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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы. В кишечнике обитает огромное количество 

микроорганизмов, которые играют важную роль в физиологических процессах 

организма хозяина, а также обеспечивают защиту от колонизации патогенами 

(Gensollen et al., 2016; Pickard et al., 2017; Kamada et al., 2013). Обнаружены 

многочисленные ассоциации изменения таксономического и функционального 

профиля микрофлоры с нарушениями физиологических процессов в организме 

хозяина, вовлекающими иммунную систему, пищеварение и метаболизм, нервную 

систему (Feng et al., 2018), перетекающими в патологические состояния. 

Примером заболеваний, ассоциированных с нарушением микрофлоры, являются 

воспалительные заболевания кишечника (ВЗК). ВЗК – это хронические, 

рецидивирующие воспалительные заболевания желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), к 

данной группе относят болезнь Крона и язвенный колит. Несмотря на то, что ВЗК 

являются серьезной проблемой в мировой медицине, их этиология до сих пор неясна 

(Ng et al., 2017). Считается, что ВЗК развиваются у предрасположенных индивидов под 

влиянием факторов окружающей среды, однако заболевания могут возникнуть и без 

выявленной генетической предрасположенности (Sartor, 2006). При ВЗК наблюдаются 

изменения микрофлоры (Matsuoka and Kanai, 2015) и нарушение кишечного барьера 

(Antoni et al., 2014), что может приводить к нарушению баланса иммунных реакций в 

кишечнике и способствовать развитию сильных воспалительных реакций. Вследствие 

многофакторности и неясной этиологии ВЗК, современные терапевтические подходы 

часто оказываются недостаточно эффективными. В связи с этим сейчас активно 

исследуются механизмы процессов, имеющих место при ВЗК, а также разные методы 

регуляции воспаления в кишечнике за счет воздействия, как на иммунную систему, так 

и на микрофлору кишечника. Одним из активно развивающихся направлений является 

исследование способов регуляции состава кишечной микрофлоры (Babickova and 

Gardlik, 2015). В частности, исследуются способы восстановления микрофлоры путем 

заселения кишечника бактериями при помощи пробиотиков (живые бактерий), 

воздействия на мукозальную иммунную систему хозяина постбиотиками (метаболиты, 

лизаты бактерий), а также ведутся разработки по получению пребиотиков (пищевых 

добавок, стимулирующих рост симбиотических бактерий) (Orel and Kamhi Trop, 2014; 

Vieira et al., 2016). 

Для поддержания баланса между про- и противовоспалительными реакциями в 

кишечнике необходима точная регуляция состава микрофлоры и ее взаимодействия с 

клетками хозяина (Barbosa and Rescigno, 2010). В кишечнике микроорганизмы 

находятся в просвете и практически не взаимодействуют с эпителиальными клетками 
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благодаря специальному гелеобразному барьеру, основу которого составляет 

гликопротеин муцин2, а также различные противомикробные факторы (Johansson et al., 

2008). Муцин2 – основной секреторный муцин в кишечнике, который синтезируется и 

выделяется бокаловидными клетками кишечного эпителия (Johansson et al., 2011). Он 

служит с одной стороны защитным барьером для эпителиальных клеток, а с другой – 

выступает в роли ниши для обитания кишечных бактерий. Некоторые бактерии могут 

расщеплять олигосахариды муцина2 и использовать полученные моносахариды в 

качестве источников энергии, а также отщеплять их для использования другими 

бактериями, которые не имеют ферментов для гидролиза олигосахаридов муцина2 

(Bergstrom and Xia, 2013). Особенно важны остатки сахаров, находящихся в 

терминальном положении олигосахаридов, поскольку именно они наиболее доступны 

для бактерий в просвете кишечника. Одним из таких моносахаридов является фукоза, 

которая помимо источника энергии для бактерий, также выступает в роли важного 

фактора во взаимоотношениях хозяин-микроб, в том числе за счет регуляции 

распознавания некоторых бактерий (Pickard and Chervonsky, 2015). Нарушение 

фукозилирования в кишечнике может приводить к изменению состава микрофлоры 

(Kashyap et al., 2013) и снижению устойчивости к колонизации патогенов (Pham et al., 

2014; Pickard et al., 2014). Благодаря своим свойствам фукоза исследуется в качестве 

модулятора микрофлоры. Появляются данные о том, что экзогенная фукоза, а также 

вещества, содержащие фукозу, могут оказывать влияние на состав микрофлоры, а 

также на иммунную функцию в кишечнике (He et al., 2019; Ke et al., 2020; Lean et al., 

2015; Wu et al., 2018). Таким образом, дальнейшее изучение свойств фукозы может 

быть основой для разработки новых способов модуляции кишечной микрофлоры. 

Цель работы: выявить роль муцина2 и его компонента – моносахарида L-фукозы 

в регуляции барьерной функции кишечника. 

Задачи исследования: 

1. Оценить влияние дефицита муцина2 на состав микрофлоры кишечника и 

иммунный статус мышей с нокаутом гена Muc2 (Muc2-/-); 

2. Определить роль бактериальной микрофлоры кишечника в изменении 

иммунного статуса мышей Muc2-/-; 

3. Установить роль моносахарида L-фукозы в регуляции микрофлоры 

кишечника у мышей Muc2-/- на фоне приема антибиотиков. 

Научная новизна работы. В данной работе показано, что у мышей вследствие 

генетически обусловленного дефицита муцина2 (мыши Muc2-/-) происходит нарушение 

барьерной функции и развивается хроническое воспаление в кишечнике. Также 

дефицит муцина2 снижает устойчивость к колонизации кишечника мышей 
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микроорганизмом Tritrichomonas sp. Таким образом, гликопротеин муцин2 участвует в 

регуляции иммунных реакций и микрофлоры в кишечнике. 

Нарушение бактериальной кишечной микрофлоры приводит к истощению и 

гибели Muc2-/- мышей с сопутствующей инфекцией Tritrichomonas sp. При этом 

элиминация Tritrichomonas sp. или наличие муцина2 в просвете кишечника не приводит 

к гибели мышей при обеднении микрофлоры. Таким образом, впервые 

продемонстрировано, что бактериальная микрофлора защищает мышей от 

цитотоксического действия протозойной инфекции в условиях нарушенного барьера в 

кишечнике. 

Впервые на модели ВЗК показано, что антибактериальные препараты оказывают 

разнонаправленное действие на бактериальную микрофлору в зависимости от 

присутствия протозойной инфекции. При воздействии антибиотиков разнообразие 

микрофлоры у мышей с инфекцией Tritrichomonas sp. увеличивается, а у мышей без 

инфекции, наоборот, уменьшается. Количественное обеднение бактериальной 

микрофлоры при приеме антибиотиков наблюдается независимо от присутствия 

простейшего. 

Впервые установлено, что один из компонентов гликопротеина муцина2 

моносахарид L-фукоза способствует угнетению Tritrichomonas sp. в кишечнике мышей 

на фоне нарушения бактериальной микрофлоры. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Полученные данные 

могут способствовать пониманию некоторых аспектов патогенеза ВЗК. Во-первых, 

выявленные особенности иммунного статуса Muc2-/- мышей могут способствовать 

пониманию механизмов развития хронического воспаления в кишечнике с генетически 

обусловленной нарушенной барьерной функцией. Во-вторых, результаты 

исследования указывают на возможные осложнения воздействия антибиотиков у 

индивидов с нарушениями барьерной функции в присутствии протозойной инфекции. 

В-третьих, основная часть исследований, связанных с ВЗК, посвящена изучению роли 

бактериальной микрофлоры, данных о вовлеченности других групп микроорганизмов 

гораздо меньше. Результаты, полученные в настоящем исследовании, демонстрируют 

необходимость подробного изучения обитающих в кишечнике простейших 

микроорганизмов и их влияние на физиологию хозяина. 

В исследовании продемонстрирован угнетающий эффект моносахарида L-

фукозы на Tritrichomonas sp. Дальнейшее исследование механизмов регуляции L-

фукозой колонизации кишечника микроорганизмами расширит знания о 

взаимодействии хозяин-микроб. А также может стать основой для разработки новых 

способов регуляции патологических состояний, связанных с микроорганизмами родов 

Tritrichomonas и Trichomonas, которые являются возбудителями заболеваний 
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мочеполовой системы и желудочно-кишечного тракта человека, сельскохозяйственных 

и домашних животных. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Муцин2 снижает колонизацию кишечника мышей микроорганизмом 

Tritrichomonas sp. 

2. При дефиците муцина2 симбиотическая бактериальная микрофлора 

защищает организм хозяина от цитотоксического воздействия протозойной 

инфекции Tritrichomonas sp. 

3. Компонент муцина2 L-фукоза регулирует колонизацию простейшего 

Tritrichomonas sp. в кишечнике на фоне нарушения бактериальной 

микрофлоры. Дальнейшее исследование механизмов регуляции L-фукозой 

колонизации слизистых поверхностей простейшими может способствовать 

разработке новых способов элиминации протозойных инфекций. 

Апробация результатов. По теме диссертации опубликовано 11 статей в 

изданиях, рекомендованных ВАК, девять из них индексируются в SCOPUS и WOS. 

Результаты исследования были представлены на российских и международных 

конференциях в виде устных и постерных докладов. 
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Метагеномный анализ микрофлоры был выполнен компанией Novogene (Китай). 

Секвенирование подготовленных образцов продуктов ПЦР было выполнено в ЦКП 
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Роль микрофлоры в поддержании гомеостаза в кишечнике 

Микробиоценоз (микрофлора) кишечника представляет собой сложное 

динамическое сообщество микроорганизмов, тесно взаимодействующих с организмом 

хозяина. Согласно современным данным, микрофлора кишечника человека 

представлена бактериями, археями, грибами и вирусами, и исчисляется несколькими 

триллионами микробов, а совокупность геномов этих микроорганизмов (микробиом) 

значительно превосходит геном человека по количеству генов (Lynch and Pedersen, 

2016). Микрофлора кишечника находится с организмом хозяина в симбиотических 

отношениях, сформировавшихся в процессе длительной коэволюции. Микрофлора 

играет важную роль в физиологических процессах организма хозяина (пищеварение и 

обмен веществ, иммунные реакции), а также обеспечивает защиту от колонизации 

кишечника патогенными микроорганизмами (Gensollen et al., 2016; Kamada et al., 2013; 

Pickard et al., 2017). В свою очередь, среда в кишечнике, которая зависит как 

генетических особенностей и физиологических процессов в организме хозяина, так и 

от факторов внешней среды, питания, влияет на состав микрофлоры – способствует 

росту одних и подавляет другие микроорганизмы (Hasan and Yang, 2019). Бактерии в 

просвете кишечника постоянно стимулируют мукозальную иммунную систему, при 

этом могут активироваться как про- так и противовоспалительные иммунные реакции. 

Поэтому для поддержания гомеостаза важным является сохранение баланса между 

толерантностью к симбиотической микрофлоре и иммунными ответами на патогенные 

микроорганизмы (Cerf-Bensussan and Gaboriau-Routhiau, 2010; Eberl, 2010). Важную 

роль в регуляции взаимоотношений с микрофлорой выполняет кишечный барьер, 

который включает в себя слой слизи (мукус), эпителиальные клетки и их межклеточные 

контакты, а также иммунные клетки в lamina propria (König et al., 2016). 

1.1.1. Кишечный барьер во взаимоотношениях организма хозяина с микрофлорой 

Эпителий кишечника является важным компонентом кишечного барьера, он 

представляет собой однослойный цилиндрический эпителий, смежные поверхности 

клеток соединяются между собой при помощи плотных и адгезивных межклеточных 

контактов. Такие контакты обуславливают избирательную проницаемость кишечного 

эпителия для воды, ионов и питательных веществ, а также предотвращают 
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проникновение микроорганизмов в подлежащую соединительную ткань. (Рисунок 

1.1).(Maynard et al., 2012). 

 
Рисунок 1.1 – Внутренняя поверхность кишечника выстлана однослойным цилиндрическим 

эпителием. Плотные и адгезивные контакты между клетками разделяют эпителий на 

апикальную и базолатеральную поверхности. Апикальная поверхность эпителия покрыта 

слоем мукуса, основой мукуса является гликопротеин муцин2, который секретируется 

бокаловидными клетками. В толстой кишке мукус представлен двумя слоями. Внешний слой 

более рыхлый и заселен бактериями. Внутренний слой более плотный и прикреплен к 

эпителиальным клеткам, практически непроницаем для бактерий из-за высокой 

концентрации в нем антимикробных пептидов (AMPs), выделяемых эпителиальными 

клетками, и секреторного IgA, выделяемого плазматическими клетками. Таким образом, 

кишечный барьер, представленный эпителием и слоем мукуса, предотвращает чрезмерный 

контакт иммунных клеток в lamina propria с микроорганизмами, обитающими в просвете 

кишечника. 

Эпителий с апикальной стороны, обращенной в просвет кишечника, защищен 

гелеобразным слоем слизи (мукуса), основу которого составляет гликопротеин муцин2. 

Этот слой представляет собой физический барьер между эпителиоцитами и 

микрофлорой, обитающей в просвете. Муцин2, который составляет основу мукусного 

слоя, секретируется в просвет кишечника специализированными бокаловидными 

клетками эпителия (Maynard et al., 2012; Pelaseyed et al., 2014). Толщина слоя мукуса на 

протяжении кишечника различается. В проксимальном отделе тонкой кишки слой 
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мукуса тонкий и прерывающийся, в дистальном отделе тонкой кишки слой утолщается, 

а в толстой кишке его толщина наибольшая, и слой становится непрерывным (Johansson 

et al., 2011). Такое распределение мукуса связано с увеличением бактериальной 

нагрузки от тонкой кишки к толстой. В толстой кишке выделяют два слоя мукуса. 

Внутренний слой плотный, в норме практически непроницаемый для бактерий, 

прикреплен к апикальной поверхности эпителия и постоянно обновляется. Наружный 

слой мукуса более рыхлый, подвижный и обильно заселен бактериями, формируя для 

них среду обитания (Johansson et al., 2008) (Рисунок 1.1). Бактерии при помощи 

многочисленных ферментов отщепляют моносахариды от олигосахаридов и 

используют их в качестве источников энергии (Johansson et al., 2011). Таким образом, 

очень важная функция рыхлого слоя мукуса состоит в том, чтобы обеспечивать 

питательную среду для симбиотических бактерий кишечника. В отличие от внешнего 

слоя, внутренний слой мукуса практически непроницаем для бактерий, в нем 

скапливаются различные антимикробные пептиды. Таким образом, он формирует для 

эпителиальных клеток барьер, защищающий их от чрезмерного прямого контакта с 

бактериями (Pelaseyed et al., 2014) (Рисунок 1.1). 

В свою очередь, кишечная микрофлора участвует в регуляции функции 

эпителиального барьера. Эпителиоциты экспрессируют ряд паттерн-распознающих 

рецепторов (patter-recognition receptors – PPRs), которые распознают микроб-

ассоциированные молекулярные паттерны (microbe-associated molecular patterns - 

MAMPs) и патоген-ассоциированные молекулярные паттерны (pathogen-associated 

molecular patterns - PAMPs). К таким рецепторам относятся Toll-like рецепторы (TLRs) 

и NOD-подобные рецепторы (NLRs). Сигнальные каскады, активирующиеся 

микрофлорой через эти рецепторы, регулируют защитную функцию эпителия в 

кишечнике. Так, их активация может стимулировать наработку противомикробных 

белков (Kinnebrew et al., 2010; S et al., 2011; Vaishnava et al., 2008). Помимо этого было 

показано, что для эффективной пролиферации и восстановления эпителия в кишечнике 

у мышей после повреждения в результате воздействия декстран сульфата натрия 

(dextran sodium sulfate – DSS), необходимы сигналы от бактерий, которые 

воспринимаются TLR2 и TLR4 (Rakoff-Nahoum et al., 2004). 

Кишечная микрофлора может влиять и на продукцию мукуса, а также плотность 

его слоя, от которой зависит проницаемость для бактерий (Jakobsson et al., 2015; 
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Petersson et al., 2011). Некоторые метаболиты кишечных бактерий (например, 

короткоцепочечные жирные кислоты – short-chain fatty acids – SCFA), выделяющиеся в 

результате метаболизма пищевых волокон, также влияют на барьерную функцию в 

кишечнике. Наиболее представленная в кишечнике короткоцепочечная жирная кислота 

бутират является энергетическим субстратом для эпителиальных клеток кишечника, 

оказывает влияние на метаболизм в клетках эпителия (Donohoe et al., 2011) и его 

барьерную функцию (Kelly et al., 2015). 

Несмотря на то, что эпителиальные клетки кишечника защищены от прямого 

контакта с бактериями слоем мукуса, компоненты бактерий могут проникать во 

внутренний слой мукуса и взаимодействовать с PRRs на эпителиальных клетках. При 

этом эпителиальные клетки кишечника способны выделять ряд цитокинов и хемокинов 

с базолатеральной стороны, взаимодействуя при этом с иммунными клетками, 

находящимися в lamina propria (Maynard et al., 2012). Таким образом, ряд 

взаимодействий микрофлоры кишечника с иммунной системой происходит 

опосредованно эпителиальными клетками. 

В просвете кишечника обитают как симбиотические и патогенные бактерии, но для 

поддержания гомеостаза в кишечнике, острые провоспалительные реакции должны 

развиваться в ответ на патогенную, но не на резидентную симбиотическую 

микрофлору. Иммунная система постоянно проводит мониторинг антигенов, 

присутствующих в просвете кишечника. Бактериальные антигены захватываются 

специальными М-клетками (характерны для тонкой кишки), которые предоставляют их 

специализированным антигенпрезентирующим клеткам, а также захват антигенов 

осуществляется и дендритными клетками (ДК) (Artis, 2008). ДК осуществляют 

процессинг антигенов и представляют их другим иммунным клеткам в lamina propria. 

На самих ДК также есть PRRs, активация которых запускает провоспалительные 

реакции. Благодаря своим свойствам и функциям, эти клетки являются важной 

составляющей защитного барьера кишечника. Однако при наличии такого постоянного 

мониторинга антигенов, в норме на антигены симбиотических бактерий не развиваются 

острые провоспалительные реакции. Известно, что в лимфоидной ткани кишечника 

находятся ДК, относящиеся к разным субпопуляциям и выполняющие разные функции. 

Так, ДК, несущие поверхностный маркер CD103 (CD103+), могут различными 

способами запускать дифференцировку регуляторных Foxp3+ Т-клеток и 
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секретирующих IgA плазматических клеток. Foxp3+ Т-клетки выделяют цитокины IL-

10, TGF-β, которые оказывают супрессивное действие на другие иммунные клетки, 

обеспечивая таким образом толерантность иммунной системы к симбиотической 

микрофлоре. Пока остается не до конца понятным, каким образом CD103+-клетки 

приобретают свои толерогенные свойства. Считается, что предшественники CD103+- 

клеток приобретают свои свойства в кишечнике под воздействием определенных 

локальных факторов, к которым относят антигены некоторых симбиотических 

бактерий, пищевые компоненты (витамин А), факторы, выделяемые эпителиальными 

клетками и лейкоцитами (TGF-β, IL-10, ретиноевая кислота) (Aliberti, 2016; Coombes 

and Powrie, 2008; Scott et al., 2011). 

