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МЕТАБОЛІЧНА АКТИВНІСТЬ МІКРОБІОТИ ТОВСТОГО КИШЕЧНИКА У ЩУРІВ 
З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИМ ЦУКРОВИМ ДІАБЕТОМ

О. В. Ткачук, С. С. Ткачук, М. І. Гринюк, О. І. Денисенко, О. В. Гарвасюк, В. Д. Сорохан
Буковинський державний медичний університет, м. Чернівці, Україна

Мета роботи – дослідити зміни метаболічної активності мікробіоти товстого 
кишечника у щурів з експериментальним цукровим діабетом.
Матеріал і методи. Цукровий діабет (ЦД) моделювали однократним 
внутрішньочеревним уведенням стрептозотоцину (Sigma, США, 60 мг / кг маси) 
двомісячним щурам- самцям. Тривалість ЦД – чотири міс. Метаболіти мікробіоти 
товстої кишки (оцтова, пропіонова, масляна, молочна, щавелево- оцтова, 
ά-кетоглутарова, фенілпропіонова кислоти, n-крезол, скатол, індол) вивчали 
методом газорідинної хроматографії. Біогенні аміни (метиламін, гістамін, 
серотонін) досліджували методом високоефективної рідинної хроматографії.
Результати. Визначення метаболічних показників мікробіоценозу при ЦД виявило 
достовірне (р≤0,05) зниження вмісту карбонових кислот: оцтової, пропіонової 
масляної і молочної, що узгоджується зі зниженням кількості анаеробної кишкової 
мікрофлори (лакто- та біфідобактерії, бактероїди). Встановлено достовірне (р≤0,05) 
зниження рівнів ά-кетоглутарової і щавлево- оцтової кислот. Профіль ароматичних 
сполук характеризувався достовірним зниженням вмісту n-крезолу, скатолу, 
фенілпропіонової кислоти на тлі підвищення рівня індолу стосовно відповідних 
показників у групі контролю. Крім того, у щурів із чотиримісячним ЦД визначено 
збільшене виділення метиламіну на тлі зниженого вмісту гістаміну та серотоніну.
Висновки. За профілем метаболітів мікрофлори товстої кишки у щурів із ЦД наявний 
дисбактеріоз кишечника, який характеризується зниженням метаболічної активності 
фізіологічно корисних анаеробних автохтонних облігатних біфідобактерій та 
лактобактерій і накопиченням окремих токсичних продуктів обміну.

METABOLIC ACTIVITY OF MICROBIOTA OF THE COLON IN RATS 
WITH EXPERIMENTAL DIABETES

S. S. Tkachuk, O. V. Tkachuk, M. I. Hryniuk, O. I. Denysenko, O. V. Garvasiuk, V. D. Sorokhan
Bukovinian State Medical University, Chernivtsi, Ukraine

The aim – to investigate metabolic activity changes of the microbiota of the large intestine 
in rats with experimental diabetes.
Material and methods. Diabetes mellitus (DM) was modeled by a single intraperitoneal 
administration of streptozotocin (Sigma, USA, 60 mg/kg body weight) to two-month-old 
male rats. The duration of diabetes is four months. Colon microbiota metabolites (acetic, 
propionic, oleic, lactic, oxalic- acetic, ά-ketoglutaric, phenylpropionic acids, n-cresol, 
skatole, indole) were studied by gas-liquid chromatography. Biogenic amines (methylamine, 
histamine, serotonin) were studied by the method of highly eff ective liquid chromatography.
The results. Determination of metabolic indicators of microbiocenosis in diabetes 
revealed a signifi cant decrease in the content of carboxylic acids: acetic, propionic 
butyric and lactic, which is consistent with a decrease in the number of anaerobic 
intestinal microfl ora (lacto- and bifi dobacteria, bacteroides). A signifi cant decrease in the 
levels of ά-ketoglutaric and oxalic- acetic acids was established. The profi le of aromatic 
compounds was characterized by a signifi cant decrease in the content of n-cresol, skatole, 
phenylpropionic acid against a background of an increase in the level of indole in relation 
to the corresponding indicators in the control group. In addition, in rats with four-month 
diabetes, an increased secretion of methylamine was determined against the background 
of a reduced content of histamine and serotonin.
Conclusions. According to the profi le of the microfl ora metabolites of the colon in rats 
with DM, intestinal dysbacteriosis is present, characterized by a decrease in the metabolic 
activity of physiologically useful anaerobic autochthonous obligate bifi dobacteria and 
lactobacteria and the accumulation of certain toxic metabolic products.

