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В работе обсуждаются перспективы применения метагеномных технологий в экологических иссле-
дованиях. Описаны успехи в изучении таксономического состава сообществ водных и сухопутных
биотопов. Приводятся примеры выявления трофических и форических связей в экосистемах. По-
дробно показаны возможности метагеномики в исследовании сообществ, образованных прокарио-
тами, и таких трудных для изучения субстратов, как почва и кишечник животных. Описана роль ре-
ликтовой ДНК в метагеноме и возможности изучения сообществ древних организмов. Особое вни-
мание уделено критике метагеномных технологий, связанной с низкой воспроизводимостью
результатов. Приводятся типичные методические ошибки в сфере биоинформатики, которые при-
водят к грубому искажению получаемых данных.
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Развитие технологии секвенирования ДНК
позволило перейти от изучения генома конкрет-
ного организма к изучению метагенома – всей
совокупности геномов сообщества. Метагеном
представляет собой набор геномов всех организмов,
находящихся в образце среды, а также внеклеточ-
ную ДНК. В качестве объекта исследования могут
выступать метагеномы почвы, водоемов, физиоло-
гического материала (содержимого кишечника,
гноя, зубных бляшек), промышленных фермен-
теров (Borbón-García et al., 2017; Chai et al., 2018;
Wilson et al., 2019). Существует два подхода к
определению метагеномики. В строгом значении
под метагеномикой подразумевается анализ со-
вокупности геномов сообщества организмов
(Riesenfeld et al., 2004). При более широкой трак-
товке термина объектом изучения метагеномики
становятся не только геномы, но и отдельные ге-
ны в составе геномов. При анализе отдельных ге-
нов наибольшее значение приобретают филоге-
нетически значимые участки, использующиеся
для таксономической идентификации членов со-
общества (Ranjan et al., 2016). Например, для по-
лучения таксономического состава прокариот ис-
следуют совокупность генов 16S рРНК, грибов –
последовательности ITS, животных – 18S рРНК
или фрагмент митохондриального гена COI. Этот

метод называется метабаркодингом (по аналогии
с баркодингом для отдельных видов). Реже изучают
разнообразие функциональных генов, например:
целлюлаз, нитрогеназ, цитохромов, факторов анти-
биотикорезистентности (Ngara, Zhang, 2018).
Данные, полученные в результате метагеномного
анализа, носят преимущественно качественный
характер, однако при правильно поставленном
эксперименте дают возможность делать и осто-
рожные количественные выводы. Метагеномные
исследования позволяют получать информацию
о таксономическом составе, трофической струк-
туре и даже форических отношениях в сообще-
стве. Во всех случаях исследователю не требуется
наблюдать и идентифицировать отдельных пред-
ставителей сообщества. Более того, в образце да-
же не обязательно должны быть представлены
живые организмы. Достаточно наличия их фраг-
ментов или внеклеточной ДНК.

Методически метагеномные технологии де-
лятся на две большие группы – ампликонные и
“shot-gun” (Ma et al., 2014). В первом случае метаге-
ном образца является лишь матрицей для амплифи-
кации одного из генов путем полимеразной цепной
реакции (ПЦР). Само секвенирование осуществля-
ется на полученных продуктах ПЦР, а не на изна-
чальной метагеномной ДНК-матрице. Для ампли-
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фикации требуется использование праймеров,
фланкирующих целевой участок нуклеотидной
последовательности. Несовершенство существу-
ющих праймеров приводит к неполному анализу
сообщества, а ПЦР формирует большое количе-
ство артефактов. Однако этот метод относительно
недорогой и сравнительно быстрый. Напротив, при
“shot-gun” секвенировании анализируется весь ме-
тагеном. В этом случае не происходит ошибок,
связанных с выбором праймеров и несовершен-
ством ПЦР. Однако это метод более трудоемок и
дорог. Кроме того, если объект характеризуется
очень высоким генетическим разнообразием (на-
пример, ДНК почвы), то “shot-gun” секвенирова-
ние сталкивается с проблемой полноты прочте-
ния метагенома.

Метагеномный анализ при изучении экологии
сообществ. Одной из важных задач экологии со-
обществ является изучение трофических взаимо-
действий между видами. При невозможности
прямого наблюдения за процессом питания при-
ходится опираться на содержимое пищеваритель-
ной системы. Однако сохранность останков не
всегда позволяет определить жертву по морфоло-

гическим признакам. При этом генетические
маркеры в содержимом пищеварительного тракта
сохраняются достаточно хорошо (Pompanon et al.,
2012). Например, было показано (Yoon et al., 2017),
что в рацион крупнейшей южнополярной рыбы –
антарктического клыкача (Dissostichus mawsoni) –
входят минимум 16 видов жертв из класса голово-
ногих. Кроме того, у него в желудке присутствуют
4 вида многоклеточных паразитов, относящихся
к разным типам (рис. 1).

