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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Материалы и реагенты 

Листья шелковицы были приобретены у компании Tong Ren Tang Co. (Пекин, Китай, 
серия: 20180605). Стандарты моносахаридов D- манноза (Man), L- рамноза (Rha), D- 
глюкуроновая кислота (GlcA), D- галактуроновая кислота (GalA), D- глюкоза (Glc), D- 
галактоза (Gal), D- ксилоза (Xyl) и L- фукоза (Fuc) были приобретены у Sigma-Aldrich. 
Фенил-3-метил-5-пиразолон, трифторуксусная кислота, гидроксид натрия (NaOH) и калия 
дигидрофосфат (KH2PO4) были приобретены у Aladdin. Чистота каждого стандарта 
составляла не менее 98 %. Ацетонитрил для хроматографии и муравьиная кислота были 
приобретены у Fisher Scientific. Калий‐фосфатный буфер (PBS) был приобретен у Solarbio. 
Другие химические реагенты имели квалификацию «ч.д.а» и приобретались у Sinopharm 
Chemical Reagent Co., Ltd. 

2.2. Получение полисахаридов из листьев шелковицы 

1,0 кг листьев шелковицы белой высушивали и измельчали в порошок, затем замачивали 
на ночь в 95% этаноле для удаления хлорофилла. Остаток высушивали и экстрагировали 
12 л воды в течение 2 ч при 100°C. Надосадочную жидкость центрифугировали при 3500 g 
в течение 10 мин, а остаток повторно экстрагировали 10 л воды в течение 2 ч. Экстракт 
концентрировали до одной пятой объема на роторном испарителе, затем добавляли 95% 
этанол, до конечной концентрации этанола 80 % и выдерживали 24 ч при 4°C. Затем 
осадок, содержащий ПЛШ, собирали и лиофилизировали. Первичный состав ПЛШ 
характеризовали определением общего содержания сахара и белка (Bitter & Muir, 1962; 
Bradford, 1976), молекулярной массы (Sun et al., 2009) и моносахаридного компонента (Dai 
et al., 2010). 

2.3. Животные 

Шестинедельных мышей‐самцов C57BL/6N закупили у компании Beijing Vital River 
Laboratory Animal Technology Co., Ltd. и содержали в контролируемых условиях (22±2°C, 
влажность 40 -60% и 12‐часовой цикл «свет-темнота»). После 1 недели адаптации мышей 
случайным образом разделили на контрольную группу (Con), группу ВЖД и группу ПЛШ 
(n = 8-10). Мышей в группе Con содержали на стандартной диете (13,5% энергии из жира; 
1022; Beijing HFK Bioscience Co. Ltd), мышей из группы ВЖД подвергли ВЖД (60% 
энергии из жира; H10060; Beijing HFK Bioscience Co. Ltd). Мышам в группе ПЛШ вводили 
высокую дозу раствора ПЛШ (вПЛШ – 100 мг кг‐ 1 день-1) и низкую дозу раствора ПЛШ 
(нПЛШ − 50 мг кг− 1 день-1), мышам из группы Con вводили воду в качестве контроля . 
Через 20 недель мышей помещали в метаболические клетки, и данные о потреблении 
пищи собирали в течение 24 часов. Для секвенирования последовательности 16S рРНК 
собирали фекалии животных. Мыши голодали в течение 10 часов перед эвтаназией, от 
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животных получали образцы крови и жизненно важных органов. Исследование было 
одобрено Комитетом по этике лабораторных животных Тяньцзиньского университета 
традиционной китайской медицины (TCM-LAEC2020049). 

 

2.4. Мониторинг метаболических показателей 

2.4.1. Измерение массы тела и веса органов. Гистологическ ие исследования 

Во время этого эксперимента еженедельно регистрировали массу тела животных . Также 
рассчитывали данные суточного потребления калорий . После умерщвления мышей 
отбирали и взвешивали свежевыделенный бурый жир, околопочечный жир, подкожный 
жир, эпидидимальный жир и печень. Парафинированные образцы ткани печени и 
эпидидимального жира окрашивали с использованием гематоксилина-эозина (H&E) или 
масляного красного O, как описано ранее (Xu et al ., 2019). 

2.4.2. Измерения уровня глюкозы в крови натощак (ГКН), инсулина натощак (ИН), 
лептина натощак и тест на толерантность к глюкозе (ТТГ) 

Предварительно мыши голодали в течение ночи при наличии свободного доступа к воде. 
ГКН определяли с помощью глюкометра ACCU-CHEK® Performa и тест- полосок. ТТГ 
проводили после внутрибрюшинного введения глюкозы (2,0 г кг‐ 1 массы тела). 
Концентрацию глюкозы измеряли в крови хвостовой вены спустя 0, 15, 30, 60, 90, и 120 
мин после введения, и была рассчитана площадь под кривой (ППК) зависимости 
концентрации глюкозы от времени (ТТГ-ППК ). Уровни инсулина (ИН) и лептина натощак 
измеряли с помощью наборов MILLIPLEX® MAP (Merck Milliplex). Индекс 
резистентности к инсулину рассчитывали по следующим формулам: HOMA-IR = ИН × 
ГКН (мМ)/22,5.  

2.4.3. Прочие биохимические показатели 

Общий холестерин (ОХ) и триглицериды (TG) в плазме крови измеряли с помощью 
автоматического биохимического анализатора (Hitachi 7020) согласно инструкциям 
производителя. Уровень свободных жирных кислот (FFA) в плазме определяли 
химическим колориметрическим методом. Уровень липополисахаридов (LPS) в плазме 
крови определяли с помощью наборов для иммуноферментного анализа (ELISA) от Linco 
Research (Shanghai Huyu Biotechnology Co., Ltd). 