Вступ
У реалізації генетичної схильності до цукрового 

діабету важливу роль відіграють епігенетичні тригери, 

одним із яких є взаємодія кишкової мікробіоти 
з вродженим імунітетом [1]. Кількість генів у мікробіомі 
кишечнику перевищує рівень геному людини 
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в 10-100 разів, і саме це, на думку науковців, може лежати 
в основі його здатності втручатися в автоімунні процеси 
[2]. На сьогодні немає жодних сумнівів стосовно того, що 
порушення нормальної мікрофлори слизових оболонок 
відіграє важливу роль в ініціації та прогресуванні ЦД як 
типу 1, так і типу 2 [3, 4]. Дослідженнями останніх років 
продемонстровано механізми дестабілізації кишечної 
стінки та виникнення дисбактеріозу кишечнику під 
впливом гіперглікемії як у тварин, так і в людей [5].

На моделі стрептозотоцин- індукованого ЦД 1 
у мишей було показано, що хронічна гіперглікемія 
спричиняє дисфункцію щільних з’єднань кишкового 
епітелію, системне поширення мікробних продуктів 
і посилення трансепітеліального витоку, що 
супроводжувалося посиленням росту умовно 
патогенних та патогенних бактерій [6, 7]. Це 
підтвердилося секвенуванням 16S рибосомальної 
ДНК (рДНК), що продемонструвало таксономічні 
зміни в конфігурації мікробіоти кишечника мишей 
із гіперглікемією, які усувалися інсулінотерапією. 
Останнє переконливо доводить чітку залежність 
цих змін від рівня глюкози. Збільшення проникності 
кишкового бар’єру під впливом гіперглікемії 
відбувається через GLUT2-залежне транскрипційне 
перепрограмування епітеліальних клітин кишечнику 
і зміну цілісності щільних з’єднань [8]. Ці дані 
підтверджені авторами також на моделі ЦД 1 із 
використанням мишей Akita зі спонтанною мутацією 
в гені, що кодує інсулін [9].

У сукупності ці результати вказують на те, що 
метаболічні і транскрипційні зміни в епітеліальних 
клітинах кишечника, обумовлені гіперглікемією, 
стають причиною виникнення бар’єрної дисфункції 
та мікробної транслокації до системного кровообігу, 
тому зрозуміло, що ЦД призводить до змін видового 
та популяційного складу мікробіоти загального 
препарату товстої кишки.

Дослідження останнього десятиліття переконливо 
продемонстрували, що причинно- наслідкові зв’язки 
ЦД із дисбактеріозом кишечника реалізуються за 
рахунок як композиційних, так функціональних 
змін мікробіоти [3, 4]. Більш ранніми нашими 
дослідженнями продемонстровано, що у щурів із 
чотиримісячним стрептозотоцин- індукованим ЦД 
виявлено порушення колонізаційної резистентності 
слизової оболонки товстої кишки за рахунок 
вагомого дефіциту фізіологічно корисних 
анаеробних автохтонних облігатних біфідобактерій 
та лактобактерій, які в інтактних тварин складають 
основу мікрофлори приепітеліальної біологічної 
плівки, а також за рахунок значного зростання кількості 
умовно патогенних ентеробактерій (протеїв, клебсієл, 
ешерихій), клостридій, стафілококів, бактероїдів, 
пептокока та транзиторних аеробних грампозитивних 
стрептобацил, появи дріжджоподібних грибів роду 
Candida [10]. Оскільки зв’язок між мікробною 
спільнотою та організмом носія здійснюється за участі 
хімічних сигналів – низькомолекулярних метаболітів 
життєдіяльності мікробіоти [11, 12], слід очікувати, 
що порушення колонізаційної резистентності слизової 
оболонки товстої кишки за умов ЦД супроводжується 
змінами і метаболічної активності мікробіому.

Мета роботи
Дослідити зміни метаболічної активності мікробіоти 

товстого кишечника у щурів з експериментальним 
цукровим діабетом.

Матеріал і методи дослідження
Дослідження проведено на білих нелінійних 

самцях щурів. Експериментальний ЦД відтворювали 
однократним внутрішньочеревним уведенням 
стрептозотоцину (Sigma, США, 60 мг/кг маси) щурам 
віком 2 міс. [10]. Формування дослідних груп здійснювали 
шляхом відбору щурів із рівнем глікемії вище 
10 ммоль/л. Через чотири місяці від моменту уведення 
стрептозототоцину (тобто, у шестимісячних щурів) 
визначали метаболіти порожнинної та пристінкової 
мікробіоти товстої кишки (оцтова, пропіонова, 
масляна, молочна, щавелево- оцтова, ά-кетоглутарова, 
фенілпропіонова кислоти, n-крезол, скатол, індол) 
методом газорідинної хроматографії. Біогенні аміни 
(метиламін, гістамін, серотонін) досліджували методом 
високоефективної рідинної хроматографії. Контрольні 
визначення аналогічних показників здійснювали в групі 
тварин того ж віку без модельованого ЦД. По завершенні 
терміну спостереження тварин виводили з експерименту 
шляхом декапітації під каліпсоловим наркозом.