Анализ экзогенной ДНК позволяет проводить
количественную оценку состава сообществ в вод-
ной среде. Из животного организма может выде-
ляться экзогенная ДНК в составе слущивающих-
ся покровов, эпителиальных слизей и кала. Экзо-
генная ДНК деградирует во внешней среде, но
при достаточной численности организма ее коли-
чество может поддерживаться на технически опре-
деляемом уровне. В метагеноме образцов морской
воды удалось установить количество копий мито-
хондриальной ДНК китовой акулы и сопоставить
его с численностью китовой акулы (Sigsgaard et al.,
2016). В тех же образцах определяли количество
копий митохондриальной ДНК малого восточно-

Рис. 1. Метагеномный анализ содержимого желудка антарктического клыкача, Dissostichus mawsoni (по Yoon et al.,
2017).
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го тунца, икрой которого питается китовая акула.
Оказалось, что “копийность” мтДНК (число ко-
пий в образце) хорошо отражает реальное соотно-
шение численностей соответствующих рыб (рис. 2).

Метагеномные методики применяются в от-
ношении не только животных, но и растений.
Стало возможным изучение состава опыляемых
растений по метагеному пыльцы на покровах на-
секомого-опылителя. Так, было показано (Lucas
et al., 2018), что муха-журчалка опыляет цветки
семнадцати видов растений (рис. 3). Были уста-
новлены ее пищевые предпочтения для разных
биотопов в разные сезоны года.

Метагеномные исследования также позволя-
ют более точно установить состав симбиотиче-
ских ассоциаций, в том числе хорошо изученных
лишайников. Оказалось, что значительная часть
биомассы аскомицетовых лишайников представ-
лена, помимо мицелиального и бактериального
компонентов, дрожжевым компонентом (Spribille
et al., 2016). Пока не ясно, какую функцию выпол-
няют эти базидиомицетовые дрожжи в составе
лишайника, но очевидно, что их клетки составля-
ют значительную долю этого организма.

Таким образом, анализ рибосомальных генов
позволяет получать информацию о таксономиче-
ском составе и разнообразии изучаемого сообще-
ства. Однако эти гены составляют менее десятой
доли процента от размера метагенома. Оставшаяся
часть также может быть высокоинформативной.
Наиболее интересны в этом отношении работы по
изучению функциональных генов, вовлеченных в
различные биохимические пути. Примером такой
работы может служить изучение биохимических
путей синтеза бутирата кишечным микробиомом.
Известно, что бутират является ключевым пита-
тельным веществом для клеток толстого кишечни-
ка (Vital et al., 2017). Дефицит бутирата приводит к
деградации толстого кишечника, нарушению вод-
но-электролитного баланса и повышению риска
развития рака. Поэтому активно проводится изу-
чение изменений в микробиоме, вызывающих
дефицит бутирата. Однако только по таксономи-
ческому составу микробиома практически невоз-
можно предсказать фактический выход бутирата.
Более информативна в этом отношении количе-
ственная оценка встречаемости функциональных
генов, вовлеченных в этот биосинтез. Анализ ре-
зультатов полногеномного секвенирования поз-
волил установить ключевые пути метаболизма бу-
тирата у кишечных бактерий, а также связать от-
дельные метаболические пути с конкретными
таксонами микроорганизмов (Vital et al., 2017).

Одно из ключевых общебиологических откры-
тий последних лет было сделано именно с помо-
щью полногеномного “shot-gun” секвенирования
метагенома прокариотных сообществ глубоко-
водных гидротермальных источников (Zaremba-