Таким образом, эпителиальные клетки, слой мукуса и клетки иммунной системы 

формируют кишечный барьер – обеспечивают первичную защиту от проникновения 

патогенов и способствуют развитию толерантности организма хозяина к 

симбиотической микрофлоре. 

1.1.2. Роль микрофлоры в формировании про- и противовоспалительных реакций 

иммунной системы и защите от патогенов 

Микрофлора способствует поддержанию гомеостаза в кишечнике за счет 

модуляции функции иммунной системы организма хозяина и повышению 

устойчивости к патогенам. Микрофлора играет важную роль в формировании 

лимфоидной ткани кишечника, а также запуске противо- и провоспалительных реакций 

(Gensollen et al., 2016; Kamada et al., 2013). 

Симбиотическая микрофлора оказывает значительное влияние на 

дифференцировку и функцию регуляторных Т-клеток, которые важны для 

поддержания гомеостаза в кишечнике (Barnes and Powrie, 2009). Показано, что у 

свободных от микробов (germ-free – GF) мышей регуляторные Т-клетки обладают 

более низкой супрессивной активностью, чем клетки конвенциональных мышей 

(Östman et al., 2006). Заселение кишечника GF-мышей коктейлем из симбиотических 

бактерий стимулировало дифференцировку регуляторных Т-клеток в lamina propria 

толстой кишки. При этом, такая стимуляция функции регуляторных Т-клеток 

способствовала становлению гомеостаза в кишечнике при заселении бактерий, а также 
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его поддержанию при нарушении эпителия декстраном сульфата натрия (DSS) 

(Geuking et al., 2011). 

Помимо этого, есть данные о влиянии конкретных видов бактерий на регуляторные 

Т-клетки. Например, было показано, что полисахарид А (PSA), входящий в состав 

клеточной стенки широко распространенной бактерии Bacteroides fragilis, может 

стимулировать наработку противовоспалительного цитокина IL-10 CD4+-клетками, 

предотвращая развитие воспаления у мышей (Mazmanian et al., 2008). Заселение этой 

бактерией кишечника GF-мышей стимулирует дифференцировку CD4+Foxp3+ Т-

клеток, продуцирующих IL-10, и эту стимуляцию опосредует сигналинг через TLR2 

(Round and Mazmanian, 2010). Исследование с использованием бактерий из других 

таксономических групп показало, что заселение GF-мышей смесью бактерий, 

принадлежащих к кластерам IV и XIVa Clostridium spp., приводит к увеличению 

количества регуляторных Т-клеток в lamina propria толстой кишки. В данном 

исследовании было продемонстрировано, что стимуляция наработки IL-10 

регуляторными Т-клетками при заселении Clostridium spp., вероятно, происходила 

вследствие увеличения продукции TGF-β эпителиальными клетками толстой кишки 

(Atarashi et al., 2011). На дифференцировку регуляторных Т-клеток могут влиять и 

метаболиты бактерий. Одним из таких метаболитов является короткоцепочечная 

жирная кислота бутират. Было показано, что бутират оказывает эффект на экспрессию 

гена транскрипционного фактора Foxp3 CD4+ Т-клетками в толстой кишке мышей, а 

также in vitro. При этом предоставление бутирата с пищей способствовало улучшению 

состояния мышей при индуцированном колите (Furusawa et al., 2013). 

Некоторые симбиотические бактерии выполняют защитную функцию, оказывая 

провоспалительное действие на иммунную систему хозяина. К таким бактериям 

относятся нитчатые сегментированные бактерии (segmented filamentous bacteria – SFB). 

Было показано, что заселение кишечника мышей этими бактериями стимулирует Th17-

клетки (Т-хелперы 17 типа) (Gaboriau-Routhiau et al., 2009; Ivanov et al., 2009). При этом 

животные, у которых в составе микрофлоры были такие бактерии, оказались 

устойчивыми к патогену Citrobacter rodentium (Ivanov et al., 2009). Таким образом, 

стимуляция иммунной системы нитчатыми сегментированными бактериями может 

выступать в роли защитного механизма организма хозяина от патогенов. Также 

бактерии-симбионты стимулируют наработку плазматическими клетками IgA, который 
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удерживает бактерии в просвете кишечника и предотвращает их взаимодействие с 

кишечным эпителием, а как следствие, и развитие сильных воспалительных реакций 

(Peterson et al., 2007). 

Микрофлора выполняет защитную функцию не только путем стимуляции 

иммунной системы кишечника. Симбиотические бактерии способствуют наработке 

антимикробных пептидов, стимулируя TLRs на эпителиальных клетках кишечника, что 

может способствовать защите от патогенов (Vaishnava et al., 2008). Обеднение 

микрофлоры кишечника антибиотиками приводило к уменьшению количества 

антибактериального белка RegIIIγ и заселению устойчивых к антибиотикам бактерий 

Enterococcus spp. При этом стимуляция бактериальным флагеллином (лиганд TLR5) 

способствовала увеличению количества RegIIIγ и подавлению заселения Enterococcus 

spp. (Kinnebrew et al., 2010). Симбиотическая микрофлора также обеспечивает 

устойчивость к колонизации кишечника патогенами за счет конкуренции за пищевые 

ресурсы (Buffie and Pamer, 2013). Помимо этого, некоторые симбиотические бактерии, 

такие как Bacteroides thetaiotaomicron, в результате расщепления полисахаридов 

муцина2 выделяют в просвет кишечника моносахарид фукозу, которая может 

подавлять экспрессию факторов вирулентности патогенной Escherichia coli (Pacheco et 

al., 2012). Другое исследование демонстрирует, что симбиотическая бактерия 

Bifidobacterium longum защищает мышей от интоксикации при заражении патогенным 

штаммом E. coli O157, вероятно, за счет продукции ацетата и влияния таким образом 

на эпителий в кишечнике (Fukuda et al., 2011; Fukuda et al., 2012). 

Итак, симбиотическая микрофлора принимает участие в поддержании гомеостаза 

в кишечнике, важна для защиты от патогенов. В здоровом кишечнике взаимодействия 

бактерий с организмом хозяина очень точно сбалансированы, при этом состав 

микрофлоры зависит от среды в кишечнике. 

1.1.3. Факторы, влияющие на состав кишечной микрофлоры 

Заселение кишечника млекопитающих микроорганизмами происходит, в 

основном, во время рождения и в первые дни жизни. Первые годы жизни состав 

микрофлоры меняется в связи с изменением питания и под действием факторов 

окружающей среды. Сформированная в раннем онтогенезе микрофлора оказывает 

сильное влияние на дальнейшее функционирование организма в течение жизни. При 
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этом в течение жизни микрофлора также может меняться под воздействием различных 

эндогенных и экзогенных факторов (Houghteling and Walker, 2015). 

Одним из важнейших факторов, обуславливающих состав и функционирование 

кишечной микрофлоры, является наличие полисахаридов в кишечнике. В основном 

полисахариды поступают в кишечник с пищей (пищевые волокна), при этом некоторые 

их них могут подвергаться гидролизу лишь при помощи ферментов кишечных 

бактерий. Бактерии расщепляют полисахариды на олиго- и моносахариды, при этом 

существует специализация бактерий по использованию тех или иных субстратов. 

Расщепляя данные вещества, бактерии с одной стороны используют их в качестве 

источников питательных веществ и энергии, а с другой – помогают организму хозяина 

получать энергию, а также выделяют метаболиты (например, короткоцепочечные 

жирные кислоты), модулирующие барьерную и иммунную функцию кишечника 

(Koropatkin et al., 2012). Таким образом, особенности потребляемой пищи 

обуславливают видовое разнообразие кишечной микрофлоры, а также преобладание 

тех или иных групп организмов. 

Другим источником полисахаридов для бактерий является мукус в кишечнике. 

Основной компонент мукуса – гликопротеин муцин2 имеет в своем составе большое 

количество полисахаридов. Некоторые бактерии могут расщеплять эти полисахариды 

и использовать в качестве источников энергии для себя, или выделять в среду для 

использования другими бактериями. Поэтому гликозилирование муцина2 очень важно 

для формирования и функционирования кишечной микрофлоры (Bergstrom and Xia, 

2013; Koropatkin et al., 2012). Моносахарид фукоза входит в состав полисахаридов 

муцина2 и широко представлен в терминальном положении. Такое положение 

обеспечивает доступность данного моносахарида для бактерий в просвете кишечника, 

у некоторых бактерий есть ферменты для отщепления фукозы (Pickard and Chervonsky, 

2015). В исследовании на мышах с мутацией в гене Fut2, кодирующем фермент 

галактозид-2-альфа-L-фукозилтрансфераза 2, было продемонстрировано, что 

генетически обусловленное нарушение фукозилирования муцина2 оказывало влияние 

на состав микрофлоры кишечника (Kashyap et al., 2013). 

Таким образом, на формирование и поддержание сбалансированной кишечной 

микрофлоры оказывают влияние ряд факторов, которые зависят от генетического фона 

организма хозяина, а также окружающей среды. При этом, факторы среды могут 
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меняться в течение жизни. В то же время, правильно сформированная 

сбалансированная микрофлора необходима для поддержания гомеостаза в кишечнике, 

а нарушение гомеостаза может приводить к различным заболеваниям, например, 

воспалительным заболеваниям кишечника (ВЗК). 

1.2. Воспалительные заболевания кишечника (ВЗК) 

ВЗК – это идиопатические, рецидивирующие хронические воспалительные 

заболевания ЖКТ, в развитие которых вовлечены различные генетические, 

иммунологические и средовые факторы. К ВЗК относят такие заболевания, как болезнь 

Крона и язвенный колит. На сегодняшний день ВЗК являются серьезной проблемой в 

мировой медицине, их частота неизменно увеличивается. Наибольшее 

распространение ВЗК имеют в развитых западных странах, однако наблюдается их 

распространение и среди населения развивающихся стран (Ng et al., 2017). Несмотря на 

активное изучение ВЗК, их точная этиология до сих пор остается неясна. Согласно 

наиболее распространенной гипотезе патогенеза ВЗК, в результате взаимодействия 

факторов окружающей среды, иммунной системы хозяина и, часто, генетических 

факторов, развиваются сильные иммунные реакции и хроническое воспаление в 

кишечнике (Nishida et al., 2018). Многочисленные клинические исследования 

демонстрируют, что у пациентов, страдающих от ВЗК, наблюдаются нарушение 

барьерной функции в кишечнике (Antoni et al., 2014) и сильное, зачастую 

неконтролируемое, воспаление, вовлекающее различные компоненты иммунной 

системы (Lee et al., 2018; Xavier and Podolsky, 2007), а также серьезные изменения 

микрофлоры, приводящие к дисбиозу (Lane et al., 2017; Matsuoka and Kanai, 2015). 

Пациенты с ВЗК страдают от рецидивирующего воспаления органов ЖКТ. 

Язвенный колит поражает в основном толстую и прямую кишку, характеризуется 

острым и хроническим воспалением слизистой оболочки кишки, сопровождается 

изъязвлениями и кровоизлияниями. Болезнь Крона может поражать любую часть ЖКТ 

и характеризуется трансмуральным воспалением, часто приводящим к формированию 

фистул (Hendrickson et al., 2002). При этом, из-за своего агрессивного влияния на 

иммунную систему, а также из-за методов лечения, супрессирующих иммунную 

функцию, наличие ВЗК является фактором риска развития рака органов ЖКТ, 

особенно, рака толстой и прямой кишки (Axelrad et al., 2016). 
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1.2.1. Нарушение эпителиального барьера в кишечнике при ВЗК 

Нарушение эпителиального барьера в кишечнике является отличительной 

особенностью ВЗК, дефекты этого барьера могут проявляться на разных уровнях. К 

таким дефектам относят нарушение мукусного барьера (истончение мукуса, нарушение 

гликозилирования муцина2), нарушение адгезивных и плотных клеточных контактов, 

приводящее к увеличению проницаемости эпителия для бактерий и их метаболитов 

(Antoni et al., 2014). 

Было показано, что у пациентов с язвенным колитом слой мукуса истончен (Pullan 

et al., 1994; Strugala et al., 2008; Swidsinski et al., 2007). Согласно различным 

исследованиям, такие изменения мукусного барьера могут быть следствием нарушения 

дифференцировки бокаловидных клеток и продукции мукуса (Alipour et al., 2016; 

Dorofeyev et al., 2013; Gersemann et al., 2009; Sheng et al., 2012; Tytgat et al., 1996). Было 

показано, что в толстой кишке пациентов с язвенным колитом снижено количество 

бокаловидных клеток, а также снижен уровень экспрессии муцинов в этих клетках и 

уровень гликозилирования муцинов (Dorofeyev et al., 2013). Помимо этого, снижение 

защитных свойств мукусного барьера может происходить из-за нарушения 

гликозилирования и сульфатирования муцина (Fu et al., 2011; Hanski et al., 1999; Larsson 

et al., 2011; Shirazi et al., 2000). Стоит отметить противоречивость данных, полученных 

в исследованиях с участием пациентов с ВЗК. Некоторые результаты указывают на 

снижение продукции муцина, в то время как в других исследованиях количество 

мукуса не отличается, или даже увеличивается, но сопровождается нарушением 

посттрансляционных модификаций муцина. Таким образом, нарушение мукусного 

барьера при ВЗК, вероятно, имеет сложную этиологию с вовлечением различных 

молекулярных механизмов. 

Такие нарушения барьерной функции в кишечнике могут происходить как из-за 

наличия генетических факторов, так и из-за воспаления и дисбиоза. Выявлен ряд генов, 

вовлеченных в продукцию и гликозилирование муцина, формирование плотных и 

адгезивных контактов, которые ассоциированы с нарушением барьерной функции при 

ВЗК (McCole, 2014; McGovern et al., 2010; Moehle et al., 2006), что подтверждает 

вовлеченность генетических факторов в развитие данных заболеваний. Одним из таких 

генов, ассоциированных с развитием болезни Крона, является ген FUT2, который 

кодирует фермент фукозилтрансфераза 2 (основной фермент, осуществляющий 
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фукозилирование белков в ЖКТ) (McGovern et al., 2010). Помимо этого, исследования 

с участием людей, несущих полиморфизм в гене FUT2, выявили что наличие 

полиморфизма ассоциировано с изменением микрофлоры кишечника, что также может 

вносить вклад в патогенез ВЗК (Rausch et al., 2011; Wacklin et al., 2011). В другом 

исследовании были выявлены ассоциированные с ВЗК полиморфизмы в генах, 

кодирующих муцины, а также снижение экспрессии этих генов у пациентов с ВЗК 

(Moehle et al., 2006). Однако данные некоторых исследований с участием пациентов с 

ВЗК и их здоровых родственников говорят о том, что само по себе генетически 

обусловленное нарушение барьерной функции не всегда приводит к патологии, 

вероятно, заболевание развивается под влиянием внешних факторов (Bodger et al., 2006; 

Fries et al., 2005; Tysk et al., 1991). 

Нарушение кишечного барьера также может быть и следствием развития ВЗК, 

например, из-за острого воспаления в кишечнике. Многие исследования указывают на 

то, что изменения мукусного слоя наблюдаются при активном колите и коррелируют с 

тяжестью заболевания (Dorofeyev et al., 2013; Larsson et al., 2011; Tytgat et al., 1996; Van 

Klinken et al., 1999). Ослабление мукусного барьера может приводить к проникновению 

бактерий во внутренний слой мукуса и увеличивать вероятность контакта бактерий с 

кишечным эпителием и мукозальной иммунной системой. Подтверждение этому 

можно найти в работе M.E.V. Johansson с соавторами, в которой показано, что в 

различных моделях колита на мышах и у некоторых пациентов с язвенным колитом 

бактерии были обнаружены во внутреннем слое мукуса, в норме свободном от бактерий 

(Johansson et al., 2014). Такая возможность контакта бактерий с эпителиальными 

клетками и компонентами мукозального иммунитета кишечника может также быть 

фактором риска нарушения целостности эпителия и развития сильного воспаления. 

Помимо нарушений, связанных с мукусным барьером, риском развития ВЗК 

является повышенная проницаемость кишечного эпителия. Исследования с участием 

пациентов с ВЗК выявили, что с данными заболеваниями ассоциированы изменения 

экспрессии белков плотных контактов (Gassler et al., 2001; Vetrano et al., 2008; Zeissig 

et al., 2007). Такие нарушения могут быть одной из причин увеличения проницаемости 

кишечного эпителия у пациентов с ВЗК. Также известно, что некоторые цитокины, 

например, TNF-α, INF-γ, IL-1β, IL-6, IL-17, могут оказывать влияние на проницаемость 

эпителия. У пациентов с ВЗК зачастую повышен уровень различных воспалительных 
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цитокинов, что также может вносить вклад в повышение проницаемости кишечника 

(Lee, 2015). Есть данные о том, что у пациентов с ВЗК в стадии ремиссии повышенная 

проницаемость эпителия коррелирует с симптомами раздраженного кишечника и 

повышенной экспрессией TNFα (Vivinus-Nébot et al., 2014). Таким образом, изменение 

проницаемости кишечника может быть результатом развития заболевания. С другой 

стороны, исследования с участием пациентов, страдающих от болезни Крона, и их 

ближайших родственников выявили генетически обусловленную повышенную 

проницаемость кишечника (Buhner et al., 2006; Fries et al., 2005), что может приводить 

к развитию воспаления под воздействием неблагоприятных факторов окружающей 

среды. 

Помимо этого, барьерная функция в кишечнике зависит и от микрофлоры, которая 

влияет на продукцию, расщепление и гликозилирование муцина (Caballero-Franco et al., 

2007; Desai et al., 2016; Wrzosek et al., 2013). Исследования с участием пациентов с ВЗК 

демонстрируют связь между дисбиозом и смещением метаболической активности 

микрофлоры, способствующей воспалению и нарушению барьера в кишечнике (Duboc 

et al., 2013; Morgan et al., 2012). Таким образом, нарушения барьерной функции при 

ВЗК могут быть как причиной, так и следствием заболевания. 

1.2.2. Нарушение иммунной функции в кишечнике при ВЗК 

ВЗК характеризуются наличием сильных, зачастую трудно контролируемых 

воспалительных процессов в кишечнике, обуславливающих большинство симптомов и 

осложнений данных заболеваний. При этом развитие воспаления в кишечнике может 

происходить как вследствие нарушения защитных барьеров, так и из-за нарушений со 

стороны иммунной системы и микрофлоры. В воспалительные процессы в кишечнике 

включаются различные компоненты как приобретенного, так и врожденного 

мукозального иммунитета (Xavier and Podolsky, 2007). 

Есть данные о том, что с развитием ВЗК ассоциированы дефекты в генах 

рецепторов опознавания паттерна (PRRs), которые участвуют в распознавании 

бактериальных антигенов. Показано, что мутации в гене NOD2 ассоциированы с 

болезнью Крона (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001). При этом, у пациентов с болезнью 

Крона обнаруживается активация Th1 иммунного ответа (Matsuoka et al., 2004; Neurath 

et al., 2002). В исследовании T. Watanabe с соавторами было показано, что у мышей при 
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генетически обусловленном дефиците NOD2 стимуляция бактериальными антигенами 

приводит к повышенной активации сигнального пути NF-κB через TLR2 и усилению 

Th1 ответа. Таким образом, генетически обусловленные нарушения рецепции 

антигенов могут приводить к усиленным иммунным ответам (Watanabe et al., 2004). 