Усі втручання та евтаназію здійснювали із 
дотриманням міжнародних принципів Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, які 
використовуються для експериментальних та інших 
наукових цілей (Страсбург, 1985), ухвали Першого 
національного конгресу з біоетики (Київ, 2000).

Статистичну значимість відмінностей оцінювали 
за t-критерієм Стьюдента для незалежних виборок. 
Дані представлені у вигляді середніх арифметичних 
та стандартного відхилення.

Результати та їх обговорення
Результати вивчення метаболічної активності 

порожнинної та приепітеліальної мікробіоти товстої 
кишки у тварин із ЦД представлені в табл. 1.

Визначення метаболічних показників мікробіоценозу 
при ЦД виявило достовірне (р≤0,05) зниження вмісту 
карбонових кислот: оцтової, пропіонової, масляної 
і молочної у 2,55, 2,51, 2,51, 3,68 раза відповідно, та 
дикарбонових кислот: ά-кетоглутарової і щавлево- 
оцтової в 1,81 та 1,92 раза відповідно, що узгоджується 
зі встановленим нами раніше фактом зниження 
кількості лакто- та біфідобактерій, бактероїдів [10], 
які в нормі ферментують неперетравлені вуглеводи 
в коротколанцюгові жирні кислоти (КЛЖК) із 
переважанням ацетату, бутирату та пропіонату [2, 
3]. КЛЖК також виробляються під час катаболізму 
амінокислот бактеріями кишечника. Із них ацетат, 
пропіонат та бутират використовуються як енергетичні 
субстрати для організму. Бутират є важливим 
джерелом енергії для колоноцитів, тоді як ацетат та 
пропіонат в основному, абсорбуються та виділяються 
печінкою, де вони використовуються як субстрати для 
ліпогенезу та глюконеогенезу [13]. Крім того, КЛЖК 
виконують роль сигнальних молекул, активуючи 
AMP-кінази та рецептори вільних жирних кислот 2 і 3 
(FFAR2 і 3), стимулюють окислення жирних кислот 
та інгібують неоліпогенез і ліполіз [14].
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Таблиця 1
Показники метаболічної активності порожнинної та приепітеліальної мікробіоти у щурів 

з експериментальним цукровим діабетом (M±m, n=11)

Метаболічні показники (мг/л) Експериментальна група
Контроль Цукровий діабет

Карбонові кислоти:
оцтова 791,67±10,75 309,81±10,11*
пропіонова 111,58±8,32 44,52±4,58*
масляна 84,07±4,01 33,52±1,97*
молочна 216,92±6,37 60,06±3,19*
Дикарбонові кислоти:
ά-кетоглютарова 80,67±4,40 44,52±2,29*
щавелевооцтова 11,14±1,10 5,79±0,92
Ароматичні сполуки:
n-крезол 0,62±0,03 1,73±0,07*
індол 0,74±0,02 2,37±0,08*
Метиліндол (скатол) 2,00±0,07 0,72±0,02*
фенілпропіонова
кислота 1,58±0,16 0,63±0,01 *
Аміни:
метиламін 0,181±0,007 0,715±0,105*
гістамін 0,65±0,05 0,15±0,01 *
серотонін 2,23±0,20 0,92±0,08*

Примітка: * достовірність відмінностей показників у групах спостереження, р≤0,05

За даними літератури в осіб із ЦД кількість бутират- 
продукуючих бактерій зменшена, а в гризунів 
додавання бутирату збільшує чутливість до інсуліну 
[4]. На моделях гризунів показано, що оцтова кислота 
захищає мікробіом від патогенної інфекції, масляна – 
індукує диференціювання регуляторних Т-клітин 
товстої кишки, молочна кислота, що продукується 
ароматичною лактатдегідрогеназою Bifi dobacterium, 
впливає на імунну систему носія [15].

