регуляции экспрес-
сии, как и у эукариотов. Так, у бактерий были най-
дены транскодируемые малые РНК. Это участки, 
расположенные в пространстве между белок-коди-
рующими генами и способные взаимодействовать 
с другими РНК либо белками. Найдены у бактерий 
и цис-кодируемые малые РНК. Они могут зани-
мать 1-2 гена по длине или же иметь протяжен-

ность в несколько генов [20]. Найдены рибопере-
ключатели структуры, чаще всего сенсорные, рас-
положенные в 5’-концевой нетранслируемой 
области РНК, способные изменять конфигурацию 
транскрибируемой молекулы и тем самым либо 
препятствовать, либо помогать экспрессии. У бак-
терий определены безлидерные РНК или РНК без 
транслируемой области, в связи с чем меняется 
схема сборки рибосом на таких транскриптах.

У прокариот обнаружен широкий спектр эпиге-
нетических модификаций, влияющих на спектр 
транскриптов в транскриптоме. Найдена компарт-
ментализация транскриптов, а именно было дока-
зано, что транскрипты белков, которые в дальней-
шем будут взаимодействовать, обычно транскри-
бируются рядом. Так как у бактерий транскрипция 
и трансляция сопряжены, время сборки необходи-
мых белковых комплексов у бактерий сокращено. 
Описаны различные модификации бактериального 
сплайсинга, полиаденилирования, редактирования 
РНК и т.д. [19]. 

Упрощенная схема исследования бактериаль-
ного транскриптома следующая: выделение РНК 
из интересующей бактерии, синтез кДНК, созда-
ние библиотеки фрагментов и, собственно, секве-
нирование. На каждой стадии возможны допол-
нительные манипуляции [21]. Например, можно 
провести обогащение РНК интересующей после-
довательностью, отобрать фракцию только малых 
РНК либо рибосомальных РНК. В конечном ито-
ге после секвенирования исследователь получает 
набор файлов. 

Базовая схема анализа данных секвенирования 
бактериального транскриптома стандартна: вначале 
проводят контроль качества полученных файлов, 
затем осуществляют фильтрацию прочтений и уда-
ление адаптерных последовательностей. После это-
го выполняют картирование прочтений на рефе-
ренсный геном, при этом могут быть использованы 
программы Bowtie, BWA, SOAP и др. Файлы, содер-
жащие картированные последовательности, отбира-
ют и проводят качественный либо количественный 
анализ данных. В ходе качественного анализа транс-
криптома выполняют визуализацию распределение 
прочтений по геному бактерии. При количествен-
ном анализе определяют функциональные катего-
рии или метаболические пути, в которых могут быть 
представлены найденные гены [22].

В результате качественного анализа бактери-
альных транскриптов можно найти новые гены как 
короткие кодирующие белки, так и гены новых 
некодирующих РНК. В ходе анализа уточняют гра-
ницы генов, выявляют некодирующие и нетранс-
лируемые участки. Так как у бактерий большин-
ство генов собрано в опероны, можно выявлять 
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опероны – области покрытия генома прочтениями, 
включающие сразу несколько генов. Также мож-
но определять антисмысловую РНК – покрытие 
прочтениями генома по цепи, противоположной 
смысловой цепи известного гена. Для многих бак-
терий антисмысловая транскрипция может со-
ставлять существенный процент транскриптома. 
В ряде случаев он может превышать объем транс-
крипции по смысловой цепи. За счет сопоставле-
ния количества прочтений в двух и более библи-
отеках можно проводить поиск дифференциально 
представленных транскриптов [23, 24].

Важно отметить, что в ряде биологических задач 
исследование транскриптома или протеома может 
быть крайне информативным. Так, было показано, 
что бактерии Helicobacter pylori из разных участков 
одного и того же пораженного желудка не отлича-
ются генетически, но сильно отличаются по уровню 
экспрессии генов, т.е. бактерии находятся в разных 
функциональных состояниях. При этом профиль 
экспрессии может значительно отличаться до сотни 
генов с существенно разным уровнем экспрессии. 
Ряд работ демонстрирует, что даже в культуре каж-
дая бактерия уникальна по профилю экспрессии 
генов. Анализируя транскриптом в популяции бак-
терий, исследователь измеряет «среднюю темпера-
туру по больнице». Поэтому в перспективе иссле-
дование бактериальных транскриптомов методами 
высокоэффективного секвенирования должно стре-
миться к возможности определения профиля пред-
ставленности транскриптов одной клетки [21].