Niedzwiedzka et al., 2017). Метагеномный анализ
выявил наличие генов, специфичных для эукари-
от и не встречающихся у прокариот. В частности,
были обнаружены специфические варианты бел-
ков цитоскелета. Тем не менее, оказалось, что эти
гены принадлежат не эукариотам, а эндемичным
археям, образующим отдельный филум – надтип
Asgard, асгардархеи. Последующий биоинформа-
ционный анализ показал, что Asgard археи демон-
стрируют признаки как прокариот, так и эукариот.
Весьма вероятно, что именно представители Asgard
осуществили успешный эндосимбиоз с Proteobacte-
ria (будущими митохондриями) и сформировали
первый эукариотический организм порядка двух
миллиардов лет назад. Из ныне живущих A sgard
архей ближе всего к эукариотам находится таксон
Heimdallarchaeota (рис. 4). Столь позднее откры-
тие этих уникальных организмов связано с невоз-
можностью культивирования Asgard архей и
труднодоступностью их местообитаний. Это бле-
стящее подтверждение теории симбиогенеза
смогло произойти только благодаря метагеноми-
ке. Однако нельзя утверждать, что теперь подоб-
ные работы будут выходить регулярно. Изучение
Asgard архей обошлось в астрономическую сум-
му, значительно превосходящую годовой бюджет
рядового российского НИИ. Кроме того, как и лю-
бое метагеномное исследование, данная работа
оперирует не целыми организмами, а только харак-
теризует набор генов в среде. Поэтому неизбежно
возникает критика, связанная с принадлежно-
стью анализируемых генов к конкретным видам.
Есть вероятность существования тесных ассоциа-
ций видов, разделяющих некую общую совокуп-
ность генов. Нельзя недооценивать и вклад вне-
клеточной ДНК, в том числе эукариотической, а
также деградированной.

Рис. 2. Количество экзогенной ДНК китовой акулы и
малого восточного тунца в пробах морской воды (по
Sigsgaard et al., 2016).
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Метагеномный анализ почв. Одним из слож-
нейших объектов для экологических исследова-
ний является почва (Lombard et al., 2011). С точки
зрения метагеномики можно выделить три боль-
шие группы особенностей почвы как объекта изу-
чения и возникающих при этом методических
проблем: 1) неоднородность почвенного покрова,
неравномерное размещение микроорганизмов в
почвенных агрегатах и возникающая в связи с

этим проблема отбора почвенных образцов; 2) ад-
сорбция клеток на почвенных частицах, ингибиро-
вание амплификации присутствующими в почве
гуминовыми веществами и проблема экстракции и
очистки ДНК; 3) очень высокое разнообразие со-
обществ, их разный физиологический статус и
наличие внеклеточной ДНК.

Большая часть почвенного метагенома пред-
ставлена прокариотической ДНК. Поэтому поч-

Рис. 3. Таксономический состав пыльцы на покровах мухи-журчалки в начале и конце лета в разных биотопах на за-
паде Гренландии (по Lucas et al., 2018).
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венная метагеномика чаще всего направлена на
изучение таксономической и функционально-ге-
нетической структуры почвенных микробных со-
обществ. Результатом высокопроизводительного
секвенирования почвенной ДНК является спи-
сок таксонов с их относительной представленно-
стью в составе сообщества, с помощью которого
можно получить множество показателей биологи-
ческого состояния почв: 1) таксономическая струк-
тура сообщества; 2) количественное соотношение
отдельных таксонов и альфа-разнообразие; 3) сте-
пень различий между сообществами разных почв
(бета-разнообразие); 4) состав и доля индикатор-
ных таксонов в составе сообщества; 5) сложность
и характер межвидовых сетей (networks); 6) состав
сообществ, связанных с определенным процессом
(анализ функциональных генов). Также по ре-
зультатам анализа функциональных генов можно
выявлять корреляции отдельных таксонов или
сообществ в целом с отдельными почвенно-эко-
логическими условиями.

Метагеномике принадлежит значительная роль
в изучении экологии и распространения малоис-
следованных таксонов микроорганизмов в почвах.
Наиболее яркими примерами могут служить филу-
мы Thaumarchaeota и Verrucomicrobia, представите-
ли которых очень трудно культивируются в лабора-
тории. До сих пор всего три вида Thaumarchaeota
выделены в чистую культуру. С помощью РТ-ПЦР
и метабаркодинга было показано, что Thaumar-
chaeota являются самыми распространенными
археями в почве и вообще на Земле, и, по всей ви-
димости, являются основными окислителями
почвенного аммония (нитрификаторами) (Pester
et al., 2011). По сравнению с нитрифицирующими
бактериями Thaumarchaeota хорошо адаптирова-
ны к низким концентрациям аммония, что дает
им преимущество в олиготрофных условиях сре-

ды, характерных для почв (Valentine, 2007). Доля
Thaumarchaeota составляет, в среднем, 5–15% от
всего прокариотного сообщества.