Также известно, что с ВЗК ассоциированы гены других PRRs, например, TLR4, TLR1, 

TLR2, TLR6 (Franchimont et al., 2004; Pierik et al., 2006). Таким образом, одной из причин 

воспаления при ВЗК может быть нарушение восприятия и проведения сигналов, 

получаемых от микрофлоры. 

В воспалительные процессы при ВЗК вовлечены различные механизмы и клетки 

иммунной системы. Было показано, что у пациентов с ВКЗ в дендритных клетках 

повышена экспрессия TLR2 и TLR4 по сравнению с клетками здоровых пациентов (Hart 

et al., 2005). Поскольку дендритные клетки являются важным звеном в поддержании 

гомеостаза и регуляторной функции мукозального иммунитета, такие изменения могут 

инициировать развитие сильного воспаления, но неизвестно, были эти изменения 

первичными, или же возникли в процессе патогенеза заболевания. Другие клетки 

врожденного иммунитета, которые могут вносить огромный вклад в патогенез ВЗК, это 

нейтрофилы. Было показано, что у пациентов с ВЗК в крови обнаруживается больше 

активированных, более реактивных в отношении бактериальных антигенов 

нейтрофилов по сравнению со здоровыми индивидами (Hanai et al., 2004; McCarthy et 

al., 1991; Somasundaram et al., 2013). Однако, такие изменения, вероятно, происходят 

из-за наличия острых воспалительных процессов в организме и не являются 

первопричиной развития заболевания. 

Нарушения иммунной системы, связанные с приобретенным иммунитетом, на 

сегодняшний день изучены гораздо лучше. Многие исследования демонстрировали, 

что для болезни Крона характерен профиль цитокинов, ассоциирующийся с Th1 

ответом, а для язвенного колита – профиль цитокинов Th2 ответа. Однако сейчас 

получены данные о том, что при обоих заболеваниях могут проявляться оба типа 

иммунного ответа, что говорит о более сложных иммунных процессах, вовлеченных в 

патогенез ВЗК (Zhang and Li, 2014). Также в последнее время большую популярность 

среди исследований, связанных с ВЗК, приобрело изучение Th17 иммунного ответа, 

поскольку его маркеры обнаруживаются у пациентов с данными заболеваниями. В ряде 

исследований было показано, что в ткани кишечника пациентов с ВЗК повышена 
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экспрессия факторов, вовлеченных в данный тип иммунного ответа (Fujino et al., 2003; 

Geremia et al., 2011; Kobayashi et al., 2008). Также в литературе часто обсуждается роль 

IL-23 в запуске Th17 и Th1 ответов в кишечнике при ВЗК. Основанием для этого служат 

данные о том, что у пациентов с ВКЗ обнаружены полиморфизмы в гене рецептора 

данного цитокина (IL23R), что может служить генетическим фактором развития 

заболевания (Duerr et al., 2006). Было показано, что стимуляция цитокином IL-23 CD4+-

клеток, выделенных из lamina propria пациентов с язвенным колитом, повышала 

продукцию клетками IL-17A, а клетки от пациентов с болезнью Крона реагировали на 

такое воздействие повышением продукции INF-γ (Kobayashi et al., 2008). 

Поскольку ВЗК сопровождаются воспалительными процессами в кишечнике, 

снижение воспаления является одним из способов терапии. Одним из самых известных 

и широко используемых методов является терапия антителами против TNF-α. Однако, 

данный способ имеет ряд серьезных побочных эффектов, а также в части случаев 

оказывается неэффективным (Cohen and Sachar, 2017). Данные о вовлеченности 

различных цитокинов в кишечное воспаление, полученные при изучении пациентов с 

ВЗК и экспериментальных моделей на животных, стимулировали разработку 

терапевтических методов с использованием нейтрализующих антител, специфичных к 

конкретным цитокинам, например, к INF-γ, IL-17A, IL-13, IL-12, IL-23 и другим 

факторам. При этом, воздействие на многие из этих мишеней давало противоречивые 

результаты и оказывалось недостаточно эффективным. Однако методы, направленные 

на ограничение миграции иммунных клеток в область воспалительного процесса, часто 

демонстрировали положительные результаты при язвенном колите (Bilsborough et al., 

2016). 

Развитие неконтролируемого воспаления может быть также следствием нарушения 

функции регуляторных Т-клеток. Многое о роли данных клеток в развитии кишечного 

воспаления известно из экспериментов на лабораторных животных. Было показано, что 

перенос наивных Т-клеток CD4+CD45RBhigh, выделенных из селезенки, мышам с 

генетически обусловленным иммунодефицитом (SCID, Rag-/-) приводил к развитию 

колита (Cahill et al., 1997; Powrie et al., 1993). Дополнительный перенос клеток 

CD4+CD45RBlow, а также CD4+CD25+ клеток предотвращал развитие воспаления 

(Mottet et al., 2003; Powrie et al., 1993). Роль регуляторных Т-клеток также была 

продемонстрирована при помощи генетических моделей на животных. Мыши c 
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мутациями в генах факторов, вовлеченных в функцию регуляторных Т-клеток, 

например, Il10, Il2, Il2ra, Il2rb демонстрируют развитие воспаления в кишечнике 

(Poussier et al., 2000; Rennick et al., 1997). Однако, исследования с участием пациентов 

с ВЗК демонстрируют, что функция регуляторных Т-клеток при данных заболеваниях 

не снижена (Maul et al., 2005). Более того, в некоторых работах было показано, что в 

слизистой оболочке кишечника в активной фазе заболевания регуляторных Т-клеток 

даже больше, чем в ткани без воспаления (Lord et al., 2012; Maul et al., 2005; Yu et al., 

2007). Однако данные генетических исследований демонстрируют ассоциацию генов 

IL10, IL2, IL21 с ВЗК (Andersen et al., 2010; Festen et al., 2009; Franke et al., 2008). 

Итак, патогенез ВЗК характеризуется сильным и трудно контролируемым 

воспалением, возникновение такого состояния может быть обусловлено как 

генетическими особенностями, так и нарушением функции иммунной системы в 

результате заболевания. 

1.2.3. Нарушение микрофлоры в кишечнике при ВКЗ 

Еще одной особенностью ВЗК является нарушение кишечной микрофлоры 

(Babickova and Gardlik, 2015). Более 90% нормальной микрофлоры кишечника человека 

представлено четырьмя типами бактерий. Типы Firmicutes (49-76%) и Bacteroidetes (16-

23%) являются доминирующими, и менее представлены типы Proteobacteria и 

Actinobacteria (Matsuoka and Kanai, 2015). В исследованиях с участием пациентов с ВЗК 

были выявлены различные нарушения кишечной микрофлоры и уменьшение ее 

разнообразия. Так, при исследовании микрофлоры пациентов с ВЗК наблюдались 

изменения в составе бактерий типа Firmicutes: было выявлено сокращение бактерий 

Lachnospiraceae (Frank et al., 2007), Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacteria (Sokol et 

al., 2009), а также различные изменения разнообразия бактерий типа Bacteroidetes 

(Frank et al., 2007). При этом остается непонятным, являются ли изменения в 

микрофлоре причиной ВЗК или возникают в результате воспаления. При сравнении 

пациентов с ВЗК с их ближайшими здоровыми родственниками были получены 

различные результаты. Например, в исследованиях пациентов с язвенным колитом и их 

здоровых близнецов было обнаружено, что микрофлора близнецов без колита была 

ближе к микрофлоре здоровых людей, нежели к микрофлоре их близнецов с колитом. 

При этом у пациентов с колитом было много бактерий из родов Rhodococcus, 
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Shigella/Escherichia и Stenotrophomonas, как правило, проявляющих патогенные 

свойства. По мнению авторов, такие изменения в микрофлоре могут быть связаны с 

нарушением барьерной функции кишечника. Однако у здоровых близнецов было 

обнаружено большее количество бутират-продуцирующих бактерий, причем таких 

бактерий было больше как по сравнению с близнецами с колитом, так и со здоровыми 

индивидами. Авторы работы высказывают предположение о том, что возможно, эти 

бактерии защищают здоровых близнецов от воспаления благодаря 

противовоспалительным свойствам бутирата (Lepage et al., 2011). Однако в другой 

работе снижение количества бутират-продуцирующей бактерии Faecalibacterium 

prausnitzii наблюдалось и у пациентов с язвенным колитом и у их здоровых 

родственников (Varela et al., 2013). По результатам еще одного исследования у 

здоровых родственников пациентов с болезнью Крона также были обнаружены 

изменения микрофлоры по сравнению со здоровыми людьми, не имеющими 

родственников с ВЗК. Эти изменения тоже отличались от дисбиоза, выявленного у их 

родственников, страдающих от болезни Крона (Joossens et al., 2011). Таким образом, 

нарушения микрофлоры при ВЗК могут быть вызваны генетическими и средовыми 

факторами. Помимо этого, острый воспалительный ответ на кишечную микрофлору 

также может приводить к дисбиозу (Zeng et al., 2017). 

В свою очередь, изменение состава микрофлоры при дисбиозе может вносить вклад 

в патогенез ВЗК. Симбиотические бактерии в здоровом состоянии обуславливают 

устойчивость к колонизации патогенов, так как занимают экологические ниши в 

кишечнике и не дают патогенным бактериям разрастаться. Нарушение микрофлоры 

может дать возможность патогенным бактериям разрастаться в кишечнике и вызывать 

воспаление (Buffie and Pamer, 2013). И действительно, исследования с участием 

пациентов с ВЗК демонстрируют, что заболевания сопровождаются различными 

инфекциями (Antonelli et al., 2012; Barber et al., 2018). Помимо этого, симбиотические 

бактерии оказывают влияние на эпителиальные клетки кишечника и иммунную 

систему хозяина. Такое воздействие осуществляется, например, в результате 

расщепления пищевых волокон и образовании бутирата. В экспериментах на мышах 

было показано, что бутират запускает дифференцировку регуляторных Т-клеток 

(Furusawa et al., 2013), а также известно, что бутират является важным источником 

энергии для эпителиальных клеток кишечника, стимулирует наработку муцина и 
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антимикробных пептидов, влияет на проницаемость кишечника (Hamer et al., 2007). 

При этом в нескольких исследованиях было показано, что количество бутират-

продуцирующей бактерии F. Prausnitzii (Sokol et al., 2009; Varela et al., 2013) и других 

бутират-продуцирующих бактерий (Takahashi et al., 2016) у пациентов с ВЗК меньше, 

чем у здоровых людей. Также у пациентов с язвенным колитом обнаружено увеличение 

расщепляющих мукус бактерий Ruminococcus gnavus и Ruminococcus torques (Png et al., 

2010). Таким образом, нарушение состава кишечной микрофлоры может влиять на 

барьерную и иммунную функции кишечника, а также повышать чувствительность к 

инфекциям, что может осложнить протекание заболеваний. В связи с этим одним из 

аспектов терапии ВЗК является регуляция состава кишечной микрофлоры. 

В рамках терапии ВЗК используются несколько подходов, направленных на 

модуляцию микрофлоры: применение пребиотиков и пробиотиков, трансплантация 

фекальной микробиоты, а также антибиотики. Согласно некоторым клиническим 

исследованиям, использование пребиотиков не приносило терапевтической пользы 

пациентам с болезнью Крона (Benjamin et al., 2011; Hafer et al., 2007). Однако есть 

исследования, в которых использование пребиотиков для лечения пациентов с 

язвенным колитом демонстрировало положительный терапевтический эффект (Casellas 

et al., 2007; Kanauchi et al., 2002). Также есть данные о положительных эффектах 

использования пробиотиков при терапии язвенного колита (Kato et al., 2004; Sood et al., 

2009; Tursi et al., 2010). Данные об использовании трансплантации фекальной 

микробиоты при терапии ВЗК весьма противоречивы: есть сообщения об успешном 

использовании данного подхода, однако, были отмечены случаи неэффективного 

использования, а также осложнений в виде бактериемии (Qiao et al., 2016). Основным 

способом модуляции микрофлоры при ВЗК, как правило при наличии сопутствующих 

инфекций, является антибактериальная терапия. При этом, рекомендуется 

использовать антибиотики при инфекции, сепсисе и избыточной бактериальной 

нагрузке (Gomollón et al., 2017). Несмотря на то, что эффективность антибактериальной 

терапии была показана в ряде исследований, имеют место и противоречивые 

результаты об эффективности данного подхода (Qiao et al., 2016). Кроме того, 

применение антибиотиков приводит к сильному снижению бактериального 

разнообразия, а также опасно из-за вероятности приобретения бактериями 

устойчивости к антибиотикам. К сожалению, достаточно эффективных 
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терапевтических подходов для лечения ВЗК до сих пор нет. Из-за вовлеченности 

многих факторов в патогенез данных заболеваний, а также из-за тесных взаимосвязей 

между функцией иммунной системы и микрофлорой, необходимо изучать механизмы 

обеспечения гомеостаза в кишечнике и разрабатывать новые способы его 

восстановления и поддержания. 

1.2.4. Экспериментальные модели ВЗК на лабораторных животных 

Процессы, сопровождающие ВЗК, изучаются уже более 20 лет, однако, из-за вклада 

множества факторов и вовлеченности огромного количества молекулярных 

механизмов, этиология и патогенез данных заболеваний изучены еще не до конца. Для 

того чтобы исследовать отдельные механизмы, которые могут иметь место при данных 

заболеваниях, разработано большое количество экспериментальных моделей на 

лабораторных животных. Одними из широко используемых моделей являются 

химически-индуцированные колиты, при которых острое или хроническое воспаление 

развивается в результате воздействия агрессивных химических веществ (таких, как 

декстран сульфат натрия, 2,4,6-тринитробензолсульфоновая кислота, оксазолон и др.), 

повреждающих мукозальный барьер (Randhawa et al., 2014). Другой тип моделей ВЗК 

– генетические модели, в которых при помощи методов генной инженерии 

модифицируют работу различных генов, что приводит к частичной или полной утрате 

функции, или же, наоборот, к гиперфункции целевого гена (Mizoguchi et al., 2016). 

Одной из генетических моделей для изучения воспаления в кишечнике являются 

мыши с нокаутом гена Muc2. У Muc2-/- мышей не нарабатывается муцин2 (Velcich et al., 

2002). Вследствие отсутствия муцина2 эпителиальные клетки кишечника Muc2-/- 

мышей находятся в прямом контакте с бактериями (Johansson et al., 2008). 

Исследования с использованием данной модели демонстрируют, что при отсутствии 

муцина2 в кишечнике у мышей спонтанно развивается колит. При этом динамика 

развития и протекания колита зависит от генетического фона линии мышей. В 

исследовании Muc2-/- мышей на фоне 129SV признаки обострения воспаления 

обнаруживаются в уже возрасте 4-5 недель (Burger-van Paassen et al., 2011; Van der Sluis 

et al., 2006). Однако в другом исследовании было показано, что у Muc2-/- мышей на 

генетическом фоне C57BL/6 обострение воспаления наблюдается позже, в возрасте 8-

20 недель (Wenzel et al., 2014). При этом колит у Muс2-/- мышей имеет сходные признаки 
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с язвенным колитом у людей (Wenzel et al., 2014). Также показано, что вследствие 

нарушения наработки муцина2 мыши Muc2-/- более чувствительны к различным 

патогенам, и в присутствии микроорганизмов с патогенными свойствами 

демонстрируют острое воспаление в кишечнике (Bergstrom et al., 2010; Zarepour et al., 

2013). Таким образом, мыши Muc2-/- являются моделью ВЗК, которую можно 

использовать для исследования взаимосвязи изменения кишечной микрофлоры и 

воспаления в кишечнике. При этом, мыши с данной мутацией на генетическом фоне 

C57BL/6 в возрасте 8-12 недель не демонстрируют обострения воспаления и могут быть 

использованы в исследованиях состояний, связанных с ремиссией колита. 

Ранее в нашей лаборатории было показано, что мыши с нарушенной барьерной 

функцией, c мутацией в гене Muc2 (Muc2-/-Kaiso-/-), более чувствительны к лечению 

антибиотиками, чем мыши с нормальной барьерной функцией (C57BL/6). Применение 

смеси антибиотиков широкого спектра действия (кларитромицин, амоксициллин, 

метронидазол) с целью элиминации инфекции Helicobacter spp. вызывало гибель 

мутантных животных, а также оказывалось неэффективным способом избавления их от 

инфекции (Литвинова и др., 2015). Поскольку в условиях отсутствия муцина2 

эпителиальные и иммунные клетки кишечника находятся в более тесном контакте с 

микрофлорой, можно предположить, что мыши с мутацией в гене Muc2 чувствительны 

к изменению сформировавшейся у них микрофлоры. Помимо этого, такое тесное 

взаимодействие микрофлоры и иммунной системы может приводить к 

провоспалительным иммунным реакциям, что в свою очередь, может влиять на 

микрофлору. При этом отсутствие муцина2, вероятно, приводит к дефициту 

олигосахаридов, доступных для бактерий в кишечнике, и таким образом, может влиять 

на состав и функционирование кишечной микрофлоры. Таким образом, при отсутствии 

муцина2 могут создаваться условия для изменения микрофлоры. И действительно, 

было показано, что микрофлора Muc2-/- и Muc2+/+ мышей различается (Wu et al., 2018). 

Таким образом, мыши с нокаутом гена Muc2 могут выступать в роли чувствительной к 

изменению микрофлоры модели генетически обусловленного нарушения барьерной 

функции кишечника. В данной работе исследовались эффекты воздействия на 

микрофлору Muc2-/- мышей антибиотиками и моносахаридом L-фукозой. 

  



32 
 

 
 

Глава 2. Материалы и методы 

2.1. Животные и условия содержания 

Исследование было выполнено в Центре генетических ресурсов ИЦиГ СО РАН 

(уникальный идентификатор проекта RFMEFI62117X0015). Все процедуры 

проводились в соответствии с Европейской директивой 86/609/EEC (Council of the 

European Communities, 1986) и Европейской конвенцией по защите позвоночных 

животных, используемых для научных целей. Все манипуляции с животными были 

одобрены межинститутской комиссией по биоэтике СО РАН (протокол № 28 выдан 

19.06.2015). В исследовании использовали животных, свободных от специфических 

патогенов (расширенный список FELASA 2014), а также животных, положительных на 

инфекцию Helicobacter spp. Согласно международным требованиям к содержанию 

животных SPF-статуса (свободных от специфических патогенов), в Центре 

генетических ресурсов проводили мониторинг патогенов по списку, 

рекомендованному FELASA (Federation for Laboratory Animal Science Associations) 

(Mähler et al., 2014). В процессе исследования у мышей Muc2-/- с инфекцией Helicobacter 

spp. также был обнаружен микроорганизм, филогенетически близкий к видам, 

принадлежащим к роду Tritrichomonas. Tritrichomonas sp. детектировался у мышей с 

инфекцией, в список FELASA данные микроорганизмы не входят (Mähler et al., 2014). 