 

2.5. Определение проницаемости толстой кишки 

После умерщвления мышей вырезали сегменты толстой кишки животных, фиксировали 
образцы раствором формалина в фосфатном буфере и парафинировали. Затем срезы 
окрашивали H & E (Song et al., 2018). Изменения содержания зонулина-1 (белок плотных 
контактов-1, ZO‐1) в ткани толстой кишки определяли методом иммунофлуоресцентного 
окрашивания. Парафинированные срезы ткани толстой кишки подготавливали и 
инкубировали с антителами в соответствии с методикой, описанной в работе Xie et al. 
(2021). Срезы окрашивали DAPI и анализировали с помощью флуоресцентной 
микроскопии (Nikon). Полученные изображения объединяли и анализировали с 
использованием программы Image J. 

 

2.6. Анализ разнообразия микробиоты кишечника 

2.6.1. Сбор образцов кала, выделение ДНК и секвенирование 
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Свежие образцы фекалий мышей (по 200 мг каждого) собирали в стерильных условиях и 
немедленно замораживали при -80°C перед эвтаназией. После этого геномную ДНК 
экстрагировали методом ЦТАБ/SDS и доводили концентрацию каждого образца ДНК до 1 
нг мкл−1 . Библиотеку области V4 гена 16S рРНК (праймер: 515F‐806R) сконструирова ли, 
квалифицировали и секвенировали (Novogene) на платформе Illumina HiSeq 250 в 
соответствии с методикой, описанной в работе Fu et al. (2020). 

 

2.6.2. Анализ состава кишечной микробиоты путем секвенирования 

Исходные риды, полученные из фрагментов ДНК микробиоты, качественно 
отсортировывали и объединяли с помощью FLASH (Magoč & Salzberg, 2011). 
Последовательности ДНК анализировали с использованием пакета программ Qiime 
(Caporaso et al., 2010). Операционные таксономические единицы (ОТЕ) выбирали путем 
выравнивания последовательностей (отсечение по сходству ≥97%) с использованием 
скрипта de_novo_otus.py, а затем аннотировали по базе данных SILVA. Индекс 
альфа‐разнообразия chao1 и оценка охвата на основе численности (abundance-based 
coverage estimator, ACE) оценивают численность видов. Наблюдаемые виды определяют 
количество уникальных ОТЕ, обнаруженных в каждом образце. На основе этих трех 
показателей с использованием Qiime (версия 1.9.1) сгененировали индекс Шеннона. 
Взвешенное метрическое пространство UniFrac для проведения анализа базовых 
координат (Principal Coordinates Analysis, PCoA) рассчитывали для оценки 
бета‐разнообразия с использованием пакетов R ggcorrplot (версия 2.15.3). Корреляции 
между ключевыми микробными филотипами и параметрами, связанными с метаболизмом, 
рассчитывали с помощью корреляционного анализа Спирмена с использованием пакетов R 
psych (версия 2.15.3). 

 

2.7. Липидомный анализ 

2.7.1. Подготовка образцов плазмы 

Образцы плазмы мышей готовили по методу Сарафиана с некоторыми модификациями 
(Sarafian et al., 2014). 100 мкл образца плазмы помещали на лед, затем экстрагировали 
добавлением 300 мкл холодного изопропанола и перемешивали в течение 5 мин. Эмульсии 
оставляли на -20°C в течение 1 ч, затем центрифугировали при 13 200 g в течение 10 мин. 
Верхний слой изопропанола собирали в отдельную пробирку типа Эппендорф и отбирали 
2 мкл пробы для анализа методом ультра-высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(уВЭЖХ) с последующей масс‐спектрометрией. Для оценки воспроизводимости и 
надежности инструментальной системы проводили контроль качества: 10 мл образца 
принимали за контрольный образец вместе с утвержденными стандартами. 

 

 

2.7.2. Условия использования прибора и анализ данных 

Разделение липидов плазмы проводили методом уВЭЖХ. Для сбора данных 
использовался масс‐спектрометр AB SCIEX QTRAP (6500+, AB Sciex). Подробные 
условия уВЭЖХ‐QTRAP‐ МС / МС описаны ранее в работе (Tan et al., 2021). 

Для обработки исходных данных использовалось программное обеспечение SCIEX OS. 
Анализ базовых компонент (Principal Component Analysis, PCA), частичный 
дискриминантный анализ методом наименьших квадратов (Partial Least 



Squares-Discrimination Analysis, PLS-DA) и ортогональный PLS-DA (OPLS-DA) были 
выполнены с помощью программного обеспечения SIMCA-P (версия 14.1; Umetrics AB). 
Для нормализации данных перед многомерным анализом использовали 
PAR-нормализацию. Потенциальные липидные биомаркеры выбирали в соответствии с 
показателем переменной прогнозируемой значимости (Variable Importance in the Projection, 
VIP> 1) на основе модели PLS-DA и t-критерия Стьюдента (p <0,05). 

 

2.8. Статистическая обработка данных 

Данные представляли в виде среднего значения ± стандартная погрешность измерений. 
Все статистические анализы выполняли с помощью программного обеспечения SPSS 17.0. 
Для сравнений между несколькими группами использовали односторонний ANOVA с post 
hoc-тестом Тьюки или тестом Крускала -Уоллиса с последующим множественным 
сравнением Данна. Для сравнения двух групп использовали t-критерий Стьюдента. 
Различия при р <0,05 считали статистически значимыми. Для графического представления 
данных использовали GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.). 
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