Подобно археям Thaumarchaeota, подавляю-
щее число видов веррукомикробий в настоящее
время также не удалось выделить в чистую куль-
туру. Тем не менее, с помощью метабаркодинга
было показало, что наряду с бактериями Proteo-
bacteria, Actinobacteria и Acidobacteria, данный
филум является одним из основных доминантов в
составе прокариотных сообществ, доля которого
варьирует в диапазоне от 5 до 15%, а в черноземах –
до 25% и выше (Semenov et al., 2018). Вопрос о
факторах, ответственных за распределение Verru-
comicrobia в почвах до сих пор остается открытым.
Долгое время считалось, что Verrucomicrobia –
олиготрофы, способные расти в условиях низкой
доступности углерода (Rocha et al., 2010; Senech-
kin et al., 2010; Eilers et al., 2012). Тем не менее, с
помощью метабаркодинга было показано, что ос-
новная численность Verrucomicrobia приурочена
к верхним горизонтам почв, более обеспеченным
органическим веществом (Semenov et al., 2018).
Метагеномный анализ выявил связь между про-
странственным распределением Verrucomicrobia
и потоком углерода (Fierer et al., 2012), что ставит
под сомнение гипотезу относительно их олиго-
трофности. Кроме того, численность Verrucomicro-
bia падает при распашке, а также остро реагирует на
снижение содержания органического вещества
почвы (Navarrete et al., 2015; Semenov et al., 2018).

Помимо таксономического разнообразия, с
помощью метагеномного анализа можно получать
информацию о функциональных возможностях
микробиома почвы. Для этого формируется иерар-
хическая структура, в которой идентифицируемые
гены обитающих в почве организмов собираются в
функциональные субсистемы по принципу един-

Рис. 4. Филогенетическое дерево современных прокариот Asgard архей с указанием предположительного места отде-
ления ветви эукариот (по Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017).
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ства выполняемой функции. В состав такого мета-
генома входят функциональные субсистемы генов,
ответственные за метаболизм белков, жиров и угле-
водов, вирулентность, дыхание, отклик на стресс и
т.д. На более низком иерархическом уровне воз-
можен анализ доли генов, ответственных за про-
цессы цикла углерода и азота (например, нитри-
фикацию), синтез или разложение определенных
соединений.

Сравнение функциональных профилей мета-
геномов почв арктических и песчаных пустынь
показало, что по соотношению субсистем генов
разница между почвами столь контрастных экоси-
стем незначительна. Сообщества песчаных пустынь
характеризуются более высокой долей генов, свя-
занных с осморегуляцией и переходом в покоящее-
ся состояние, а также метаболизмом углеводов и
ароматических соединений. В метагеноме аркти-
ческих пустынь, по сравнению с песчаными, выяв-
лено большее количество генов, ассоциированных
с круговоротом питательных веществ и катаболиз-
мом соединений, которые связаны с растениями
(Fierer et al., 2012). Вместе с тем, метагеномный ана-
лиз успешно выявляет различия, возникающие в
почвах разных типов землепользования. По срав-
нению с естественными экосистемами, чернозем
под пашней демонстрирует более низкое разно-
образие архей и грибов, а также функциональных
показателей (Gorbacheva et al., 2018). В ряду “тро-
пический лес – экосистема после вырубки леса –
пашня и пастбище” показано, что сельскохозяй-
ственные и пастбищные почвы характеризуются
более низкой численностью микроорганизмов,
при этом обладая самым высоким таксономиче-
ским и функциональным разнообразием, что яв-
ляется важным атрибутом для поддержания функ-
ционирования экосистемы после вырубки леса
(Mendes et al., 2015). С другой стороны, экоси-
стемное равновесие в нативной лесной экосисте-
ме поддерживается на основе более низкого раз-
нообразия, но более высокой численности микро-
организмов. Еще в одном исследовании показано,
что обработка почвы и севооборот существенно
сказываются на субсистемах функциональных ге-
нов в составе полного метагенома (Souza et al.,
2015). В почве при вспашке с оборачиванием пла-
ста оказалось больше микроорганизмов, связанных
с разложением растительных остатков и циклами
углерода и азота, а также эукариот. При минималь-
ной обработке почвы более высокой численностью
характеризуются азотфиксирующие ризобии и ар-
хеи. Стоит отметить, что в данной работе не уда-
лось аннотировать почти половину метагеномных
последовательностей, а на бактерии приходилось
основная часть всех прочтений. Суммарный вклад
архей и эукариот в аннотированную часть изучен-
ного метагенома составил лишь 0.5% (Souza et al.,
2015).

Также микробные сообщества почв сильно ре-
агируют на другие агрогенные воздействия, на-
пример, внесение удобрений. Использование
азотных удобрений увеличивает численность ко-
пиотрофов – Proteobacteria и Firmicutes, и умень-
шает долю олиготрофов Acidobacteria, Nitrospirae
и Chloroflexi. Особенно сильно негативное влияние
сказывается на порядок Rhizobiales, включающих в
себя множество ассоциативных азотфиксаторов.
Внесение фосфорных удобрений повышает чис-
ленность Armatimonadetes и Chlorobi (Ling et al.,
2017).