В экспериментах №1 и №2 использовали самок мышей инбредных линии C57BL/6 

и Muc2-/-. Мыши C57BL/6 поступили в центр генетических ресурсов ИЦиГ СО РАН из 

Jackson Laboratory. Мыши Muc2-/- поступили в центр генетических ресурсов ИЦиГ СО 

РАН из ФИЦ «Фундаментальные основы биотехнологий» РАН, г. Москва. Мыши 

C57BL/6 были свободны от специфических патогенов, а у мышей Muc2-/- 

детектировалась инфекция Helicobacter spp., а также был обнаружен микроорганизм 

Tritrichomonas sp. В остальных экспериментах использовали самок мышей Muc2-/- и 

Muc2+/+, полученных в результате скрещивания Muc2+/- мышей, свободных от 

специфических патогенов, а также с инфекциями Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp. 

Мыши, свободные от инфекции, были получены в Центре генетических ресурсов ИЦиГ 

СО РАН путем in vitro фертилизации с последующей пересадкой эмбрионов (Litvinova 

et al., 2017). 
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Мышей содержали группами по 3-6 животных в индивидуально вентилируемых 

клетках (Optimice, США) при искусственном световом режиме 14С:10Т, при 

температуре 20-22°С, влажности 36%. В качестве подстила использовали 

обеспыленную березовую стружку. Животные получали корм ssniff® R/M-H 

autoclavable V1534-3 (Ssniff, Германия) ad libitum. В качестве питьевой воды животным 

предоставляли стерильную деионизированную воду с добавлением минералов K+, 

Mg2+ («Северянка», Россия) ad libitum. 

2.2. Получение мышей Muc2-/- и Muc2+/+, рожденных с инфекциями 

Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp. 

Мышей Muc2+/-, свободных от инфекции, в возрасте 7 недель заразили инфекциями 

Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp. Заражение осуществляли путем трехкратного 

внутрижелудочного введения суспензии фекалий, полученных от положительных на 

данные инфекции мышей. Суспензию готовили следующим образом: три фекалии 

гомогенизировали в 1 мл питьевой воды, пропускали через клеточный фильтр с 

диаметром пор 70 мкм и доводили суспензию до объема 1,5 мл. Для 

внутрижелудочного введения использовали специальные металлические зонды, 

мышам вводили по 100 мкл суспензии. Через 14 дней после заражения у всех животных 

в фекалиях детектировались инфекции. 

Мышей Muc2-/- и Muc2+/+, рожденных с инфекцией, получали в результате 

скрещивания зараженных Muc2+/- мышей. Мышей Muc2-/- и Muc2+/+, свободных от 

инфекции, получали аналогичным образом, от скрещивания гетерозиготных мышей без 

инфекции. Схемы заражения и получения мышей представлены на Рисунке 2.1. 
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Рисунок 2.1. – Схемы заражения и разведения мышей. 

H.spp – Helicobacter spp., T.sp – Tritrichomonas sp. 

2.3. Эксперимент №1. Исследование влияния дефицита муцина2 на иммунный 

статус мышей 

В эксперименте были использованы мыши инбредных линий Muc2-/- и C57BL/6. В 

возрасте 10-12 недель у животных брали кровь из ретроорбитального синуса для 

анализа иммуноглобулинов, а затем умерщвляли путем краниоцервикальной 

дислокации. Извлекали толстую кишку и собирали образцы для гистологического 

анализа, определения количества фукозы и анализа экспрессии генов. Затем толстую 

кишку разрезали вдоль и делали смыв содержимого фосфатно-солевым буфером, 

замораживали образец содержимого толстой кишки в жидком азоте для проведения 

анализа иммуноглобулинов против собственной микрофлоры. Затем кишку разрезали 

на кусочки и собирали образцы для определения количества иммуноглобулинов. 

2.4. Эксперимент №2. Воздействие на микрофлору Muc2-/- и C57BL/6 мышей 

антибиотиками и L-фукозой 

Эксперимент проводили на самках мышей инбредных линии Muc2-/- и C57BL/6 в 

возрасте 8-10 недель. Животных в течение двух недель поили антибиотиками широкого 

спектра действия – кларитромицин (0,1875 мг/мл), метронидазол (0,1875 мг/мл) и 

амоксициллин (0,5625 мг/мл), которые добавляли в питьевую воду. Также мыши 

получали антибиотики в сочетании с L-фукозой (в концентрации 0,1%) 

(экспериментальные группы перечислены в Таблице 1). Животные из контрольной 

группы употребляли питьевую воду. Питье животные получали ad libitum в течение 14 

дней. В течение эксперимента животных взвешивали. Часть мутантных мышей, 

получавших антибиотики, погибали на 13й и 14й дни эксперимента. На 15й день 

эксперимента у выживших животных собирали фекалии, а затем умерщвляли путем 

краниоцервикальной дислокации. 
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Таблица 2.1. – Экспериментальные группы (эксперимент №2) 

Название экспериментальной 

группы 
Воздействие 

C57BL/6 
Контроль, питьевая вода 

Muc2-/- 

C57BL/6+АБ Добавление антибиотиков 

в питьевую воду Muc2-/-+АБ 

C57BL/6+АБ/Ф Добавление антибиотиков 

и L-фукозы в питьевую воду Muc2-/-+АБ/Ф 

 

2.5. Эксперимент №3. Воздействие антибиотиками на микрофлору свободных 

от инфекций мышей 

Данный и последующие эксперименты проводили на мышах, полученных путем 

скрещивания Muc2+/- мышей. Полученное потомство отсаживали от родителей в 

возрасте 3,5 недель, генотип животных определяли методом ПЦР в реальном времени 

(см. п.п. 2.18). Эксперимент проводили на мышах Muc2-/- и Muc2+/+, в возрасте 8 недель 

животные получали антибиотики с питьевой водой аналогично эксперименту №2 ad 

libitum в течение 14 дней. Перед эвтаназией у животных собирали фекалии для анализа 

микрофлоры, а затем умерщвляли путем краниоцервикальной дислокации. 

2.6. Эксперимент №4. Исследование микрофлоры и иммунного статуса Muc2-/- 

и Muc2+/+ мышей, рожденных с инфекциями и без 

Эксперимент проводили на самках мышей Muc2-/- и Muc2+/+, полученных путем 

скрещивания Muc2+/- мышей с инфекциями и свободных от инфекций. В возрасте 8-10 

недель у мышей брали фекалии для анализа микрофлоры, кровь из ретроорбитального 

синуса для анализа иммуноглобулинов и лейкоцитов крови, а затем умерщвляли 

методом краниоцервикальной дислокации. Затем у животных вырезали 

мезентериальные лимфатические узлы для анализа иммунных клеток. Толстую кишку 

извлекали, разрезали на кусочки и собирали образцы для определения количества 

фукозы. 
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2.7. Эксперимент №5. Воздействие высокой дозой антибиотиков на 

микрофлору Muc2-/- мышей с инфекциями 

Эксперимент проводили на самках мышей Muc2-/-, рожденных с инфекциями. В 

возрасте 7-8 недель животным в течение 14 дней предоставляли смесь антибиотиков 

путем внутрижелудочного введения 200 мкл суспензии (суточная доза составляла 25 

мг/кг для кларитромицина и метронидазола, 75 мг/кг для амоксициллина). Доза 

метронидазола соответствовала дозе, используемой для эффективного избавления от 

Trichomonas spp. у мышей (Cobo et al., 2011). Мышей ежедневно взвешивали. На 8й и 

15й дни эксперимента у мышей собирали фекалии для анализа микрофлоры. Животным 

контрольной группы делали введение питьевой воды, чтобы проверить эффект 

экспериментальной процедуры на изменение массы тела. В конце эксперимента, на 15й 

день, мышей умерщвляли путем краниоцервикальной дислокации. 

2.8. Эксперимент №6. Воздействие антибиотиками и L-фукозой на 

микрофлору мышей с инфекциями и без  

В эксперименте использовали мышей Muc2-/- и Muc2+/+, рожденных и инфекциями 

и без, возрасте 7-8 недель. Животным в течение 7 дней предоставляли смесь 

антибиотиков путем внутрижелудочного введения 200 мкл суспензии, доза 

антибиотиков была аналогична эксперименту №5. Животным из контрольных групп 

вводили 200 мкл питьевой воды. В течение 7 дней внутрижелудочного введения мыши 

получали питьевую воду (группы с антибиотиками и контрольные) и питьевую воду с 

добавлением L-фукозы (0,1%) (группы с антибиотиками и L-фукозой). На 8й день 

эксперимента способ предоставления антибиотиков сменили, следующие 7 дней мыши 

получали антибиотики и антибиотики с L-фукозой с питьевой водой аналогично 

предыдущим экспериментам. В течение всего эксперимента животных ежедневно 

взвешивали. Схема эксперимента представлена на Рисунке 2.2. 

Через 14 дней у животных собирали фекалии для анализа кишечной микрофлоры, 

брали кровь из ретроорбитального синуса для получения плазмы, а затем умерщвляли 

методом краниоцервикальной дислокации. У мышей вырезали мезентериальные 

лимфатические узлы для анализа иммунных клеток. Также извлекали толстую кишку, 

разрезали на кусочки и собирали образцы для анализа цитокинов. Часть мутантных 
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мышей с инфекцией, получавших антибиотики, выводили из эксперимента через 13 

дней в связи с сильным истощением. 

Таблица 2 – Экспериментальные группы (эксперимент №6) 

Название группы Генотип H.spp и T.sp Воздействие 

Muc2-/- мутантный нет Питьевая 

вода 

(контроль) 

 

Muc2+/+ дикий тип нет 

Muc2-/-инф мутантный есть 

Muc2+/+инф дикий тип есть 

Muc2-/-АБ мутантный нет 

Антибиотики 

 

Muc2+/+АБ дикий тип нет 

Muc2-/-инф./АБ мутантный есть 

Muc2+/+инф./АБ дикий тип есть 

Muc2-/-АБ/Ф мутантный нет 

Антибиотики и 

L-фукоза 

Muc2+/+АБ/Ф дикий тип нет 

Muc2-/-инф./АБ/Ф мутантный есть 

Muc2+/+инф./АБ/Ф дикий тип есть 

 

 
Рисунок 2.2. – Схема эксперимента №6. АБ-антибиотики 

2.9. Эксперимент №7. Исследование влияния обеднения микрофлоры на 

иммунный статус мышей с инфекциями и без 

В эксперименте использовали мышей Muc2-/- и Muc2+/+, рожденных и инфекциями 

и без, возрасте 7-8 недель. Животным в течение 14 дней предоставляли антибиотики с 

питьевой водой, аналогично предыдущим экспериментам. На 15й день у мышей брали 

кровь из ретроорбитального синуса для анализа лейкоцитов, затем умерщвляли 

методом краниоцервикальной дислокации и брали тимус и селезенку для анализа 

иммунных клеток. 
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2.10. Гистологический анализ срезов толстой кишки 

Для гистологического анализа образцы толстой кишки длиной примерно 5 мм 

фиксировали в 10% формалине, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации, 

последовательно проводили через бутанол и ксилол, а затем заключали в парафин. Для 

анализа готовили срезы толщиной 3мкм, окрашивали их с помощью двух окрашиваний: 

на ШИК-реакцию и азур-2-эозином (БиоВитрум, Россия). При помощи ШИК-реакции 

выявляли секрет бокаловидных клеток, а также количество ядер в крипте (анализ 

проводили на 15 криптах, выбранных случайным образом). При помощи окрашивания 

азур-2-эозином выявляли иммунные клетки и наличие воспаления, а также общую 

морфологию ткани. Количество иммунных клеток считали в 15 полях зрения и 

выражали как количество (N) клеток на 15 полей зрения. 

2.11. Анализ экспрессии генов в ткани толстой кишки 

Экспрессию генов в ткани толстой кишки оценивали по уровню мРНК 

соответствующего гена при помощи метода ПЦР в реальном времени. 

2.11.1. Выделение РНК из ткани толстой кишки, подготовка образцов РНК 

Образец ткани толстой кишки гомогенизировали в 500 мкл TRIzol reagent 

(Invitrogen, США), затем добавляли 100 мкл хлороформа и центрифугировали 10 минут 

при 12000 g, +4℃. Водную фазу, содержащую РНК, отбирали в чистую пробирку и 

обрабатывали 10 е.а. ДНКазы I (Roche, Германия) в течение 30 минут при 25℃, а затем 

осаждали изопропанолом (на льду в течение 10 минут) и центрифугировали 15 минут 

при 12000 g, +4℃. Осадки РНК промывали 75% этанолом (+4℃). Образец высушивали 

и растворяли РНК в ультрачистой воде Milli-Q. Концентрацию РНК в образцах 

определяли при помощи УФ-видимого спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific, США). 

2.11.2. Реакция обратной транскрипции и количественная ПЦР в реальном времени 

кДНК получали путем проведения реакции обратной транскрипции с матрицы 

РНК, реакцию проводили с обратной транскриптазой M-MulV (СибЭнзим, Россия) 

согласно рекомендациям производителя. Смесь, содержащую 5-10 мкг РНК, по 600 нг 

праймерных олигонуклеотидов Oligo dT и Random hexamer и 

дезоксинуклеотидтрифосфаты (в концентрации 1мМ для каждого), нагревали до 65℃ 

в течение 5 минут и денатурировали в течение 5 минут на льду. Затем в реакционную 
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смесь добавляли обратную транскриптазу (100 е.а.) и реакционный буфер. Реакцию 

проводили при 37℃ в течение часа, а затем инактивировали фермент нагреванием до 

70℃ в течение 5 минут. Полученные образцы кДНК разводили в 5 раз ультрачистой 

водой Milli-Q и хранили при -20℃. 

Уровень мРНК целевых генов оценивали по относительному количеству кДНК в 

образце при помощи количественной ПЦР в реальном времени. Последовательности 

праймерных олигонуклеотидов представлены в Приложении №1. Все праймерные 

последовательности подбирали при помощи программ Primer-BLAST (Ye et al., 2012) и 

Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Реакционная смесь содержала БиоМастер 

HS-qPCR SYBR Blue 1x (БиоЛабМикс, Россия), соответствующие праймеры (300 нМ 

каждого) и кДНК. ПЦР проводили в детектирующем амплификаторе CFX96 TouchTM 

Deep Well Real-Time PCR Detection System (BioRad Laboratories, США). ДНК 

денатурировали 5 минут при 95℃, затем проводили 40 циклов: 95℃ 15 секунд; 62℃ 25 

секунд; 72℃ 25 секунд. 

Экспрессию генов определяли по уровню мРНК целевого гена, нормированному на 

мРНК гена бета-тубулина (Tubb5) по формуле 2^(CtTubb-Ctцелевого гена), где Ct – цикл, 

соответствующий пороговому уровню светимости продукта ПЦР. 

2.12. Выделение ДНК из фекалий и содержимого кишечника 

Фекалию (100-200 мкг) или образец содержимого кишечника лизировали в 

Inhibitex Buffer (Qiagen, Германия) 30 минут при 70℃, гомогенизировали и 

центрифугировали при 10000 об/мин 5 минут. В чистую пробирку переносили 100 мкл 

супернатанта и добавляли 1 мкл протеиназы К (Thermo Scientific, США), 100 мкл AL 

Buffer (Qiagen, Германия), перемешивали и инкубировали 10 минут при 70℃. Затем 

добавляли 100 мкл 96% этилового спирта и 10 мкл суспензии SiO2 (100мкг/мкл), 

перемешивали и инкубировали при комнатной температуре 10 минут. Затем образцы 

центрифугировали при 4000 об/мин 5 минут и удаляли супернатант. Осадок промывали 

последовательно AW1 Buffer (Qiagen, Германия), AW2 Buffer (Qiagen, Германия) и 70% 

этиловым спиртом. После последней промывки осадок высушивали и растворяли ДНК 

в 100 мкл ультрачистой воды Milli-Q и центрифугировали образец при 10000 об/мин 10 

минут. Супернатант, содержащий ДНК переносили в чистую пробирку и определяли 

концентрацию ДНК в образце и отсутствие примесей при помощи УФ-видимого 
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спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, США). Образцы ДНК хранили 

при -20⁰С до ПЦР анализа. 

2.13. Определение бактериальной ДНК в фекалиях методом количественной 

ПЦР в реальном времени 

Количество бактерий в кишечнике оценивали по количеству бактериальной ДНК, 

нормированному на ДНК Mus musculus в фекалиях при помощи метода количественной 

ПЦР в реальном времени. ДНК Helicobacter, Bacteroides, Lactobacillus spp. определяли 

при помощи праймеров к участку гена 16S rRNA соответствующей группы бактерий. 

Для определения общего количества бактерий использовали праймеры к 

консервативному участку бактериального гена 16S rRNA. Количество ДНК Mus 

musculus определяли при помощи праймеров к участку гена 28S rRNA мыши. Все 

последовательности олигонуклеотидов представлены в Приложении №1. Все 

праймерные последовательности подбирали при помощи программ Primer-BLAST (Ye 

et al., 2012) и Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Реакционная смесь содержала 

БиоМастер HS-qPCR SYBR Blue 1x (БиоЛабМикс, Россия), соответствующие 

праймеры (300 нМ каждого) и ДНК, выделенной из фекалий. ПЦР проводили в 

детектирующем амплификаторе CFX96 TouchTM Deep Well Real-Time PCR Detection 

System (BioRad Laboratories, США). ДНК денатурировали 5 минут при 95℃, затем 

проводили 40 циклов: денатурация – 95℃ 15 секунд, отжиг праймеров – 62℃ 25 

секунд, синтез – 72℃ 25 секунд. 

Нормирование бактериальной ДНК на ДНК мыши (M. musculus) выполняли по 

формуле: 2^(CtM.musculus-Ctцелевой бактерии), где Сt – цикл, соответствующий пороговому 

уровню светимости продукта ПЦР. 

2.14. Оценка разнообразия бактериальной микрофлоры методом 

одноцепочечного конформационного полиморфизма (Single-strand 

conformation polymorphism – SSCP) гена 16S rRNA 

За основу метода брали методику, предложенную F. Schwieger и C.C. Tebbe в 1998 

году (Schwieger and Tebbe, 1998). С матрицы ДНК, выделенной из фекалий, проводили 

амплификацию ДНК вариабельного участка V4 гена 16S rRNA. Для проведения ПЦР 

использовали рекомбинантную ДНК полимеразу Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 

и GC-Buffer для полимеразы (Thermo Scientific, США). Концентрация праймеров была 
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500 нМ каждого, обратный праймер был фосфорилирован на 5’-конце 

(последовательности праймеров представлены в Приложении №1). Реакцию проводили 

в амплификаторе T100TM Thermal Cycler (BioRad Laboratories, США). ДНК 

денатурировали при 98℃ 3 минуты, а затем проводили 35 циклов: 98℃ 15 секунд, 50℃ 

20 секунд, 72℃ 20 секунд. Наличие продукта ПЦР проверяли при помощи 

электрофореза в 1,5% агарозном геле с добавлением бромистого этидия. Продукты 

ПЦР вычищали из реакционной смеси с помощью набора GeneJET PCR Purification Kit 

(Thermo Scientific, США) в соответствии с рекомендациями производителя. С 

очищенными образцами ставили реакцию с экзонуклеазой фага лямбда (Lambda 

Exonuclease, Thermo Scientific, США) согласно рекомендациям производителя. Данный 

фермент обладает активностью по отношению к двуцепочечным ДНК при наличии в 

них фосфатных групп на 5’-конце, с его помощью получали одноцепочечные ДНК. 