К настоящему времени описано около 10 000 ви-
дов бактерий, однако некоторые исследователи по-
лагают, что общее число видов прокариот на Земле 
достигает миллиона, при этом значительная их часть 
не культивируется. Истинное разнообразие некуль-
тивируемых микроорганизмов стало понятно после 
появления молекулярно-генетических методов ис-
следования бактериальных сообществ [25]. 

При исследовании микроорганизмов из различ-
ных сред, в том числе живущих в экстремальных 
условиях, геномные методы стали важнейшим 
способом их изучения и отправной точкой для по-
следующей разработки биохимических методов 
и методов генной инженерии. В этом смысле 
секвенирование и особенно высокопроизводитель-
ное секвенирование стало новым этапом в разви-
тии микробиологии как науки.

Для исследования сообществ организмов, оби-
тающих в различных средах, в последние годы все 
чаще обращаются к «мета»-исследованиям, т.е. 
секвенированию образцов, получаемых напрямую 
из окружающей среды. Это могут быть метагеном-
ные, метатранскриптомные и даже метапротеом-

ные данные [26]. Такие исследования позволяют 
обнаружить ранее неизвестные некультивируемые 
микроорганизмы, описать их свойства и функции, 
обнаружить еще не изученные биомолекулы, а так-
же получить более общую картину того, что про-
исходит в той или иной среде.

Основными результатами секвенирования явля-
ются таксономический анализ сообщества либо ре-
конструкция типа сообщества, например, по резуль-
татам анализа метагенома можно установить, что 
сообщество хемолитотрофно и доминирующим про-
цессом в нем является сульфаторедукция [27].

Методы высокопроизводительного секвенирова-
ния хорошо подходят для исследования бактериаль-
ных сообществ, причем как для определения видово-
го разнообразия и количественного состава сообще-
ства т.е. микробиоценоза, так и для секвенирования 
полных геномов присутствующих в нем некультиви-
руемых организмов. Учитывая, что для прокариотов 
характерен горизонтальный перенос генов, зачастую 
для понимания особенностей микробиоценоза важно 
не только наличие гена, например, устойчивости к ан-
тибиотику у конкретного вида, но и его присутствие 
в сообществе в целом [28].

Для исследования видового состава прокари-
от в какой-либо среде обитания можно использо-
вать метод, основанный на секвенировании высо-
коконсервативных регионов генома. Чаще всего 
для этих целей выбирают ген 16S рибосомальной 
РНК (16S рРНК). У гена 16S рРНК длиной около 
1500 п.н. есть константные и вариабельные 
участки. Константные участки позволяют со-
здать «универсальные» праймеры для ПЦР, вза-
имодействующие с ДНК подавляющего боль-
шинства прокариот с примерно равной эффек-
тивностью [29]. Методом ПЦР можно наработать 
расположенные между такими праймерами вари-
абельные участки гена 16S рРНК. Секвенирова-
ние одного или нескольких вариабельных регио-
нов позволяет идентифицировать последователь-
ности, принадлежащие разным видам.

До появления технологий высокопроизводи-
тельного секвенирования полученные продукты 
ПЦР клонировали в плазмидные векторы (в 
Escherichia coli), после чего каждый клон секвени-
ровали с помощью метода Сенгера. Использование 
сенгеровского секвенирования позволяет полу-
чить последовательности высокого качества, поч-
ти полностью покрывающие ген 16S рРНК, что 
существенно важно для точной идентификации 
и различения близких видов. Однако подход с кло-
нированием достаточно дорог, также могут воз-
никнуть дополнительные искажения в конечный 
результат [30].
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Появление технологий высокопроизводитель-
ного секвенирования с длиной прочтения в не-
сколько сотен нуклеотидов позволило использо-
вать его для анализа микробных сообществ по гену 
16S рРНК без этапа клонирования, что ускоряет 
и удешевляет исследование.

Недостатком методов высокоэффективного 
секвенирования в данном применении является 
меньшая, чем в методе Сенгера, длина прочтения, 
поскольку секвенирование клонов методом Сен-
гера с двух сторон дает до 1400 п.н. единой после-
довательности. По короткому участку гена 16S 
рРНК в 200–400 п.н. можно определить бактерию 
лишь до рода. Кроме того, вероятность ошибок 
для технологий высокоэффективного секвениро-
вания гораздо выше, чем для сенгеровского секве-
нирования, таким образом, возникает проблема 
фильтрации ошибок секвенирования. Существу-
ют работы, показывающие, что в ряде метагеном-
ных проектов большое видовое разнообразие со-
общества в результате оказалось следствием оши-
бок секвенирования [31].