Метагеномный анализ древней ДНК. Метагено-
мика может изучать генетический материал не
только живых организмов, но и давно умерших.
Древнюю ДНК экстрагируют из образцов, воз-
раст которых исчисляется столетиями и тысяче-
летиями. С биохимической точки зрения древняя
ДНК характеризуется крайне малыми размерами
фрагментов, длина которых в большинстве случа-
ев не превышает 100–150 пар оснований, хотя,
конечно, известны случаи лучшей сохранности
данного типа ДНК. Помимо этого, древняя ДНК
имеет большое количество специфических пост-
мортальных мутаций. Древняя ДНК сохраняется
во многих органах и тканях, способных противо-
стоять времени и воздействию внешней среды.
Самыми популярными объектами исследования
являются кости, зубы и волосы, так как они луч-
ше всего сохраняются при большом диапазоне
условий. Защитой для зубов от грубых механиче-
ских воздействий с течением времени служит
эмаль сверху и кости челюсти снизу. Различные
типы ДНК (ядерная, митохондриальная, в случае
растений – хлоропластная) имеют также различ-
ные свойства и сохраняются в разной степени в
тех или иных частях органов и тканей. В случае
зубов ядерная ДНК сохраняется наилучшим об-
разом в клетках цементного слоя, инкапсулиро-
ванная в его минеральной матрице, тогда как в
пульпе и дентине источником ядерной ДНК яв-
ляются мягкие ткани, наиболее подверженные
разложению в начале постмортального периода.
Многокопийная мтДНК, напротив, наилучшим
образом сохраняется в дентине, в особенности в
области корней зуба (Higgins et al., 2015). Волосы,
благодаря гидрофобной структуре кератина, об-
ладают значительной устойчивостью как к конта-
минации экзогенной ДНК, так и к воздействию
воды (Gilbert et al., 2006). Правда, из-за особенно-
стей развития волос, основным сохраняющимся
типом ДНК является мтДНК, которая в большом
количестве (имеется в виду копийность) может
быть найдена в стержне волоса на всем его протя-
жении. Ядерная же ДНК сохраняется хорошо
только в корне живого волоса и в ближайших к
нему нескольких сантиметрах стержня, однако
уже в выпавших волосах зачастую ядерная ДНК
вообще не детектируется (Andréasson et al., 2006).
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Мягкие ткани также могут сохраняться, если
для этого имеются благоприятные условия – к
примеру, вечная мерзлота. Благодаря низким
температурам, приводящим как к лучшей сохран-
ности клеточных компонентов и ДНК, так и к
низкой активности микроорганизмов и клеточным
ферментов, именно биологический материал из
вечной мерзлоты характеризуется самой высокой
устойчивостью по сравнению с другими видами
палеоДНК. Помимо этого, вечная мерзлота от-
крыла науке путь и к другим объектам: грибам
(Bellemain et al., 2013), бактериям (Willerslev et al.,
2004) и древним человеческим популяциям
(Green et al., 2006; Noonan et al., 2006; Fu et al.,
2015). Древняя ДНК находит свое применение и в
областях биологии, связанных с медициной. Чтобы
проследить эволюцию и распространение чумной
палочки, были отсеквенированы геномы штам-
мов чумной палочки Yersinia pestis возрастом от
2800 до 4000 лет и построены филогенетические
деревья. В ходе исследования выяснилось, что
~3000 лет назад в геноме Y. pestis появился ген
Yersinia murin toxin (ymt), который кодирует фос-
фолипазу Д, защищающую чумную палочку в ки-
шечнике артропод (в данном случае блох), и таким
образом авторы смогли довольно точно предсказать
время, когда блохи стали вектором распростране-
ния чумы. Другие авторы исследовали образцы
плейстоценовых и голоценовых отложений из
вечной мерзлоты Сибири, а также образцы пе-
щерных и береговых отложений Новой Зеландии
(Willerslev et al., 2003). ДНК экстрагировали из об-
разцов весом ~2 г и затем проводили амплифика-
цию с использованием праймеров на гены хлоро-
пластов растений и мтДНК животных, в результате
чего удалось выделить ДНК растений возрастом
300000–400000 лет и позвоночных животных
20000–30000 лет. Благодаря этому удалось оце-
нить видовое разнообразие в каждой местности, а
также проследить его динамику для растений на
протяжении обширных временных периодов.