Полученные одноцепочечные ДНК упаривали до объема 10 мкл и денатурировали 5 

минут при температуре 95℃ в 15 мкл денатурирующего буфера (95% формамид; 10мМ 

KOH), затем охлаждали реакционную смесь на льду. К полученным образцам 

добавляли краску (0,1% бромфеноловый синий; 0,1% ксиленцианол) в соотношении 

1:100, наносили ДНК на 15% полиакриламидный гель и проводили электрофорез в 1х 

трис-боратном буфере (89 мМ Трис; 89 мМ борная кислота; 2мМ ЭДТА) при 

напряжении 220В 20 часов. 

После электрофореза гель красили серебром, за основу метода использовали 

опубликованную методику (Bassam and Gresshoff, 2007). Гель промывали ультрачистой 

деионизированной водой Milli-Q и фиксировали 30 минут в 7% водном растворе 

ледяной уксусной кислоты. Затем отмывали гель от кислоты водой Milli-Q 3 раза по 2 

минуты и оставляли в растворе серебра (0,1% AgNO3, 0,15% параформальдегид) на 40 

минут. Раствор серебра удаляли и промывали гель водой Milli-Q 20 секунд, а затем 

споласкивали 30 секунд холодным (+4℃) буфером для проявки (3% Na2CO3; 0,3% 

параформальдегид; 0,0002% Na2S2O3). Затем удаляли буфер и проявляли гель 

холодным буфером для проявки примерно 15 минут. Гель фотографировали при 

помощи гель документирующей системы Gel DocTM XR+ System (BioRad Laboratories, 

США). 

2.15. Метагеномный анализ бактериальной микрофлоры кишечника мышей 
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Метагеномный анализ кишечной микрофлоры проводили путем секвенирования 

ампликонов гена 16S rRNA (регионы V4, V3-V4, V4-V5) в образцах ДНК, выделенных 

из фекалий. ДНК для метагеномного анализа выделяли при помощи набора QIAamp 

Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Германия) согласно рекомендациям производителя. 

Дальнейшая подготовка образцов (синтез ампликонов и создание библиотек), 

секвенирование парных прочтений на платформе Illumina (длина прочтения 250 п.н.) и 

обработка данных осуществлялись компанией Novogene (Китай). Альфа-разнообразие 

оценивалось по индексам Шеннона и Симпсона, бета-разнообразие по анализу weighted 

и unweighted Unifrac. 

2.16. Секвенирование и филогенетический анализ ДНК 18S rRNA 

Tritrichomonas spp. 

Для проведения филогенетического анализа проводили секвенирование ДНК гена 

18S rRNA микроорганизма Tritrichomonas spp., обнаруженного у мышей с инфекцией. 

С образцами ДНК, выделенными из содержимого кишечника мышей, поставили две 

ПЦР, используя рекомбинантную ДНК полимеразу Phusion High-Fidelity DNA 

Polymerase, GC-Buffer для полимеразы (Thermo Scientific, США) и специфичные к ДНК 

гена 18S rRNA Tritrichomonas spp. праймеры (Dimasuay and Rivera, 2013) (см. 

Приложение №1; соответствие пар праймеров: реакция1 – T18S-F+T18S-Ri, реакция2 – 

T18S-Fi+T18S-R). Условия реакции: 95℃ 5 минут, а затем 30 циклов: 95℃ 60 секунд, 

56℃ 60 секунд, 72℃ 120 секунд. Продукт ПЦР вычищали из реакционной смеси при 

помощи набора ALMA-CleanUp (Альмабион, Россия). 

С очищенными продуктами ПЦР ставили реакцию синтеза для секвенирования. 

Для образца ставили 4 реакции (с каждым из четырех праймеров). Реакции синтеза 

проводили с использованием BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, США), матрицу ДНК брали в реакцию из расчета 25 нг/1000 а.о., 

концентрация праймера была 1 мкМ. Условия реакции: 96℃ 60 секунд, а затем 35 

циклов: 96℃ 30 секунд, 56℃ 15 секунд, 60℃ 4 минуты. 

После проведения реакции образцы вычищали из реакционной смеси (объемом 10 

мкл), для этого добавляли 50 мкл воды Milli-Q и 90 мкл изопропанола (+4℃), 

перемешивали и инкубировали 20 минут в темноте при комнатной температуре. Затем 

осаждали образцы центрифугированием в течение 20 минут при 14000 об/мин, 20℃, 
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удаляли супернатант. Осадки два раза промывали 70% этанолом (+4℃), 

центрифугировали 10 минут при 14000 об/мин, +4℃, удаляли супернатант. После 

промывки осадки высушивали при помощи вакуумного концентратора CentriVap 

Solvent package (Labconco, США) и отдавали для секвенирования в ЦКП 

«Молекулярная и клеточная биология» ИМКБ СО РАН. Полученные 

последовательности анализировали при помощи программ Unipro UGENE 

(Okonechnikov et al., 2012) и BLASTN (Zhang et al., 2000). 

Из полученных последовательностей собрали последовательность ДНК гена 18S 

rRNA микроорганизма Tritrichomonas sp. длиной 1355 а.о. Полученную 

последовательность исследовали при помощи программы BLASTN. Для 

филогенетического анализа отобрали 11 последовательностей (список 

последовательностей представлен в Приложении №2), которые выровняли при помощи 

алгоритма MUSCLE и на основе выравнивания построили филогенетическое дерево 

методом максимального правдоподобия при помощи онлайн-сервиса IQ-tree 

(Trifinopoulos et al., 2016), а затем дерево визуализировали при помощи программы 

FigTree. 

2.17. Определение ДНК обнаруженного Tritrichomonas sp. в фекалиях методом 

количественной ПЦР в реальном времени 

Количество обнаруженного микроорганизма в кишечнике оценивали по 

количеству его 18S rRNA ДНК нормированному на ДНК Mus musculus в фекалиях при 

помощи метода количественной ПЦР в реальном времени. ДНК Tritrichomonas sp. 

определяли при помощи специфичных к отсеквенированной последовательности 

праймеров. Количество ДНК Mus musculus определяли с помощью праймеров к участку 

гена 28S rRNA мыши. Все последовательности олигонуклеотидов представлены в 

Приложении №1. Праймерные последовательности для обнаружения ДНК 

Tritrichomonas sp. подбирали при помощи программы Unipro UGENE (Okonechnikov et 

al., 2012), а затем выравнивали в программе Primer-BLAST (Ye et al., 2012). Полученные 

праймеры не отжигались ни на одну последовательность из баз данных, используемых 

Primer-BLAST, что говорит о специфичности подобранных праймеров только в 

отношении отсеквенированной последовательности. Реакционная смесь содержала 

БиоМастер HS-qPCR SYBR Blue 1x (БиоЛабМикс, Россия), соответствующие 
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праймеры (300 нМ каждого) и ДНК, выделенную из фекалий. ПЦР проводили в 

детектирующем амплификаторе CFX96 TouchTM Deep Well Real-Time PCR Detection 

System (BioRad Laboratories, США). Условия реакции: 5 минут при 95℃, а затем 37 

циклов: 95℃ 15 секунд, 58℃ 25 секунд, 72℃ 25 секунд. 

Нормирование ДНК Tritrichomonas sp. на ДНК мыши (M. musculus) выполняли по 

формуле: 2^(CtM.musculus-CtTritrichomonas sp.), где Ct – цикл, соответствующий пороговому 

уровню светимости продукта ПЦР. 

2.18. Определение генотипа мышей, полученных от скрещивания Muc2+/- 

Для определения генотипа полученных мышей, из образцов ткани ушей и хвостов 

выделяли геномную ДНК. Образец лизировали ночь при 55℃ в буфере (0,1М NaCl; 

50mM TrisHCl pH=8; 2,5mM EDTA; 0,5% SDS) с добавлением протеиназы K (Thermo 

Scientific, США) в концентрации 80мкг/мл. Затем образцы гомогенизировали, осаждали 

белок добавлением ацетата калия (конечная концентрация 1,7М). Затем экстрагировали 

ДНК хлороформом и центрифугировали (12000 g, 10 минут). Супернатант переносили 

в чистую пробирку и осаждали ДНК добавлением трех объемов 96% этилового спирта 

(3 часа при -20⁰С), затем центрифугировали (12000 об/мин, 15 минут), промывали 70% 

этиловым спиртом и растворяли ДНК в ультрачистой воде Milli-Q. С выделенной 

геномной ДНК проводили ПЦР в реальном времени с двумя парами праймеров 

(последовательности представлены в Приложении №1): 1) к участку гена Muc2, 

отсутствующему в мутантном аллеле – определяет аллель дикого типа); 2) к участку 

гена устойчивости к неомицину, который присутствует в мутантном аллеле – 

определяет мутантный аллель. Реакционная смесь содержала БиоМастер HS-qPCR 

SYBR Blue 1x (БиоЛабМикс, Россия), соответствующие праймеры (300 нМ каждого) и 

ДНК. ПЦР проводили в детектирующем амплификаторе CFX96 TouchTM Deep Well 

Real-Time PCR Detection System (BioRad Laboratories, США). Условия реакции: 5 минут 

при 95℃, а затем 35 циклов: 95℃ 15 секунд, 60℃ 25 секунд, 72℃ 25 секунд. 

2.19. Определение количества IgA в толстой кишке методом 

иммуноферментного анализа (ИФА) 

Для определения IgA брали кусочек толстой кишки размером около 5 мм, образец 

замораживали в жидком азоте и хранили при температуре -70℃ до анализа. Образец 

гомогенизировали в жидком азоте и разбавляли 200 мкл натрий-фосфатного буфера, 
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перемешивали и оставляли на льду до осаждения мелких кусочков. Затем образцы 

разводили в 10 раз натрий-фосфатным буфером. Для определения IgA разведенные 

образцы (100 мкл) сорбировали на 96-луночный иммунологический планшет и 

инкубировали 2 часа (37℃, 400 об/мин). Затем планшет промывали 3 раза по 300 мкл 

буфером для промывки (0,05% Tween-20 в натрий-фосфатном буфере) и блокировали 

2% БСА в натрий-фосфатном буфере (150 мкл на лунку) ночь при +4℃ Далее планшет 

промывали и инкубировали с антителами против IgA мыши, меченными биотином (BD 

Pharmingen, США) 30 минут (37℃, 400 об/мин). После инкубации планшет промывали 

и инкубировали со стрептавидин-пероксидазой (BD Pharmingen, США) 30 минут (37℃, 

400 об/мин). Далее планшет промывали и инкубировали с субстратом АБТС (2,2’-

азино-бис-(3-этилбензтиазолин-6-сульфокислота)). Для приготовления раствора 

субстрата 1 таблетку АБТС (Thermo Scientific, США) растворяли в 10 мл фосфатно-

цитратного буфера и добавляли перекись водорода до концентрации 0,3%. Через 15 

минут реакцию останавливали добавлением 1% SDS. Оптическую плотность 

определяли на планшетном фотометре при длине волны 405 нм. В качестве стандартов 

для построения калибровочной кривой использовали очищенный IgA мыши (BD 

Pharmingen, США) в концентрациях 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625 мкг/мл. Реакции 

для построения стандартной кривой делали параллельно с образцами аналогичным 

образом. Количество IgA нормировали на количество общего белка в пробе и выражали 

в нг/мкг белка. Количество белка определяли по методу Брэдфорда (Bradford, 1976). 

2.20. Определение количества IgG в крови против собственной микрофлоры и 

количества IgG в толстой кишке методом ИФА 

Для определения IgG против собственной микрофлоры в крови у животных 

собирали 200 мкл крови из ретроорбитального синуса, центрифугировали 15 минут 

(3000 об/мин +4℃), собирали сыворотку и хранили на -20℃ до анализа. Смывы 

содержимого кишечника замораживали в жидком азоте и хранили при температуре -

70℃ до анализа. В смывах толстой кишки определяли концентрацию белка по методу 

Брэдфорда (Bradford, 1976). Образцы смывов разбавляли до концентрации белка 100 

мкг/мл натрий-фосфатным буфером и сорбировали на 96-луночный иммунологический 

планшет в дублях (2 часа при 37℃, 400 об/мин), а затем промывали 3 раза по 300 мкл 

буфером для промывки (0,05% Tween-20 в натрий-фосфатном буфере) и блокировали 
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2% БСА в натрий-фосфатном буфере ночь при +4℃. Затем планшет промывали и 

добавляли соответствующую сыворотку, разведенную натрий-фосфатным буфером в 

один дубликат (для определения IgG против собственной микрофлоры в крови) и 100 

мкл натрий-фосфатного буфера во второй дубликат (определение количества IgG в 

толстой кишке), планшет инкубировали 2 часа (37℃, 400 об/мин), а затем промывали 

и инкубировали с антителами против IgG мыши, меченными биотином (BD Pharmingen, 

США) 30 минут (37℃, 400 об/мин). Далее планшет промывали и инкубировали со 

стрептавидин-пероксидазы (BD Pharmingen, США) 30 минут (37℃, 400 об/мин). Затем 

промывали планшет и инкубировали с субстратом АБТС, через 15 минут реакцию 

останавливали добавлением 1% SDS. Оптическую плотность определяли при длине 

волны 405 нм. В качестве стандартов для построения калибровочной кривой 

использовали очищенный IgG мыши (BD Pharmingen, США) в концентрациях 2,5; 1,25; 

0,625; 0,3125; 0,15625 мкг/мл. Реакции для построения стандартной кривой делали 

параллельно с образцами аналогичным образом. Количество IgG в толстой кишке 

нормировали на количество общего белка в пробе и выражали в нг/мкг белка. 

Количество белка определяли по методу Брэдфорда (Bradford, 1976). Количество IgG 

против собственной микрофлоры определяли вычитанием оптической плотности в 

лунках без добавления сыворотки из оптической плотности лунок с добавлением 

сыворотки, а затем вычисляли концентрацию IgG при помощи калибровочной кривой 

и выражали в мкг/мл. 

2.21. Определение IgG и IgA в крови методом ИФА 

Для определения количества IgG и IgA в крови, у животных брали 200 мкл крови 

из ретро-орбитального синуса, центрифугировали 15 минут (3000 об/мин +4⁰С), 

собирали сыворотку и хранили на -20⁰С до анализа. В анализ брали сыворотку, 

разведенную 1:200 натрий-фосфатным буфером (для анализа IgG) и 1:100 (для анализа 

IgA) и сорбировали на 96-луночный иммунологический планшет (2 часа, при 

комнатной температуре). Затем промывали планшет буфером для промывки (0,05% 

Tween-20 в натрий-фосфатном буфере) и инкубировали с 2% БСА в натрий-фосфатном 

буфере ночь. После инкубации промывали планшет и инкубировали с антителами 

против IgG или IgA мыши, меченными биотином (BD Pharmingen, США) 60 минут 

(37⁰С, 400 об/мин). Затем планшет промывали и инкубировали со стрептавидин-
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пероксидазы (BD Pharmingen, США) 60 минут (37⁰С, 400 об/мин). Далее промывали 

планшет и инкубировали с субстратом АБТС, через 15 минут реакцию останавливали 

добавлением 1% SDS. Оптическую плотность определяли при длине волны 405 нм. В 

качестве стандартов для построения калибровочной кривой использовали очищенный 

IgG мыши (BD Pharmingen, США) в концентрациях 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625 

мкг/мл. Реакции для построения стандартной кривой делали параллельно с образцами 

аналогичным образом. Количество иммуноглобулинов выражали в мкг/мл. 

2.22. Анализ лимфоцитов в крови методом проточной цитофлуориметрии 

У животных собирали 200 мкл крови с гепарином и помещали в пробирку, 

содержащую 100 мкл натрий-фосфатного буфера и 5 мкл гепарина. Пробирки с 

образцами помещали на лед. Эритроциты лизировали при помощи гипотонического 

буфера (0,15М NH4Cl; 0,01М NaHCO3; 0,001М EDTA; +4℃) при комнатной 

температуре 10 минут, а затем центрифугировали 5 минут (1500 об/мин, +4℃). 

Убирали супернатант и повторно лизировали оставшиеся эритроциты. Далее клетки 

промывали 2 раза 2% БСА в натрий-фосфатном буфере и разбавляли буфером для 

окрашивания (1% БСА, 0,1% азид натрия в натрий-фосфатном буфере) до 

концентрации 800-1500 клеток/мкл. Клетки инкубировали с антителами PE-anti-CD3ε, 

FITC-anti-CD4, PE/Cy7-anti-CD8a и PE-anti-CD3ε, FITC-anti-CD19, PE/Cy7-anti-CD45 

(BioLegend, США) в темноте при +4℃ 120 минут. Анализ клеток проводили на 

проточном цитофлуориметре Guava easyCyte 8HT Flow Cytometer (Merk, Германия), в 

каждом образце анализировали 25000 лимфоцитов. В популяции лимфоцитов выделяли 

одиночные клетки (синглеты). Затем процент CD3+- и CD19+-лимфоцитов определяли 

среди CD45+-лимфоцитов. Процент CD3+CD4+- и CD3+CD8+-лимфоцитов определяли 

среди CD3+-лимфоцитов (Схема гейтирования представлена в Приложении №3). В 

крови также определяли концентрацию лейкоцитов путем окрашивания клеток 

реактивом Türk's solution (Merk, Германия) и подсчета в камере Горяева. Используя 

концентрацию лейкоцитов, а также процентное соотношение популяций лейкоцитов и 

лимфоцитов (получено при анализе на цитофлуориметре) определяли концентрацию 

каждой исследуемой субпопуляции и выражали как 10^6 клеток/мл крови. 

2.23. Анализ клеток селезенки методом проточной цитофлуориметрии 

2.23.1. Подготовка суспензии спленоцитов. 
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Селезенку извлекали, взвешивали и помещали в пробирку 1,5 мл, содержащую 400 

мкл натрий-фосфатного буфера, пробирку держали на льду. Гомогенизировали 

селезенку при помощи гомогенизатора, затем фильтровали суспензию через фильтр для 

клеток с диаметром пор 70 мкл (BD Falcon, США). Для лизирования эритроцитов 

добавляли гипотонический буфер (0,15М NH4Cl; 0,01М NaHCO3; 0,001М EDTA; +4℃) 

до объема 5 мл, инкубировали 10 минут при комнатной температуре. Для определения 

условного количества клеток (УКК) селезенки, из образца отбирали 50 мкл, оставшийся 

образец центрифугировали 7 минут при 1500 об/мин, +4℃. Затем удаляли супернатант 

и промывали суспензию 2 раза 5 мл 2% БСА в натрий-фосфатном буфере. Клетки 

разбавляли буфером для окрашивания (1% БСА, 0,1% азид натрия в натрий-фосфатном 

буфере). 