Крайне важным является подбор пары прайме-
ров для амплификации регионов гена 16S рРНК. 
Даже в константных участках этого гена между 
последовательностями некоторых видов могут 
встречаться однонуклеотидные вариации, в ре-
зультате чего эффективность амлификации ДНК 
разных видов может в значительной мере разли-
чаться. Этой проблеме посвящен ряд исследова-
ний, предлагающих различные варианты прайме-
ров для получения ампликонов разной длины [32, 
33]. В любом случае, при выборе пары праймеров 
для ПЦР стоит проверить, будут ли с ее помощью 
амплифицироваться последовательности гена 16S 
рРНК тех видов, которые ожидаются для данного 
микробиома, и какие виды при этом могут быть 
утеряны [34, 35].

Несомненным плюсом использования в каче-
стве маркера гена 16S рРНК при анализе симбио-
тического микробиоценоза является исключение 
из анализируемого образца примеси ДНК организ-
ма-хозяина за счет наличия этапа амплификации.

Помимо разной эффективности амплификации, 
при попытке количественно оценить состав ми-
кробиоты возникает еще одна сложность: копий-
ность гена 16S рРНК может варьировать от 2 до 15 
копий на гаплоидный геном [36]. Причем она мо-
жет отличаться даже для микроорганизмов, отно-
сящихся к одному виду. Оценка представленности 
различных видов с учетом числа копий гена 16S 
рРНК или с помощью референсных генов, копий-
ность которых постоянна, может улучшить точ-
ность получаемых результатов [37, 38].

Для биоинформатической обработки данных 
высокопроизводительного секвенирования ампли-
конов используют два подхода [39]:

1. Сравнение полученных последовательностей 
с различными базами данных. В частности, для 
гена 16S рРНК можно использовать базы данных: 
SILVA, Ribosomal Database, NCBI. Базы данных 
имеют встроенные инструменты поиска. Отдель-
ные базы предоставляют специальные инструмен-
ты для анализа данных высокопроизводительного 
секвенирования, например, SINA. Минусом срав-
нения с базами данных являются проблемы при 
аннотации последовательностей, принадлежащих 
новым или плохо описанным видам некультивиру-
емых бактерий.

2. Сравнение полученных последовательностей 
между собой, кластеризация и выявление «опера-
ционных таксономических единиц» –таксон, ана-
логичный виду и определяемый на основании сте-
пени сходства последовательностей ДНК. Этот 
подход не опирается на уже известные последова-
тельности и поэтому позволяет обнаруживать не-
известные виды микроорганизмов. Разработан ряд 
простых в применении инструментов, использую-
щих этот принцип: QIIMME, mothur, CLUSTOM.

Путем секвенирования ампликонов можно не 
только определить таксономический состав ми-
кробного сообщества, но и провести количествен-
ную оценку содержания того или иного микроор-
ганизма в образце.

Помимо использования для анализа микробно-
го сообщества отдельных консервативных регио-
нов генома таких, как ген 16S рРНК или других 
филогенетических маркеров, можно напрямую 
выделить и секвенировать содержащуюся в образ-
це ДНК. Важным преимуществом такого подхода 
является отсутствие этапа амплификации, внося-
щего значительные искажения в результаты.

Впервые термин «метагеном» был предложен 
Хандельсманом с соавт. в 1998 году [40]. Он обо-
значает суммарный набор генов, выявленных в ис-
следуемом образце, как геном одного псевдоорга-
низма, используемый для воссоздания свойств 
исследуемого микробного сообщества.

Первый эксперимент по метагеномному секве-
нированию был проведен в 2004 году [41] и позво-
лил обнаружить 148 ранее неизвестных видов бак-
терий и более 1,2 млн ранее неизвестных генов. 
Первые работы проводили с помощью клонирова-
ния фрагментов ДНК в плазмидных векторах 
в клетках бактерии кишечной палочки и последу-
ющего секвенирования методом Сенгера. Длин-
ные прочтения в значительной степени упрощали 
сборку и анализ данных, но из-за клонирования 
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возникали искажения, поскольку некоторые после-
довательности плохо поддаются клонированию, 
например, если участок бактериальной ДНК несет 
ген, токсичный для Е. coli, то такой фрагмент мо-
жет быть утерян в ходе клонирования. Эту пробле-
му можно исключить, используя несколько разных 
организмов для клонирования [42].

Технологии высокопроизводительного секве-
нирования позволяют избежать клонирования и, 
соответственно, получить намного больше данных 
с меньшими финансовыми затратами. Для метаге-
номного секвенирования используют практически 
все доступные на сегодняшний день технологии: 
454 Life Sciences, Illumina, Ion Torrent. В некото-
рых случаях такое секвенирование позволяет по-
лучить полную последовательность генома для 
некультивируемых бактерий [43].