Проблема воспроизводимости и интерпретации
метагеномных данных. Эффективность и высокая
производительность метагеномного анализа обу-
словила резкий рост числа работ в этой области.
Однако неаккуратность в проработке метагеном-
ных методик приводит к невоспроизводимости
результатов, от которой не застрахованы работы
самого высокого уровня. Наибольшее количество
противоречий в полученных результатах приходит-
ся на долю исследований микробиома кишечника
человека (Poussin et al., 2018). Причем в подавляю-
щем числе случаев под микробиомом кишечника
человека авторы понимают микробиом кала че-
ловека. Интерес к этому объекту объясняется
публикацией серии сообщений об исключительном
влиянии микробиома кишечника на физиологию
организма в целом. В разное время указывалось, что
микробиота человека влияет на развитие сахарного

диабета и ожирения, онкологических и аутоим-
мунных заболеваний, психологию человека по-
средством синтеза нейромедиаторов и, конечно,
“иммунитет” (Yan, Charles, 2017; Malan-Muller et al.,
2018; Dicks et al., 2018). Логика исследователей ос-
новывалась на корреляции между параметрами
метагенома и частотой развития патологии. Хотя
очевидно, что никакая корреляция не гарантиру-
ет прямой взаимосвязи. Например, есть хорошая
корреляция между возрастом респондента и его
микробиотой. Но до сих пор не появилась статья,
где бы старение человека объяснялось активно-
стью его бактерий. Кроме того, наблюдаемые раз-
личия вполне могут объясняться высокой микро-
биологической гетерогенностью образцов кала.
Эта гетерогенность, а также многочисленные ме-
тодические допущения приводят к невоспроиз-
водимости метагеномных результатов. Так, в
журнале “Cell” был поставлен вопрос о наследуе-
мости микробиома человека, как органа, предпо-
ложительно имеющего широчайшие функции
(Goodrich et al., 2014). После проведения близне-
цового эксперимента с помощью метагеномных
технологий оказалось, что состав микробиома на-
следуется генетически. Однако совсем скоро в
журнале “Nаture” были опубликованы прямо
противоположные данные (Rothschild et al., 2018).
Подобное расхождение в результатах, опублико-
ванных в журналах с импакт-фактором свыше 30,
может объясняться как раз невозможностью бук-
вального трактования метагеномных данных.
Причины низкой воспроизводимости метаге-
номных данных кроются на всех этапах постанов-
ки эксперимента (Hoopen et al., 2017).

Этап выбора биологического образца. Образцы
для метагеномных исследования характеризуют-
ся высокой гетерогенностью. Если речь идет о
микробиоме, то его состав в образце зависит от
микроструктуры объекта, наличия анаэробных
зон, присутствия микроскопических слепых по-
лостей, дистанции до активных зон, например:
корневых волосков, стенки кишечника, копроли-
тов дождевых червей. Очень сложно выполнить
рандомизацию, учитывающую все эти факторы.
Иногда рандомизацию выполнять просто нецеле-
сообразно, поскольку различия микробиома в двух
ближайших микролокусах (например: поверхность
стенки кишечника и просвет кишечника) так ве-
лики, что их в принципе не следует рассматривать
вместе. Также нельзя забывать о скорости изме-
нений микробиома. Например, разница в отборе
проб в один час может радикально изменить ха-
рактер микробиома. Представление о микробио-
ме, как о неизменной и постоянной во времени
системе совершенно не соответствует действи-
тельности. Ненамного проще ситуация с метаге-
номом сообществ животных. Разные части тела
животного содержат разное количество ДНК.
Кроме того, ДНК в разных частях животного де-
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градирует с разной скоростью. Оптимальная ее
сохранность достигается в пульпе зуба, наихуд-
шая – в слущенном эпителии. Поэтому различия
в представленности генов двух животных в среде,
могут быть связаны как с различной численно-
стью животных, так и с различиями в механизмах
попадания и депонирования их ДНК в среде. К
сожалению, многие исследователи, находящиеся
под впечатлением от технической новизны метода,
слишком формально выполняют методические
протоколы, которые подкупают своей простотой.
Но протоколы разрабатывают специалисты, незна-
комые со спецификой каждого конкретного типа
образцов. А ошибка в выборе биологического об-
разца для метагеномного анализа заранее вызы-
вает искажение результатов, которое нельзя
скомпенсировать на более поздних этапах экспе-
римента.

Этап выделения суммарной ДНК. Данный этап
работы высоко формализован. Ошибка может
возникнуть только при сравнении результатов,
полученных с помощью разных методов выделе-
ния ДНК. Внутри одного метода достигается до-
статочно хорошая воспроизводимость.