2.23.2. Анализ спленоцитов по маркерам CD19, CD3, CD4, CD8 

Суспензию клеток разбавляли до концентрации 1500-2000 клеток/мкл, 250 мкл 

суспензии инкубировали с антителами PE-anti-CD3ε, FITC-anti-CD4, PE/Cy7-anti-CD8a 

и PE-anti-CD3ε, FITC-anti-CD19 и FITC-anti-CD4, PE-anti-CD45RB (BioLegend, США) 

при +4℃ 120 минут в темноте. Анализ клеток при помощи проточного 

цитофлуориметра Guava easyCyte 8HT Flow Cytometer (Merk, Германия), в каждом 

образце анализировали 35000 лимфоцитов. В популяции спленоцитов выделяли 

одиночные клетки (синглеты). Процент CD3+- CD19+-лимфоцитов определяли среди 

одиночных спленоцитов. Процент CD3+CD4+- и CD3+CD8+-клеток определяли среди 

CD3+-спленоцитов. Схема анализа представлена в приложении №4. 

2.23.3. Определение условного количества клеток (УКК) селезенки 

Аликвоту клеток в буфере после лизирования эритроцитов разводили при помощи 

2% БСА в натрий-фосфатном буфере и анализировали на проточном цитофлуориметре 

Guava easyCyte 8HT Flow Cytometer (Merk, Германия), в каждом образце считали 15000 

спленоцитов. УКК определяли исходя из количества проанализированных клеток и 

объема образца, использованного для анализа (данный параметр можно определить при 

помощи цитофлуориметра). Полученные данные выражены как УКК на орган. Данный 

метод был сравнен с методом определения клеточности в камере Горяева. Было 

выяснено, что полученное в результате используемого метода количество клеток ниже 

клеточности органа примерно в 2 раза. Однако, используя данный метод можно 
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корректно определить различия в количестве клеток у животных. Таким образом, 

представленные данные не совпадают с абсолютными показателями клеточности 

селезенки у мышей, но демонстрируют изменение этого параметра при воздействии на 

микрофлору животных. 

2.24. Анализ клеток тимуса методом проточной цитофлуориметрии 

Тимус извлекали, взвешивали и помещали в пробирку 1,5 мл, содержащую 400 мкл 

натрий-фосфатного буфера, пробирку держали на льду. Гомогенизировали тимус при 

помощи гомогенизатора, затем фильтровали суспензию через фильтр для клеток с 

диаметром пор 70 мкл (BD Falcon, США), доводили суспензию клеток до объема 1 мл 

натрий-фосфатным буфером, отбирали 50 мкл для определения клеточности. 

Оставшиеся клетки промывали 2 раза 2% БСА в натрий-фосфатном буфере 

(центрифугировали при 1500 об/мин, +4℃, 7 минут). Разбавляли тимоциты буфером 

для окрашивания (1% БСА, 0,1% азид натрия в натрий-фосфатном буфере) до 

концентрации 2000-3000 клеток/мкл и инкубировали 250 мкл суспензии с антителами 

PE-anti-CD3ε, FITC-anti-CD4, PE/Cy7-anti-CD8a, APC-anti-CD25, PerCP-anti-CD44 

(BioLegend, США) при +4℃ 120 минут в темноте. Анализ клеток проводили на 

проточном цитофлуориметре Guava easyCyte 8HT Flow Cytometer (Merk, Германия), в 

каждом образце анализировали 70000 тимоцитов. В популяции тимоцитов выделяли 

одиночные клетки (синглеты). Процент CD4+CD8+-, CD4+CD8--, CD4-CD8+-, CD4-CD8- 

-клеток определяли среди тимоцитов. Процент дубль негативных клеток DN1 

(CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-CD25+) и DN4 (CD44-CD25-) 

определяли среди CD4-CD8-CD3--клеток. Схема анализа представлена в приложении 

№5. УКК тимуса определяли на проточном цитофлуориметре, аналогично УКК 

селезенки (см. п.п. 2.23.4) и выражали как УКК на 10^6. 

2.25. Анализ лимфоцитов в мезентериальных лимфатических узлах методом 

проточной цитофлуориметрии 

2.25.1. Подготовка суспензии лимфоцитов 

Мезентериальные лимфатические узлы вырезали из брыжейки и помещали в 

пробирку 1,5 мл, содержащую 500 мкл натрий-фосфатного буфера, пробирку держали 

на льду. Гомогенизировали лимфатические узлы при помощи гомогенизатора, затем 
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фильтровали суспензию через фильтр для клеток с диаметром пор 70 мкл (BD Falcon, 

США), доводили суспензию клеток до объема 1 мл натрий-фосфатным буфером, 

отбирали 50 мкл для подсчета количества клеток в камере Горяева. Затем промывали 

суспензию 2 раза 2% БСА в натрий-фосфатном буфере (центрифугировали при 1500 

об/мин, +4℃, 7 минут). Разбавляли лимфоциты буфером для окрашивания (1% БСА, 

0,1% азид натрия в натрий-фосфатном буфере). 

2.25.2. Анализ лимфоцитов по маркерам CD4, CD25, Foxp3 

Полученную суспензию клеток разбавляли до концентрации 3000-5000 клеток/мкл, 

250 мкл суспензии инкубировали с антителами PE/Cy7-anti-CD4 и APC-anti-CD25 

(BioLegend, США) 60 минут при +4℃. Затем образцы фиксировали при помощи 

однократного реактива True-Nuclear™ Fix (BioLegend, США) 50 минут в темноте при 

комнатной температуре. Затем пермобилизировали клеточную мембрану при помощи 

реактива однократного True-Nuclear™ Perm Buffer (BioLegend, США), 

центрифугировали 10 минут (2100 об/мин, 20℃). Далее разбавляли клетки 100 мкл 

буфера для пермобилизации и инкубировали с антителами AlexaFluor488-anti-Foxp3 

(BioLegend, США) 90 минут в темноте при комнатной температуре. Затем образцы 

промывали буфером для пермобилизации, и буфером для окрашивания. После 

промывки клетки разбавляли буфером для окрашивания до концентрации 1500-3000 

клеток/мкл и хранили в темноте при температуре +4℃ до анализа (1-2 дня). Анализ 

клеток проводили на проточном цитофлуориметре Guava easyCyte 8HT Flow Cytometer 

(Merk, Германия), в каждом образце анализировали 50000 лимфоцитов. В популяции 

лимфоцитов выделяли одиночные клетки (синглеты), затем выделяли одиночные CD4+-

лимфоциты. Процент CD25+Foxp3+-клеток определяли среди CD4+-лимфоцитов, 

количество CD4+CD25+Foxp3+-клеток вычисляли из клеточности и выражали как 10^6 

клеток. Процент CD4+CD25+ и CD4+Foxp3+ определяли среди лимфоцитов. Схема 

анализа представлена в приложении №6. 

2.25.3. Анализ лимфоцитов по маркерам CD19, CD3, CD4, CD8 

Суспензию клеток разбавляли до концентрации 1500-2000 клеток/мкл, 250 мкл 

суспензии инкубировали с антителами PE-anti-CD3ε, FITC-anti-CD4, PE/Cy7-anti-CD8a 

и PE-anti-CD3ε, FITC-anti-CD19 (BioLegend, США) при +4℃ 120 минут в темноте. 

Анализ клеток при помощи проточного цитофлуориметра Guava easyCyte 8HT Flow 
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Cytometer (Merk, Германия), в каждом образце анализировали 35000 лимфоцитов. В 

популяции лимфоцитов выделяли одиночные клетки (синглеты). Процент CD3+- 

CD19+-лимфоцитов определяли среди одиночных лимфоцитов. Процент CD3+CD4+- и 

CD3+CD8+-клеток определяли среди CD3+-лимфоцитов. Количество клеток во всех 

исследуемых субпопуляциях определяли исходя из количества лимфоцитов в 

лимфоузлах, подсчитанного в камере Горяева. Схема анализа представлена в 

приложении №6. 

2.26. Анализ количества IL-1β в ткани толстой кишки методом ИФА 

Образец ткани толстой кишки гомогенизировали в жидком азоте, разбавляли 800 

мкл натрий-фосфатного буфера, инкубировали 10 минут на льду, а затем 

центрифугировали 10 минут при 3000 об/мин, +4℃. Для определения количества 

каждого цитокина использовали 100 мкл образца. Анализ проводили при помощи 

коммерческого набора Mouse IL-1β ELISA MAX Standard Set (BioLegend, США) 

согласно инструкциям производителя. Количество цитокинов нормировали на 

количество белка, определенного по методу Брэдфорда (Bradford, 1976) и выражали как 

пг цитокина на мг белка. 

2.27. Определение количества фукозы в толстой кишке 

Образец ткани толстой кишки гомогенизировали в жидком азоте, для анализа брали 

5 мг образца и добавляли 1 мл 96% этанола, затем перемешивали 5 минут и 

центрифугировали 10 минут при 3000 об/мин, +4℃. Далее переносили по 30 мкл 

супернатанта в две чистые пробирки, и оставляли на льду для определения количества 

свободной фукозы (в одной пробирке определяли фукозу, а во второй фон образца). К 

оставшемуся образцу ткани добавляли еще 1 мл и после повторения описанной выше 

процедуры удаляли супернатант, чтобы избавиться от следовых остатков свободной 

фукозы. Затем помещали пробирку с тканью на лед и растворяли осадок в 200 мкл 0,1N 

NaOH, после растворения переносили по 20 мкл образца в две чистые пробирки для 

определения связанной с белками фукозы (в одной пробирке определяли фукозу, а во 

второй фон образца). Во все пробирки с образцами добавляли по 150 мкл реактива 

серной кислоты (H2SO4:H2O=6:1), охлажденного до 0℃. Далее содержимое пробирок 

перемешивали и инкубировали в термостате при температуре 100℃, а затем охлаждали 

под проточной водой. Ко всем пробам, кроме тех, в которые служили для определения 
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фона, добавляли по 10 мкл 3% гидрохлорид L-цистина (CysHCl) и инкубировали 90 

минут при комнатной температуре. Далее определяли оптическую плотность на 

405/450 нм. Для построения калибровочных кривых использовали растворы L-фукозы, 

анализ калибровочных образцов проводили параллельно с экспериментальными 

образцами аналогичным образом (с шага добавления реактива серной кислоты). 

Количество фукозы в образцах нормировали на количество белка, определенное 

методом Брэдфорда (Bradford, 1976) и выражали как мкг фукозы на мкг белка. 

2.28. Определение проницаемости кишечника 

Проницаемость кишечника определяли по концентрации 4kDa FITC-декстрана, 

детектируемой в крови через 4 часа после внутрижелудочного введения 100 мкл 

водного раствора FITC-декстрана (концентрация 20мг/мл). Через 4 часа после введения 

раствора у животных брали кровь из ретроорбитального синуса (с гепарином), 200 мкл 

крови смешивали с 200 мкл натрий-фосфатного буфера с 5 мкл гепарина, образцы 

держали на льду. Образцы центрифугировали 15 минут (3000 об/мин, +4℃) и 

определяли уровень флуоресценции в плазме при помощи флуориметра Qubit 3.0 

(Thermo Fisher Scientific, США). Количество FITC-декстрана в крови выражали как 

мкг/мл. 

2.29. Определение количества лактата, аспартатаминотрансферазы и 

аланинаминотрансферазы в крови. 

Анализ количества лактата и внутриклеточных ферментов в крови проводили с 

использованием коммерческих наборов «Молочная кислота-ОЛЬВЕКС» и «АЛТ-РФ-

ОЛЬВЕКС», «АСТ-РФ-ОЛЬВЕКС» (ОЛЬВЕКС Диагностикум, Россия) согласно 

рекомендациям производителя. Концентрацию лактата в крови выражали как моль/л. 

Количество ферментов в крови оценивали по их активности и выражали как моль/ч*л. 

2.30. Статистическая обработка результатов 

Все данные представлены как среднее±стандартная ошибка среднего, кроме 

количества ДНК бактерий и простейшего, для них показаны значения для каждого 

образца. Статистическая обработка полученных данных проводилась при помощи 

программного обеспечения Statistica 6.0. Динамика изменения массы животных была 

исследована при помощи анализа ANOVA с повторными измерениями (repeated 
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measures ANOVA). Для анализа выборок, не описывающихся нормальным 

распределением, использовали непараметрические методы статистической обработки. 

Факторный анализ проводили методом Краскела-Уоллиса (Kruskal-Wallis test), 

сравнение между группами проводили при помощи критерия Манна-Уитни (Mann-

Whitney U-test) и точного теста Фишера (Fisher exact test). 
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Глава 3. Результаты 

3.1. Влияние дефицита муцина2 на иммунный статус мышей (Эксперимент 

№1) 

3.1.1. В ткани толстой кишки у мышей Muc2-/- выявлены признаки хронического 

воспаления 

Гистологический анализ был проведен на срезах восходящего отдела толстой 

кишки мышей Muc2-/- и C57BL/6. Анализ гистологических срезов не выявил признаков 

острого воспаления в исследуемом отделе толстой кишки, как у мышей Muc2-/- с 

нарушенной барьерной функцией, так и у мышей контрольной линии C57BL/6. 

Основная часть содержимого секреторных гранул бокаловидных клеток представлена 

гликопротеином муцин2 (Kim and Ho, 2010). На препаратах, окрашенных на ШИК-

реакцию (данное окрашивание позволяет выявить полисахариды и гликопротеины), 

видно, что у мутантных мышей действительно практически отсутствует ШИК 

позитивный секрет бокаловидных клеток (на Рисунке 3.1А секрет бокаловидных клеток 

окрашен розовым цветом). Процент таких клеток в крипте мутантных мышей оказался 

значительно меньше, чем у C57BL/6 (Mann-Whitney U-test Z=2,16 p <0,05; Рисунок 

3.1В). При этом, такие признаки воспаления, как отек, эрозия эпителия и крупные 

лейкоцитарные инфильтраты, не были выявлены, однако у мышей Muc2-/- была 

отмечена гиперплазия крипт. Количество ядер в криптах у мутантных мышей было 

больше, чем у мышей C57BL/6 (Mann-Whitney U-test Z=2,16 p <0,05; Рисунок 3.1Б). 

Помимо этого, на препаратах толстой кишки, окрашенных азур-2-эозином, у 

мутантных мышей было обнаружено большее количество лейкоцитов чем у C57BL/6 

(Mann-Whitney U-test Z=2,19 p <0,05; Рисунок 3.1Г), а количество полиморфноядерных 

лейкоцитов (ПМЯЛ) не отличалось. Таким образом, гистологический анализ ткани 

толстой кишки выявил признаки хронического воспаления у мышей Muc2-/-. 
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Рисунок 3.1 – Анализ гистологических срезов толстой кишки мышей. А. Фотографии 

препаратов, окрашенных на ШИК-реакцию, увеличение х400. Б. Количественная оценка 

гиперплазии крипт. В. Процент ШИК+-клеток в крипте. Г. Количество лейкоцитов и 

полиморфноядерных лейкоцитов (ПМЯЛ) на срезах толстой кишки. Количество мышей в 

группе: для Б, В – n(C57BL/6) =4, n(Muc2-/-) =4; для Г – n(C57BL/6) =3, n(Muc2-/-) =6. 

* - p <0,05; Mann-Whitney U-test 

3.1.2. В ткани толстой кишки Muc2-/- мышей увеличена экспрессия факторов 

воспаления 

Для того чтобы оценить характер воспаления в кишечнике у мышей, была 

определена экспрессия генов некоторых иммунных факторов. Экспрессию генов в 

образцах ткани восходящего отдела толстой кишки определяли по уровню мРНК 

целевого гена, нормированному на мРНК гена бета-тубулина (Tbb5). Было показано, 

что у мышей Muc2-/- повышена экспрессия гена одного из компонентов мукусного 
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барьера – trefoil factor 3 (Tff3) (Mann-Whitney U-test Z=2,63 p <0,01 по сравнению с 

C57BL/6; Рисунок 3.2). Белок Tff3 выделяется бокаловидными клетками, играет 

важную роль в защите и восстановлении эпителия кишечника при повреждениях (Kim 

and Ho, 2010). Анализ экспрессии генов некоторых цитокинов показал, что у мутантных 

животных в толстой кишке повышена экспрессия Tnf и Il1b (Mann-Whitney U-test 

Z=2,63 p <0,01 и Z=2,12 p <0,05 соответственно, Рисунок 3.2), а экспрессия Tgfb1 и Il6 

не отличалась от C57BL/6. Также было показано, что экспрессия генов 

транскрипционных факторов Т-клеток Rorc и Foxp3 у Muc2-/- мышей выше, чем у 

C57BL/6 (Mann-Whitney U-test Z=2,34 и Z=2,19 соответственно, p <0,05; Рисунок 3.2), 

а экспрессия Tbx21 не отличалась от C57BL/6. Помимо этого была исследована 

экспрессия генов двух основных ферментов метаболизма макрофагов – NO-синтазы2 и 

агриназы1 (Nos2 и Arg1), а также фермента простагландин-эндопероксид синтазы2 

(Ptgs2 – также известен, как циклооксигеназа2), вовлеченного в воспалительные 

реакции. У мутантных мышей было обнаружено повышение экспрессии Arg1 и Ptgs2 

(Mann-Whitney U-test Z=2,63 p <0,01 и Z=2,34 p <0,05 соответственно, Рисунок 3.2), а 

экспрессия Nos2 не отличалась от C57BL/6. Экспрессия Arg1 характерна для 

макрофагов М2 типа, которые играют важную роль в процессах восстановления ткани 

при повреждениях (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). 

Таким образом, в кишечнике у мутантных мышей была повышена экспрессия про- 

и противовоспалительных факторов, что согласуется с результатами гистологического 

анализа. Повышение у мутантных мышей экспрессии генов Arg1 и Tff3, вероятно, 

происходит в связи с необходимостью постоянного восстановления поврежденной 

ткани в кишечнике с нарушенной барьерной функцией. 



57 
 

 
 

 

Рисунок 3.2 – Экспрессия генов в ткани толстой кишки Muc2-/- мышей, кратное изменение 

относительно C57BL/6 (относительное количество мРНК целевого гена, нормировано на 

мРНК Tbb5, уровень мРНК у C57BL/6 принят за единицу). Количество мышей в группе: 

n(C57BL/6) =4, n(Muc2-/-) =8. *, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test 

3.1.3. В крови у мышей Muc2-/- мышей повышен уровень IgG против собственной 

микрофлоры 

В условиях нарушенной барьерной функции в кишечнике микроорганизмы могут 

вступать в более тесное взаимодействие с клетками хозяина, что может приводить к 

активации различных компонентов иммунной системы. Иммуноглобулины играют 

важную роль в иммунном ответе и выведении микроорганизмов из организма хозяина 

(Chen et al., 2020). Анализ иммуноглобулинов показал, что у Muc2-/- мышей было 

больше IgG в толстой кишке по сравнению с C57BL/6 (Mann-Whitney U-test Z=2,63 p 

<0,01; Рисунок 3.3А), при этом количество IgA не отличалось. Помимо этого, в крови 

у Muc2-/- мышей было обнаружено больше IgG против собственной кишечной 

микрофлоры, чем у C57BL/6 (Mann-Whitney U-test Z=2,29 p <0,05; Рисунок 3.3Б). 