Під впливом представників кишкових бактерій 
із протеолітичною активністю шляхом ферментації 
амінокислот триптофану і тирозину утворюються індол 
і n-крезол [16]. Індол в кишечнику утворюється шляхом 
метаболізму незамінної амінокислоти L-триптофану 
під впливом бактеріальної триптофанази. Індол та 
його похідні: індолпропіонова, індолоцтова кислоти, 
скатол і триптамін є потужними біоактивними 
метаболітами, які підтримують кишковий гомеостаз, 
впливають на цілісність кишкового бар’єру та імунні 
клітини; n-крезол є продуктом розпаду тирозину 
кишковими бактеріями [17].

У наших дослідженнях встановлено зниження 
вмісту n-крезолу та скатолу у 2,79 та 2,78 раза на тлі 
підвищення рівня індолу в 3,20 раза (у всіх випадках 
p<0,05). Оскільки скатол утворюється шляхом 
декарбоксилювання індолоцтової кислоти, яка у свою 
чергу є метаболітом індолу, зниження вмісту скатолу 
засвідчує порушення ферментативної активності 
бактерій, що відповідають за цей процес (Bacteroides 
thetaiotaomicron, Eubacterium rectale і Butyrivibrio 
fi brisolvens) [18].

Підвищення вмісту індолу літературні дані 
трактують неоднозначно. З одного боку, індол та його 
похідні, що продукуються бактеріями, є цінними 
сигнальними молекулами між бактеріальними 
клітинами та відіграють важливу роль у мікробному 
співтоваристві, що впливає на утворення спор, 
стабільність плазмід, стійкість до ліків, утворення 

біоплівки та токсичність. Крім того, вони посилюють 
міцність епітеліальних клітин кишечника і пригнічують 
запалення, регулюють секрецію інсуліну в кишечнику 
[17]. Є дані, що індол може пом’якшувати перебіг ЦД 
шляхом посилення секреції та чутливості до інсуліну, 
модуляції вивільнення глюкагоноподібного пептиду-1 
(GLP-1), а також може захищати бета-клітини від 
метаболічного та окисного стресу [17, 18]. З іншого ж 
боку, його похідні у високих концентраціях володіють 
нефротоксичністю, мають токсичну дію на травну, 
нервову та серцево- судинну системи. Тому підвищення 
кишечного вмісту індолу у наших дослідженннях 
можна розцінити і як діабет- протекторний механізм, 
і як можливий фактор діабет- асоційованих ускладнень.

ІІІ дж.04.08
Біогенні аміни, включаючи дофамін, норадреналін, 

серотонін і гістамін, виробляються комменсальними 
кишковими мікроорганізмами (т. з. «периферичні 
аміни»), і вважається, що вони відіграють роль 
сигнальних молекул, які опосередковують функцію 
осі «мікробіота- кишечник-мозок» [19]. Крім того, ці 
аміни можуть діяти як важливі сигнальні молекули 
між комменсальною мікробіотою та носієм.

Нами встановлено, що у щурів із чотиримісячним 
ЦД має місце збільшене виділення метиламіну (в 3, 92 
раза) на тлі зниженого вмісту гістаміну та серотоніну 
(у 4,33 та 2,42 раза відповідно).

Периферичний серотонін, на який припадає 
90 % серотоніну в організмі, виробляється 
ентерохромафінними клітинами шлунково- 
кишкового тракту під впливом фізіологічно активних 
метаболітів, що продукуються бактеріями кишечника. 
Відомо, що такі метаболіти як КЛЖК та тирамін 
стимулюють периферичне виробництво серотоніну 
[20], тому зниження його вмісту, продемонстроване 
нашими дослідженнями, узгоджується зі зменшеним 
виділенням карбонових та дикарбонових кислот, про 
що йшлося вище.
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Гістамін у кишечнику виробляється мікробним 
декарбоксилюванням амінокислот. Вважають, що він 
бере участь в імунорегуляції кишечника, а також може 
мати протизапальну дію на організм носія, пригнічуючи 
вироблення у кишечнику інтерлейкіну-18, а також 
разом з іншими амінами регулює чутливість до 
інсуліну [20-22]. Тому його знижене виділення може 
бути складовою численних ускладнень ЦД.

Висновок
За профілем метаболітів мікрофлори товстої 

кишки у щурів із ЦД наявний дисбактеріоз 
кишечника, який характеризується зниженням 
метаболічної активності фізіологічно корисних 
анаеробних автохтонних облігатних біфідобактерій 
та лактобактерій і накопиченням окремих токсичних 
продуктів обміну.

Перспективи подальших досліджень
У подальшому планується вивчення метаболічної 

активності мікробіому кишечника при ускладненні 
цукрового діабету гострим порушенням церебрального 
кровотоку.
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