Оптимальным представляется комбинирован-
ный алгоритм, сочетающий в себе как чтение ко-
ротких вариабельных участков, так и метагеном-
ное секвенирование. Последовательность шагов 
в таком алгоритме может быть следующей:

1) секвенирование короткого вариабельного 
участка (чаще всего это фрагмент или несколько 
фрагментов 16S рРНК);

2) секвенирование метагенома;
3) анализ прочтений 16S рРНК в метагеноме 

и их классификация;
4) удаление из результатов всех не классифици-

руемых данных;
5) анализ сообщества по кратности прочтения 

контигов с 16S рРНК (чем больше прочтений 16S 
рРНК, тем больше данного микроба содержится 
в сообществе);

6) сопоставление результатов двух подходов.

Заключение
Планирование научного эксперимента – проце-

дура выбора количества и условий проведения 
опытов, необходимых и достаточных для решения 
поставленной задачи с требуемой точностью.

Некоторые биологические задачи предполага-
ют исследование схожих, но территориально раз-
деленных сообществ микроорганизмов. Напри-
мер, сравнение микробиоты кишечника разных 

людей и т.п. После сопоставления видового соста-
ва сообщества и процентного соотношения микро-
организмов в ряде задач имеет смысл исследовать 
генетическое разнообразие отдельных видов бак-
терий в сообществе, пользуясь нуклеотидным по-
лиморфизмом. Например, для микробиоценозов 
человека кишечного или урогенитального можно 
обнаружить, что в разных странах или при разных 
физиологических состояниях человека бактерии 
одного вида в сообществе могут быть очень дале-
ки филогенетически.

Биоинформатическое обнаружение гена в по-
следовательности генома далеко не всегда озна-
чает, что он работоспособен. Для понимания функ-
циональных возможностей сообщества в дополне-
ние к метагеномным данным целесообразно 
определение метатранскриптома секвенирование 
суммарных мРНК сообщества. Исследования ме-
татранскриптомов осложнены нестабильностью 
молекул РНК и, как следствие, необходимостью 
быстрой и эффективной фиксации образца. Для экс-
тракции РНК из столь сложных образцов разраба-
тываются специальные методы.

Поскольку 95% от всех РНК в клетке составля-
ют рибосомальная и транспортная РНК, в процес-
се исследования их приходится исключать [22]. 
Чтобы понять, какие гены экспрессируются и в ка-
кой степени, необходимо выравнивание получен-
ных данных метатранскриптома на метагеном, 
аннотация и нормализация. Возможно и выравни-
вание на референсные геномы из баз данных, но 
более информативным будет выравнивание и ан-
нотация относительно метагеномных данных для 
того же образца.

Таким образом, «мета»-исследования сегодня 
являются одной из быстро развивающихся обла-
стей медицины, в том числе благодаря появлению 
методов высокоэффективного секвенирования. 
Метагеномика вместе с метатранскриптомикой 
и метапротеомикой позволяют понять состав 
и функционирование микробных сообществ, в том 
числе и симбиотических человеку, охарактеризо-
вать обитающие на теле человека микробные со-
общества для здоровых людей и пациентов c раз-
личными заболеваниями. 
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BASICS OF SCIENTIFIC EXPERIMENT PLANNING  
FOR SEQUENCING ANALYSIS OF PROKARYOTIC GENOMES  

AND BACTERIAL COMMUNITIES

S. A. Kostiuk, A. K. Lyamtseva, O. S. Poluyan 
Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

Background. Any scientific experiment requires careful preliminary preparation, and in medical biology 
planning of the experimental part of the study is of great importance due to the wide variability of properties 
characteristic of biological objects. In sequencing of prokaryotic genomes two main directions can be distinguished 
at present: sequencing of individual microbes, including uncultivated ones, and sequencing of microbial biocenoses 
to study the community structure.

Objective. To consider the methodology of scientific experiment planning when sequencing prokaryotic 
genomes and bacterial communities.

Material and Methods. The Web of Science and Scopus platforms were used to search for literature sources. 
Publications describing original studies and scientific reviews were analyzed.

Results. Planning a scientific experiment is a procedure for selecting the number and conditions of experiments 
necessary and sufficient to solve the problem with the required accuracy. The sources of errors at the stage of 
sample preparation, variants of high-throughput sequencing application are described.

Conclusions. Metagenomics, metatranscriptomics and metaproteomics make it possible to discover previously 
unknown unculturable microorganisms, describe their properties and functions, discover not yet studied biomolecules, 
and characterize microbial communities inhabiting the human body for healthy people and patients with various diseases.
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