Таким образом, иммунная система мутантных мышей реагирует на тесный контакт с 

кишечной микрофлорой увеличением IgG в кишечнике и в крови. 
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Рисунок 3.3 – Количество иммуноглобулинов в толстой кишке и крови мышей. А. 

Количество IgA и IgG в толстой кишке мышей. Б. Количество IgG против собственной 

кишечной микрофлоры в крови мышей. Количество мышей в группе: для IgA – n(C57BL/6) 

=6, n(Muc2-/-) =8; для IgG – n(C57BL/6) =4, n(Muc2-/-) =8. 

*, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test 

3.1.4. В толстой кишке у Muc2-/- мышей снижено количество связанной с белком 

фукозы 

Фукоза – один из моносахаридов, входящих в состав гликопротеина муцина2 

(Bergstrom and Xia, 2013), отсутствие наработки этого гликопротеина, вероятно, 

приводит к дефициту данного моносахарида в кишечнике. И действительно, анализ 

количества фукозы в толстой кишке показал, что у Muc2-/- мышей было меньше 

связанной с белком фукозы, чем у C57BL/6 (Mann-Whitney U-test Z=2,16 p <0,05; 

Рисунок 3.4), при этом количество свободной фукозы не различалось между двумя 

линиями мышей. 
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Рисунок 3.4 – Количество фукозы в толстой кишке у мышей. Количество мышей в группе: 

n(C57BL/6) =4, n(Muc2-/-) =4; * - p <0,05; Mann-Whitney U-test 

3.2. Влияние антибиотиков и L-фукозы на микрофлору мышей Muc2-/- и C57BL/6 

(Эксперимент №2) 

Сравнение Muc2-/- мышей и C57BL/6 выявило ряд особенностей иммунного статуса 

в условиях нарушенной барьерной функции в кишечнике. Для того чтобы оценить 

реакцию мышей на обеднение микрофлоры, их в течение двух недель поили 

антибиотиками широкого спектра действия (смесь кларитромицина, амоксициллина и 

метронидазола). Помимо этого, мы попытались скорректировать обеднение 

микрофлоры, вызванное антибиотиками, добавлением дефицитного у мутантных 

мышей моносахарида L-фукозы. Известно, что фукоза и содержащие ее вещества могут 

оказывать влияние на микрофлору, с том числе и при дисбиозах (Borisova et al., 2020; 

Ke et al., 2020; Liu et al., 2018; Shang et al., 2016). 

3.2.1. Прием антибиотиков вызывал истощение и гибель Muc2-/- мышей 

Прием антибиотиков приводил к гибели Muc2-/- мышей, но не C57BL/6 (Fisher exact 

test p <0,05; Рисунок 3.5А), среди Muc2-/- мышей выживали лишь 64,3% (9 из 14), а 

C57BL/6 демонстрировали 100% выживаемость после приема антибиотиков в течение 

двух недель (12 из 12). В то же время, добавление L-фукозы в питьевую воду 

способствовало выживанию 100% мутантных мышей (10 из 10), данный результат 
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оказался близок к статистически значимому при сравнении с мышами, получавшими 

антибиотики (Fisher exact test р=0,053; Рисунок 3.5А). Прием антибиотиков оказывал 

эффект на массу тела мышей (Repeated measures ANOVA: эффект межгруппового, 

внутригруппового и взаимодействия факторов p <0,001; Рисунок 3.5В). Прием 

антибиотиков приводил к большему снижению массы тела Muc2-/- мышей по 

сравнению с C57BL/6 (Рисунок 3.5В). При этом, начиная с 12го дня эксперимента, 

масса тела мутантных мышей, получавших антибиотики «Muc2-/-+АБ» была ниже, чем 

у мышей, получавших антибиотики с L-фукозой «Muc2-/-+АБ/Ф» (Рисунок 3.5В). 

На 15й день эксперимента на показатель изменения массы тела относительно 1го 

дня был обнаружен эффект экспериментальной группы (Kruskal-Wallis test 

H(2,19)=14,66 p <0,001). Этот показатель в среднем принимал отрицательные значения 

в группах мутантных мышей и отличался от группы «C57BL/6+АБ» (Mann-Whitney U-

test Z=3,03 p <0,01 и Z=2,56 p <0,05; Рисунок 3.5Б). Потеря массы тела в группе «Muc2-

/-+АБ» составляла в среднем 16% от первоначальной массы, в то время как в группе 

«Muc2-/-+АБ/Ф» этот показатель был лишь 3% (Mann-Whitney U-test Z=2,46 p <0,05 

между группами; Рисунок 3.5Б). Таким образом, антибиотики вызывали истощение и 

гибель мутантных мышей, а добавление L-фукозы отменяло этот эффект. 
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Рисунок 3.5 – Выживание и изменение массы тела мышей. А. Процент выживших мышей. 

Для межгруппового сравнения использован Fisher exact test Б. Изменение массы тела мышей 

на 15 день эксперимента относительно 1 дня. *, ** - p<0,05; p<0,01; Mann-Whitney U-test. 

Количество мышей в группе: n(C57BL/6+АБ) =8; n(Muc2-/-+АБ) =6; n(Muc2-/-+АБ/Ф) =5 

В. Динамика изменения массы тела мышей относительно первоначальной массы. 

*, *** - p <0,05; p <0,001; различия между «C57BL/6+АБ» и «Muc2-/-+АБ»; 

#, ##, ### - p <0,05; p <0,01; p <0,001; различия между «C57BL/6+АБ» и «Muc2-/-+АБ/Ф»;  

$$, $$$ - p <0,01; p <0,001; различия между «Muc2-/-+АБ» и «Muc2-/-+АБ/Ф»;  

Fisher LSD test 

3.2.2. Прием антибиотиков приводил к обеднению бактериальной микрофлоры 

кишечника мышей 
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Изменение кишечной микрофлоры оценивали по количеству бактерий в фекалиях, 

которое определяли по количеству бактериальной 16S rRNA ДНК относительно 28S 

rRNA ДНК мыши. Был выявлен эффект экспериментальной группы на общее 

количество бактерий как у Muc2-/- мышей, так и у C57BL/6 (Kruskal-Wallis test 

H(2,18)=10,74 и H(2,15)=10,72 соответственно, p <0,01). Антибиотики вызывали 

снижение количества бактерий у мышей обоих генотипов (Mann-Whitney U-test Z=2,92 

и Z=2,55 соответственно, p <0,01; Рисунки 3.6А и 3.7А). Бактерии широко 

распространенной группы симбионтов Bacteroides spp. не детектировались после 

приема антибиотиков у мышей обеих линий (Fisher exact test p <0,01; Рисунки 3.6Б и 

3.7Б). Также был выявлен эффект группы на симбиотические бактерии Lactobacillus 

spp. у Muc2-/- мышей (Kruskal-Wallis test H(2,18)=12,49; p <0,01). Антибиотики 

значительно снижали количество этих бактерий у мутантных мышей (Mann-Whitney U-

test Z=2,92 p <0,01; Рисунок 3.6В), а у С57BL/6 после антибиотиков эти бактерии вовсе 

не детектировались (Fisher exact test p <0,01; Рисунок 3.7В). Также отмечалось 

уменьшение количества особей Muc2-/-, у которых после антибиотиков детектировалась 

инфекция Helicobacter spp. (Fisher exact test p <0,05; Рисунок 3.6Г). У мышей C57BL/6 

данная инфекция не детектировалась и до начала приема антибиотиков. 

Добавление к антибиотикам L-фукозы приводило к восстановлению общего 

количества бактерий и Lactobacillus spp. у Muc2-/- мышей (Mann-Whiney U-test Z=2,46 

p <0,05 и Z=2,64 p <0,01 соответственно, по сравнению с группой «+АБ», Рисунки 3.6А 

и 3.6В) и Bacteroides spp. (Fisher exact test p <0,01 по сравнению с группой «+АБ», 

Рисунок 3.6Б). Также наблюдалась тенденция на восстановление инфекционного 

агента Helicobacter spp. у Muc2-/- мышей (Fisher exact test p =0,06 по сравнению с 

группой «+АБ», Рисунок 3.6Г). На микрофлору мышей C57BL/6 добавление L-фукозы 

оказывало несколько иной эффект. У этих животных при добавлении моносахарида 

восстанавливалось лишь общее количество бактерий (Mann-Whitney U-test Z=2,55 p 

<0,01 по сравнению с группой «+АБ», Рисунок 3.7А) и Lactobacillus spp. (Fisher exact 

test p <0,01; Рисунок 3.7В), но не бактерии Bacteroides spp. Таким образом, добавление 

L-фукозы частично корректировало нарушения микрофлоры, вызванные 

антибиотиками. 
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Рисунок 3.6 – Количество бактериальной ДНК в фекалиях Muc2-/- мышей (относительно 28S 

rRNA ДНК мыши). ND – количество ДНК ниже уровня детекции. А. Количество общей 

бактериальной ДНК 16S rRNA. Б. Количество ДНК 16S rRNA Bacteroides spp. В. Количество 

ДНК 16S rRNA Lactobacillus spp. Г. Количество ДНК 16S rRNA Helicobacter spp. 

Количество мышей в группе: n(Muc2-/-) =7; n(Muc2-/-+АБ) =6; n(Muc2-/-+АБ/Ф) =5. 

*, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test 

#, ## - p <0,05; p <0,01; & - p =0,06; Fisher exact test 



64 
 

 
 

 

Рисунок 3.7 – Количество бактериальной ДНК в фекалиях мышей C57BL/6 (относительно 

28S rRNA ДНК мыши). ND – количество ДНК ниже уровня детекции. А. Количество общей 

бактериальной ДНК 16rRNA. Б. Количество ДНК 16S rRNA Bacteroides spp. В. Количество 

ДНК 16S rRNA Lactobacillus spp. Количество мышей в группе: n(C57BL/6) =4; 

n(C57BL/6+АБ) =6; n(C57BL/6+АБ/Ф) =4. ** - p <0,01; Mann-Whitney U-test; 

## - p <0,01 Fisher exact test 

3.2.3. В кишечнике Muc2-/- мышей был обнаружен микроорганизм Tritrichomonas sp. 

В другом эксперименте по получению культуры бактерии Helicobacter spp., 

проводившимся совместно с коллегами из СФНЦА РАН, было обнаружено, что у 

мышей Muc2-/- c инфекцией детектируется простейший микроорганизм, который по 

морфологическим признакам похож на представителя Tritrichomonas spp. 

(микрофотография представлена в Приложении №2) В связи с этим, образцы ДНК из 

фекалий Muc2-/- мышей были исследованы на наличие ДНК этой группы простейших. 

При помощи праймеров к ДНК 18S rRNA Tritrichomonas spp. (Dimasuay and Rivera, 

2013) был получен и отсеквенирован фрагмент ДНК обнаруженного микроорганизма. 
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Полученная последовательность (Tsp1019 MT804340) была проанализирована при 

помощи программы BLASTN, а затем был проведен филогенетический анализ. 

Филогенетический анализ подтвердил близкое родство обнаруженного 

микроорганизма, к видам Tritrichomonas, при этом самым филогенетически близким 

оказались Tritrichomonas sp. strain L55, Tritrichomonas muris и Tritrichomonas musculis 

(Tritrichomonas sp. MEG-2016a) (Рисунок 3.8). Таким образом, в кишечнике мышей 

Muc2-/- была не только инфекция Helicobacter spp., но и микроорганизм Tritrichomonas 

sp. (который обнаруживался и у мышей, принимавших антибиотики). Присутствие 

инфекций в условиях нарушенного барьера и нарушения микрофлоры в кишечнике 

могло быть причиной сильного истощения и гибели мутантных мышей от 

антибиотиков. 

  



 
 

 
 

 

Рисунок 3.8 – Филогенетический анализ отсеквенированной последовательности ДНК 18S rRNA Tritrichomonas sp. clone Tsp1019 

MT804340, обнаруженной в фекалиях Muc2-/- мышей 



 
 

 
 

3.3. Влияние антибиотиков на микрофлору Muc2-/- мышей, свободных от 

инфекций (Эксперимент №3) 

3.3.1. Мыши Muc2-/-, свободные от инфекций, не погибали от антибиотиков 

Поскольку у мышей Muc2-/-, демонстрирующих гибель от антибиотиков, 

обнаружились инфекции Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp., мы решили 

оценить вклад присутствия этих микроорганизмов в наблюдаемый эффект. Для 

этого мы использовали мышей Muc2-/- (и Muc2+/+ в качестве контроля), 

очищенных от инфекции Helicobacter spp. при помощи редеривации (у мышей 

также не детектировался микроорганизм Tritrichomonas sp.). При этом случаев 

гибели от антибиотиков у мышей Muc2-/- (а также у Muc2+/+), свободных от 

инфекций, не было зафиксировано в двух независимых экспериментах 

(количество животных в группе было n=5 в каждом эксперименте). 

3.3.2. Антибиотики обедняли бактериальную микрофлору кишечника мышей, 

свободных от инфекций 

Анализ бактерий в фекалиях мышей, свободных от инфекций, показал эффект 

антибиотиков на общее количество бактерий, а также Bacteroides spp. (Kruskal-

Wallis test H(1,24)=17,28 p <0,001) и Lactobacillus spp. (Kruskal-Wallis test 

H(1,24)=10,83 p <0,001). При приеме антибиотиков общее количество 

бактериальной ДНК и Bacteroides spp. в фекалиях мышей Muc2-/- и Muc2+/+ 

снижалось (Mann-Whitney U-test Z=3,06 p <0,01 и Z=2,50 p <0,05 по сравнению с 

контролем, Рисунки 3.9А и 3.9Б). Снижение количества Lactobacillus spp. 

наблюдалось только у мутантных мышей (Mann-Whitney U-test Z=3,06 p <0,01 

Рисунок 3.9В). Таким образом, обеднение бактериальной микрофлоры в 

отсутствии инфекций не вызывало гибели мутантных мышей. 

Интересно, что в отличие от эксперимента №2, в данном эксперименте у 

мышей, свободных от инфекций, после антибиотиков Bacteroides spp. снижались, 

но оставались на детектируемом уровне. Также стоит отметить, что реакция 

микрофлоры мышей Muc2-/- и Muc2+/+ на антибиотики была очень похожей. В 

связи с этим в последующих экспериментах мы использовали мышей Muc2-/- и их 

однопометников Muc2+/+ в качестве контроля. 
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Рисунок 3.9 – Количество бактериальной ДНК в фекалиях мышей свободных от 

инфекции (относительно 28S rRNA ДНК мыши). А. Количество общей бактериальной 

ДНК 16rRNA. Б. Количество ДНК 16S rRNA Bacteroides spp. В. Количество ДНК 16S 

rRNA Lactobacillus spp. Количество мышей в группе: n(Muc2+/+) =5; n(Muc2+/+/АБ) =5; 

n(Muc2-/-) =7; n(Muc2-/-/+АБ) =7. *, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test 

3.4. Влияние врожденной инфекции на иммунный статус мышей Muc2-/- 

и Muc2+/+ (Эксперимент №4) 

В предыдущих экспериментах было обнаружено, что истощение и гибель при 

приеме антибиотиков наблюдалась лишь у Muc2-/- мышей, рожденных с 

инфекциями. Известно, что микрофлора оказывает значительное влияние на 

формирование иммунной системы и установления гомеостаза в кишечнике (Grigg 

and Sonnenberg, 2017). При этом в условиях нарушения барьерной функции вклад 

микрофлоры в физиологию организма-хозяина может быть еще больше. В связи с 

этим, мы сравнили некоторые показатели иммунной системы мышей Muc2-/- и 

Muc2+/+ с инфекциями и без. 

3.4.1. Получение мышей от гетерозиготного скрещивания способствовало 

выравниванию микрофлоры Muc2-/- и Muc2+/+ мышей 

В данном и последующих экспериментах, для того чтобы минимизировать 

материнские эффекты на микрофлору и иммунную систему, были использованы 

мыши, полученные от скрещивания мышей Muc2+/-. Чтобы определить, 

произошло ли выравнивание микрофлоры, был проведен качественный анализ 

бактериального состава микрофлоры мышей, рожденных с инфекциями и без. 

Анализ конформационного полиморфизма одноцепочечной ДНК 16S rRNA 

показал, что микрофлора животных всех групп была очень похожа (практически 

все сигналы ДНК совпадали, Рисунок 3.10). При этом следует отметить, что такой 
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подход выявляет наиболее представленные виды бактерий, но не исключает 

различий в количественной представленности отдельных видов. 

 

Рисунок 3.10 – Качественный анализ бактериального состава микрофлоры (SSCP ДНК 

16S rRNA) в фекалиях у мышей Muc2-/- и Muc2+/+, рожденных с инфекцией и без нее. 

3.4.2. У мышей Muc2-/- мышей, рожденных с инфекциями и без, повышена 

проницаемость кишечника 

Отсутствие гликопротеина муцин2 в кишечнике приводит к повышению 

проницаемости кишечника у мышей Muc2-/- (Borisova, Achasova, et al., 2020). При 

этом известно, что микрофлора, в том числе и протозойные инфекции, также 

могут оказывать влияние на проницаемость кишечника (Jakobsson et al., 2015; 

Scott et al., 2002). Анализ проницаемости кишечника мышей Muc2-/- и Muc2+/+ 

выявил эффект группы (Kruskal-Wallis test H(1,16)=8,47 p <0,01). Через 4 часа 

после внутрижелудочного введения концентрация FITC-декстрана в крови у 

Muc2-/- мышей, независимо от присутствия инфекции, была выше, чем у мышей 

дикого типа (Mann-Whitney U-test Z=2,32 и Z=2,55 p <0,05; Рисунок 3.11). Однако, 

различий по проницаемости кишечника у мутантных мышей с разным 

микробиологическим статусом выявлено не было. Таким образом, отсутствие 
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наработки муцина2 приводило к увеличению проницаемости кишечника, а 

присутствие инфекций не влияло на этот показатель. 

 

Рисунок 3.11 – Проницаемость кишечника Muc2+/+ и Muc2-/- мышей, определенная по 

количеству FITC-декстрана, попавшего в кровь через кишечник. Количество мышей в 

группе: n(Muc2+/+) =4; n(Muc2-/-) =5, n(Muc2-/-+инф) =7. * - p <0,05 по сравнению с 

Muc2+/+; Mann-Whitney U-test 

3.4.3. Мыши с нормальной барьерной функцией (Muc2+/+) оказались устойчивы 

к колонизации Tritrichomonas sp. 