Этап амплификации. В метагеномных работах,
выполненных по “shot-gun” методике, этот этап и
связанные с ним ошибки отсутствуют. В ампли-
конных работах возникает необходимость мно-
жественной амплификации целевого фрагмента
ДНК с помощью ПЦР. На этом этапе помимо ко-
пирования целевых фрагментов происходит по-
явление фрагментов-артефактов (например, хи-
мер), которые изначально отсутствовали в образ-
це. При неудачном ПЦР доля артефактов может
превышать 50%. Кроме того, для ПЦР необходи-
мо подобрать праймеры – специальные молеку-
лы ДНК, которые отмечают начало и конец целе-
вого фрагмента. У разных организмов эти участки
немного отличаются. Даже наиболее универсаль-
ные праймеры хорошо подходят для амплифика-
ции требуемых участков ДНК одних организмов
и не подходят для других. Поэтому на практике
используется “коктейль” из десятков праймеров,
которые потенциально должны подойти ко всем
организмам. Но чем больше параллельно исполь-
зуется праймеров, тем выше количество артефак-
тов ПЦР. Объективно отличить артефакт от целе-
вого фрагмента невозможно. Контроль над появ-
лением артефактов осуществляется на этапе
биоинформатической обработки исключительно
косвенными методами.

Этап секвенирования. Секвенирование может
осуществляться на одной из нескольких аппарат-
ных платформ. Наиболее популярные: Illumina,
Pacific Bioscience, IonTorrent. Сам процесс секве-
нирования предусматривает ошибки. Наиболее
высокий уровень аппаратных ошибок у платфор-
мы IonTorrent, но она является наиболее привле-

кательной по стоимости. Результаты, полученные
на разных платформах, характеризуется невысо-
кой воспроизводимостью по отношению друг к
другу (Allali et al., 2017). Ключевым способом по-
вышения воспроизводимости на аппаратном
уровне является увеличение глубины секвениро-
вания, измеряемой в количестве прочтений на
образец (Zaheer et al., 2018). Если для работы по
микробиому в начале 2010-х гг. можно было огра-
ничиться 10000 прочтений, то теперь требования
выросли до 50000 и даже 120000 прочтений на об-
разец. При постановке работы необходимо стре-
миться к тому, чтобы все сиквенсы эксперимента
были получены на одной и той же платформе.
Причем это актуально и при сравнении собствен-
ных результатов с литературными данными.

Этап биоинформатической обработки данных.
Результат работы секвенатора представляет собой
перечень нуклеотидных последовательностей,
которые находились в образце и были фланкиро-
ваны праймерами, а также набор всех артефактов
секвенирования. Как правило, каждый реально
существующий целевой фрагмент длиной 200–
400 п.н. в результате ошибок отображается как
группа фрагментов, все члены которой отличают-
ся друг от друга на несколько нуклеотидов. По-
этому неверно воспринимать каждый вариант
фрагмента, как фактически существующий в среде.
Это приведет к ложному многократному увеличе-
нию биоразнообразия сообщества. Для борьбы с
этим (а также для учета внутривидового полимор-
физма) применяется кластеризация сиквенсов в
операционные таксономические единицы –
ОТЕ. Можно выделить три основные группы кла-
стеризующих алгоритмов:

1. Динамические de novo алгоритмы. Подходят
для кластеризации сиквенсов при анализе новых,
ранее не изучавшихся сообществ, включающих
редкие и отсутствующие в базах данных таксоны.
Не могут быть реализованы на бытовых компью-
терах, требуют наличия высокопроизводитель-
ных процессоров.

2. “Жадные” de novo алгоритмы. Подходят для
кластеризации сиквенсов при анализе новых, ранее
не изучавшихся сообществ, включающих редкие и
отсутствующие в базах данных виды. Могут быть ре-
ализованы на любом компьютере. Но дают ложное
завышение разнообразия, искажают количе-
ственную представленность кластеров.

3. Референсные алгоритмы. Подходят для кла-
стеризации сиквенсов при анализе хорошо из-
вестных сообществ, все члены которых были ра-
нее проанализированы по отдельности, и сиквен-
сы депонированы в базу данных. Могут быть
реализованы на любом компьютере. Дают мини-
мальное искажение результатов. Плохо работают
при низком пороге идентичности (см. ниже).
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4. Без кластеризации. Метод, привлекающий
все большее внимание благодаря наиболее высо-
кой разрешающей способности. Требует большо-
го личного участия оператора и поэтому не может
быть реализован на поточной основе.

Очевидно, что кластеризация серьезно снижа-
ет разрешающую способность метода, поэтому
исследователь должен задать порог идентичности
(в % отличий нуклеотидной последовательности)
в пределах которого будет формироваться ОТЕ.
При большом количестве артефактов порог иден-
тичности увеличивают, при высоком качестве си-
квенсов – уменьшают. Стандартный порог для

баркодирования по рибосомальным генам – 97%,
что соответствует уровню род/вид. Очень важно,
что при работе с неуниверсальными узкоспециали-
зированными праймерами необходимо поднять
порог идентичности, иначе это обесценит высо-
кую разрешающую способность праймера. В ред-
ких случаях его могут поднимать до 100%, т.е. от-
казываться от кластеризации. При работе с очень
разнообразными или низкокачественными мета-
геномными данными при использовании высо-
коуниверсальных праймеров порог уменьшают
вплоть до 93% (уровень отряда–семейства). При
работе с функциональными генами (целлюлазы,
токсины и т.д.) порог обычно также уменьшают

Рис. 5. Воспроизводимость результатов метагеномного анализа образца с помощью разных аппаратных платформ для
секвенирования (по вертикали), и различных математических пакетов обработки данных (по горизонтали) (по Allali
et al., 2017). (a) Филогенетическое разнообразие. (б) Видовое богатство. 
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до 93–95% (Ngara, Zhang, 2018). Неудачный вы-
бор алгоритма кластеризации и порога идентич-
ности может сильно навредить работе. Принци-
пиально важно, чтобы все сравнения проводили
только между результатами, полученными с по-
мощью одного и того же метода кластеризации
(Clooney et al., 2016). Это актуально и при сравнении
с литературными данными. В работе Allali et al., 2017
было наглядно продемонстрировано, что анализ
одного и того же образца с помощью разных мате-
матических пакетов и/или разных платформ секве-
нирования ведет к невоспроизводимости данных
(рис. 5). Стоит только отметить, что основным “ин-
струментом” контроля является исключение всех
нуклеотидных последовательностей, встречаю-
щихся в единственном экземпляре (синглтонов).
Еще одним подходом является перенос внимания
на таксоны более высокого уровня. Небольшие
ошибки в нуклеотидной последовательности фраг-
мента могут “перевести” его в другой род организ-
мов, но маловероятно – в другое семейство или
отряд (порядок).

Ошибки, возникающие на перечисленных эта-
пах метагеномного исследования, могут неоправ-
данно увеличивать биоразнообразие анализируе-
мого сообщества организмов и обуславливать лож-
ные корреляции. Наиболее эффективный способ
борьбы с подобными ошибками – контрольное ис-
следование образцов без использования технологий
метагеномики. Как правило, высокорейтинговые
журналы требуют, чтобы вывод любой работы был
подтвержден как минимум двумя эксперимента-
ми, основанными на разных методических прин-
ципах. Например, увеличение экспрессии гена
(показанное методом секвенирования тотальной
РНК) должно быть подтверждено увеличением
количества целевого метаболита (показанным
методом ГХ-МС). Этот же принцип должен со-
блюдаться и для метагеномных исследований, од-
нако в подавляющем большинстве метагеномных
работ этого не происходит. Поэтому любые рассуж-
дения о составе и функциях микробиома, вытекаю-
щие только из метагеномных данных, являются в
значительной мере спекулятивными. Вероятно,
дальнейшее развитие метагеномных исследова-
ний будет заключаться в контроле параметров
фенотипа, поскольку любые геномные данные
лишь косвенно связаны с фактическим феноти-
пом. Более детальную информацию дают: мета-
транскриптом – совокупность всей матричной
РНК в пробе, метапротеом – совокупность всех
белков и, наконец, мета-метаболом, характеризу-
ющий все органические вещества, включая малые
молекулы. Данные подходы иногда называются
“омиксными” технологиями – от общего англий-
ского окончания для всех четырех терминов: metag-
enomics, metatranscriptomics, metaproteomics, meta-me-
tabolomics. Сочетание омиксных технологий будет
служить внутренним контролем для любого иссле-

дования. Например, наличие характерных изоформ
белков будет подтверждать наличие конкретного
вида при метабаркодинге. Наличие определенного
метаболита будет подтверждать обнаружение соот-
ветствующего функционального гена. Без этого,
метагеномика будет оставаться многообещаю-
щим, но пока недостаточно надежным методом.
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The paper discusses the prospects for the application of metagenomic technologies in ecological studies. It
describes advantages in investigating the taxonomic composition of aquatic and terrestrial biotopes, as well as
the examples of trophic and phoric relationships found in ecosystems using metagenomic approach. The abil-
ities of metagenomics to study prokaryotic communities in complicated environments such as soils or animal
intestines are shown. The review highlights the role of relic DNA in metagenome as well as the possible study
of ancient organisms. Particular attention is paid to the criticism of metagenomic technologies related to the
low reproducibility of the sequencing data. Common methodological mistakes in bioinformatics processing
of metagenomic data leading to misleading results are considered.
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