Количественный анализ Tritrichomonas sp. в фекалиях выявил, что у мышей 

Muc2+/+ с нормальной барьерной функцией колонизация микроорганизмами была 

значительно снижена по сравнению с мутантными однопометниками (Fisher Exact 

Test p<0,05; Рисунок 3.12). Таким образом, наличие муцина2 способствовало 

защите от колонизации простейших. 
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Рисунок 3.12 – Количество ДНК Tritrichomonas sp. (относительно ДНК 28S rRNA 

мыши) в фекалиях однопометников Muc2+/+ и Muc2-/-. ND – количество ДНК ниже 

уровня детекции. # - p <0,05; Fisher Exact Test 

3.4.4. Инфекции влияли на регуляторные Т-клетки в мезентериальных 

лимфатических узлах (ЛУ) у Muc2-/- мышей 

Чтобы оценить, какой эффект на иммунную систему оказывает присутствие 

инфекций в кишечнике с нарушенной барьерной функцией, мы исследовали 

субпопуляции лимфоцитов в мезентериальных ЛУ мышей. Был обнаружен 

эффект группы на клеточность мезентериальных ЛУ (Kruskal-Wallis test 

H(3,25)=16,08 p <0,01). Клеточность ЛУ мутантных мышей без инфекции была 

выше, чем у мышей Muc2-/- с инфекциями, а также чем у мышей дикого типа 

соответствующего микробиологического статуса (Mann-Whitney U-test Z=3,03 и 

Z=2,85 p <0,01; Рисунок 3.13А). Аналогичный эффект наблюдался для количества 

лимфоцитов субпопуляций CD19+, CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ (данные 

представлены в Приложении №7). 

Исследование субпопуляций регуляторных Т-клеток выявило эффект группы 

на процент CD25+Foxp3+-клеток среди CD4+ (Kruskal-Wallis test H(3,24)=9,15 p 

<0,05). Процент таких клеток у Muc2-/- мышей с инфекциями был выше, чем у 

мутантных мышей без инфекций (Mann-Whitney U-test Z=2,78 p <0,01; Рисунок 

3.13Б). При этом увеличение количества таких клеток, вероятно, происходило за 

счет увеличения экспрессии белка Foxp3 в CD4+-клетках (эффект группы Kruskal-

Wallis test H(3,24)=9,47 p <0,05). Процент CD4+Foxp3+-клеток среди лимфоцитов 

был выше у мутантных мышей с инфекциями, по сравнению с мышами без 

инфекций (Mann-Whitney U-test Z=2,92 p <0,01 Рисунок 3.13Б). В то же время на 

процент CD4+CD25+-клеток такого эффекта не было обнаружено. 

Таким образом, присутствие инфекций у мутантных мышей было 

ассоциировано с увеличением в мезентериальных ЛУ процента регуляторных Т-

клеток, обеспечивающих противовоспалительные реакции в кишечнике. 
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Рисунок 3.13 – Лимфоциты в мезентериальных ЛУ мышей. А. Клеточность 

лимфоузлов. Б. Процентный состав субпопуляций регуляторных Т-клеток. Количество 

мышей в группе: n(Muc2-/-) =6, n(Muc2-/-инф) =7, n(Muc2+/+) =5, n(Muc2+/+инф) =6 

* - p <0,05; ** - p <0,01; Mann-Whitney U-test 

3.4.5. Присутствие инфекций было ассоциировано с увеличением CD4+ T-клеток 

в крови Muc2-/- мышей 

Для того чтобы оценить эффект нарушения барьерной функции и присутствия 

инфекции на системном уровне, были исследованы клетки крови. Был обнаружен 

эффект группы на количество CD3+CD4+-лимфоцитов (Kruskal-Wallis test 

H(3,24)=7,86 p <0,05). У Muc2-/- мышей с инфекцией этих клеток в крови было 

больше, чем у мутантных мышей без инфекций (Mann-Whitney U-test Z=2,27 p 

<0,05). 

Таблица 3.1 – Количество лейкоцитов и лимфоцитов в крови мышей. 

Группа 
Лейк., 

10^6/мл 

Лимф., 

10^6/мл 

CD19+ 

10^6 

CD3+ 

10^6 

CD3+CD4+ 

10^6 

CD3+CD8+ 

10^6 

Muc2-/- 9,45±0,32 7,24±0,23 3,96±0,22 1,60±0,08 1,01±0,07 0,50±0,03 

Muc2+/+ 7,57±1,14 5,85±0,88 3,19±0,48 1,30±0,26 0,82±0,18 0,41±0,07 

Muc2-/- 

(инф.) 
10,32±0,32 7,63±0,26 4,19±0,13 1,82±0,08 1,20±0,06* 0,51±0,04 

Muc2+/+ 

(инф.) 
7,57±1,10 5,85±0,85 3,19±0,49 1,30±0,12 0,82±0,09 0,42±0,04 

Количество мышей в группе: n(Muc2-/-) =5, n(Muc2-/-инф) =7, n(Muc2+/+) =6, 

n(Muc2+/+инф) =6. * - p <0,05 различия между Muc2-/- с инфекцией и без нее, Mann-

Whitney U-test 
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3.4.6. Отсутствие муцина2 и присутствие инфекций влияли на количество 

иммуноглобулинов в крови мышей 

Анализ иммуноглобулинов в крови выявил эффект генотипа на количество 

IgG (Kruskal-Wallis test H(1,24)=10,83 p <0,001). Концентрация IgG в крови была 

выше у Muc2-/- мышей по сравнению с Muc2+/+ соответствующего 

микробиологического статуса (Mann-Whitney U-test Z=2,16 p <0,05; Рисунок 3.14). 

Также был выявлен эффект группы на количество IgA (Kruskal-Wallis test 

H(3,24)=14,78 p <0,01). Концентрация IgA в крови у Muc2-/- мышей, свободных от 

инфекции, и Muc2+/+ с инфекцией была выше, чем у мышей дикого типа (Mann-

Whitney U-test Z=2,64 и Z=2,80 p <0,01; Рисунок 3.14). Таким образом, 

полученный эффект генотипа на количество IgG в крови согласуется с данными, 

полученными при сравнении мышей Muc2-/- и C57BL/6 в эксперименте №1. А 

концентрация IgA в крови повышается как при наличии инфекции, так и при 

нарушении барьера в кишечнике при отсутствии инфекции. 

 

Рисунок 3.14 – Количество IgA и IgG в крови мышей. Количество мышей n=6 в каждой 

группе. *, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whiney U-test. 

3.5. Элиминация Tritrichomonas sp. способствовала выживанию Muc2-/- мышей 

при обеднении бактериальной микрофлоры (Эксперимент №5) 

Для элиминации инфекций Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp., мышам 

Muc2-/- в течение двух недель предоставляли высокую дозу антибиотиков путем 

внутрижелудочного введения раз в сутки (Рисунок 3.15А). В данном эксперименте 

мы, аналогично предыдущим экспериментам, использовали смесь антибиотиков 

(кларитромицин, амоксициллин, метронидазол), поскольку метронидазол 
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используют для лечения протозойных инфекций, а том числе и Tritrichomonas spp. 

(Da Costa et al., 2019; Love et al., 2017). 

Был обнаружен статистически значимый эффект на массу тела животных 

(Repeated measures ANOVA: эффекты межгруппового, внутригруппового и 

взаимодействие факторов p <0,001; Рисунок 3.15Б). При этом антибиотики 

вызывали снижение массы тела мышей со 2го по 5й день эксперимента, а на 7й 

день масса мышей восстановилась и не отличалась от контрольной группы. Таким 

образом, после двухнедельного приема высокой дозы антибиотиков мыши не 

демонстрировали болезненного поведения и истощения. Такой эффект сочетался 

со снижением количества ДНК Tritrichomonas sp. в фекалиях (Fisher exact test p 

<0,05; Рисунок 3.15В), при этом количество ДНК Helicobacter spp. тоже 

снижалось, но эти изменения не были статистически значимыми (Рисунок 3.15Г). 

Таким образом, при угнетении инфекции Tritrichomonas sp. терапия 

антибиотиками не вызывала гибели мутантных мышей. Далее мы решили 

проверить, будет ли восстановление бактериальной микрофлоры L-фукозой при 

антибактериальной терапии способствовать выживанию мутантных мышей при 

недостаточном угнетении Tritrichomonas sp. 
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Рисунок 3.15 – Масса тела и микрофлора мышей Muc2-/-, рожденных с инфекциями, 

после воздействия высокой дозой антибиотиков. А. Схема эксперимента. АБ-

антибиотики. Б. Изменение массы тела мышей. Количество мышей в группе: n(Muc2-/-

инф/конт) =7; n(Muc2-/-инф/АБ-ВЖ) =6 *, *** - p <0,05; p <0,001; Fisher LSD test 

В. Количество ДНК Tritrichomonas sp. в фекалиях мышей (относительно 28S rRNA ДНК 

мыши). # - p <0,05; Fisher exact test Г. Количество ДНК Helicobacter spp. в фекалиях 

мышей (относительно 28S rRNA ДНК мыши). ND – количество ДНК ниже уровня 

детекции. 

3.6. Влияние антибиотиков и L-фукозы на микрофлору Muc2-/- и Muc2+/+ 

мышей с инфекциями и без (Эксперимент№6) 

Оказалось, что угнетение инфекций при помощи введения высокой дозы 

антибиотиков внутрижелудочно не вызывает истощения и гибели Muc2-/- мышей. 

Далее мы решили проверить эффект недостаточного угнетения инфекций, а также 

проверить эффект L-фукозы на восстановление мышей при обеднении 

бактериальной микрофлоры. Для этого мышам вводили высокую дозу 

антибиотиков внутрижелудочно в течение 7 дней, а затем антибиотики добавляли 

в питьевую воду в течение следующих 7 дней. Таким образом, в течение второй 

недели эксперимента мыши получали низкую дозу антибиотиков. L-фукозу 

добавляли питьевую воду на протяжении всего эксперимента (схема эксперимента 

представлена на Рисунке 3.16А). 

3.6.1. L-фукоза способствовала восстановлению массы тела Muc2-/- мышей с 

инфекциями при приеме антибиотиков 

Было показано, что предоставление антибиотиков и L-фукозы влияло на массу 

тела мутантных мышей, рожденных с инфекциями (Repeated measures ANOVA: 

эффекты межгруппового, внутригруппового и взаимодействие факторов p <0,001; 

Рисунок 3.16Б). При этом масса мышей во время внутрижелудочного введения 

антибиотиков сначала снижалась, а после семи дней приема антибиотиков мыши 

восстанавливались (аналогично предыдущему эксперименту). На 8-й день 

эксперимента антибиотики были добавлены в питьевую воду. После смены метода 

предоставления антибиотиков мутантные мыши демонстрировали резкое 

снижение массы тела (Рисунок 3.16Б). При этом 50% мышей Muc2-/- с 
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инфекциями, получавших антибиотики, на 13-й день эксперимента теряли до 35% 

массы тела относительно первоначальной массы (7 из 14 мышей) (Рисунок 3.16В). 

Интересно, что мутантные мыши с инфекциями, получавшие антибиотики в 

сочетании с L-фукозой (12 из 12 мышей), а также мыши дикого типа (10 из 10 

мышей), не демонстрировали такого сильного ухудшения состояния и 

восстанавливались к концу эксперимента (Fisher exact test p <0,01 и p <0,05 

соответственно, по сравнению с группой «Muc2-/-инф+АБ», Рисунок 3.16В). 
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Рисунок 3.16 – Масса тела Muc2-/- мышей после приема  

антибиотиков и L-фукозы. А. Схема эксперимента. АБ – антибиотики. 

Б. Процент от первоначальной массы тела Muc2-/- мышей с инфекциями.  

*, **, *** - p <0,05; p <0,01; p <0,001 различия между группами «Muc2-/-инф+АБ» и  

«Muc2-/-инф/конт» ##, ### - p <0,01; p <0,001 различия между группами «Muc2-/-

инф+АБ/Ф» и  «Muc2-/-инф/конт» Количество мышей в группе: n(Muc2-/-инф) =7; 

n(Muc2-/-инф+АБ) =8;  n(Muc2-/-инф+АБ/Ф) =7; В. Процент восстановившихся мышей 

с инфекциями. Межгрупповые сравнения проведены при помощи Fisher exact test Г. 

Процент от первоначальной массы тела Muc2-/- мышей без инфекций.  *, ** - p <0,05; p 

<0,01 различия между группами «Muc2-/-+АБ» и «Muc2-/-конт» #, ## - p <0,05; p <0,01 

различия между группами «Muc2-/-+АБ/Ф» и «Muc2-/-конт» Количество мышей в 

группе: n(Muc2-/-) =6; n(Muc2-/-+АБ) =7; n(Muc2-/-+АБ/Ф) =7. Д. Процент 

восстановившихся мышей без инфекций. 

На массу мышей Muc2-/-, свободных от инфекций, были обнаружены 

статистически значимые эффекты внутригруппового фактора, а также 

взаимодействие межгруппового и внутригруппового факторов (Repeated measures 

ANOVA p <0,001; Рисунок 3.16Г). Мыши без инфекций также демонстрировали 

снижение массы тела во время приема антибиотиков, но полностью 

восстанавливались к концу эксперимента (13 из 13 мышей, Рисунок 3.16Д). Таким 

образом, обеднение бактериальной микрофлоры на фоне инфекций приводило к 

истощению мутантных мышей. Добавление к антибиотикам L-фукозы, как и 

отсутствие инфекций, отменяло наблюдаемый эффект. 

3.6.2. Анализ микрофлоры кишечника мышей Muc2-/- при приеме антибиотиков 

и L-фукозы 

3.6.2.1. L-фукоза сдерживала разрастание Tritrichomonas sp. у мышей Muc2-/- 

при приеме антибиотиков 

Для того чтобы оценить эффект способа предоставления антибиотиков, 

количество Tritrichomonas sp. в фекалиях было определено на 8 день (после 

приема ежедневной разовой дозы антибиотиков внутрижелудочно в течение 7 

дней), а также на 15 день (после 7 дней приема антибиотиков с питьевой водой). 

Было показано, что в обеих точках эксперимента на количество ДНК 

Tritrichomonas sp. оказывал эффект фактор экспериментальной группы (Kruskal-
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Wallis test H(2,19)=11,73 p <0,01 и H(2,20)=8,26 p <0,05 соответственно). При этом 

высокая доза антибиотиков снижала количество Tritrichomonas sp. (Mann-Whitney 

U-test Z=2,92 и Z=2,80 p <0,01 по сравнению с контрольной группой, Рисунок 

3.17А). Интересно, что смена способа предоставления антибиотиков 

способствовало разрастанию этого микроорганизма, а добавление L-фукозы 

отменяло данный эффект (Mann-Whitney U-test Z=2,00 и Z=2,51 p <0,05 отличие 

группы «Muc2-/-инф+АБ/Ф» от остальных, Рисунок 3.17А). 

Таким образом, истощение Muc2-/- мышей с инфекциями было ассоциировано 

с разрастанием Tritrichomonas sp., которое сдерживалось добавлением к 

антибиотикам L-фукозы. 

 

Рисунок 3.17 – Количество ДНК Tritrichomonas sp. (относительно ДНК 28S rRNA 

мыши) в фекалиях Muc2-/- мышей после приема антибиотиков и L-фукозы *, ** - p 

<0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test 

3.6.2.2. Прием антибиотиков оказывал разнонаправленное действие на 

бактериальную микрофлору Muc2-/- мышей с инфекциями и без 

Для того чтобы оценить изменения состава бактериальной микрофлоры у 

Muc2-/- мышей с инфекциями и без инфекций был проведен метагеномный анализ 

методом секвенирования ампликонов гена 16S rRNA (n=4 для каждой группы). 

Анализ показателей альфа-разнообразия не выявил различий между 

контрольными группами мышей Muc2-/-. Прием антибиотиков приводил к 

уменьшению показателей альфа-разнообразия в группе мышей Muc2-/- без 

инфекций «Muc2-/-+АБ» по сравнению с остальными проанализированными 
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группами (Рисунок 3.18А). Однако при этом не наблюдалось изменения 

филогенетического разнообразия. То есть, снижение разнообразия бактерий у 

мышей без инфекций происходило за счет изменения представленности 

некоторых бактерий. Иными словами, под воздействием антибиотиков 

происходило перераспределение среди доминирующих в сообществе бактерий. 

В фекалиях мышей с инфекциями, получавших антибиотики и антибиотики с 

L-фукозой, наоборот, не менялось альфа-разнообразие, но наблюдалось 

увеличение филогенетического разнообразия по сравнению с мышами 

контрольной группы, а также по сравнению с группой мышей без инфекций, 

получавшей антибиотики (Рисунок 3.18Б). 

Анализ показателей бета-разнообразия не выявил различий между 

контрольными группами мышей. Антибиотики снижали бета-разнообразие у 

мышей без инфекций по сравнению с контрольной группой. У мышей с 

инфекциями предоставление антибиотиков и антибиотиков с L-фукозой, 

наоборот, приводило к увеличению бета-разнообразия по сравнению с 

контрольной группой. Более того, бета разнообразие отличалось в группах мышей 

с инфекциями, получавших антибиотики и L-фукозу, от получавших антибиотики 

мышей без инфекций (Рисунок 3.19). Полученные результаты говорят о том, что 

предоставление антибиотиков оказывало разнонаправленное действие на 

микрофлору мышей с инфекциями и без: у мышей без инфекций микрофлора 

становилась менее разнообразной, а у мышей с инфекциями, наоборот, более 

разнообразной. 
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Рисунок 3.18 – Альфа-разнообразие и филогенетическое разнообразие бактериальной 

микрофлоры в фекалиях Muc2-/- мышей. А. Результаты анализа альфа-разнообразия – 

Индекс Шеннона (Shannon index). ** - p <0,01; &, && - p <0,05; p <0,01; Wilcoxon test 

Б. Результаты анализа филогенетического разнообразия. ### - p <0,001; &, && - p <0,05; 

p <0,01; Wilcoxon test 
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Рисунок 3.19 – Бета-разнообразие бактериальной микрофлоры в фекалиях Muc2-/- 

мышей (weighted UniFrac). ***, &&&, ### - p <0,001; Wilcoxon test 

Анализ выявленных оперативных таксономических единиц (ОТЕ; OUT- 

Operational taxonomic unit) показал, за счет каких таксономических групп 

происходило изменение разнообразия микрофлоры. Микрофлора мышей из 

контрольных групп была в основном представлена типами Bacteroidetes, 

Firmicutes, Proteobacteria и Verrucomicrobia (Рисунок 3.20). Предоставление 

антибиотиков приводило к статистически значимому преобладанию 

Proteobacteria и снижению остальных типов бактерий у мышей без инфекций 

(результаты статистической обработки представлены в Приложении №8). При 

этом на микрофлору мышей с инфекциями предоставление антибиотиков 

оказывало иной эффект. Перераспределение микрофлоры у них не было столь 

направленным, менялась относительная представленность различных минорных 

таксономических групп. Увеличивалась представленность типов Cyanobacteria, 

Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria, вероятно, за счет сокращения 

представленности типа Bacteroidetes. При этом микрофлора одного из 

проанализированных животных реагировала на воздействие антибиотиков, 

наоборот, увеличением представленности бактерий Bacteroidetes. Добавление к 

антибиотикам L-фукозы несколько меняло реакцию микрофлоры на антибиотики, 

доминантными оставались те же группы, что и у контрольных животных (Рисунок 

3.20). Однако статистически значимых различий между этими группами 
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обнаружено не было. При этом было обнаружено, что после воздействия 

антибиотиков у мышей без инфекций детектировалось больше ОТЕ Proteobacteria 

и меньше ОТЕ Firmicutes и Verrucomicrobia, по сравнению с мышами, 

рожденными с инфекциями и получившими антибиотики, что подтверждает 

различия реакции микрофлоры Muc2-/- мышей (данные представлены в 

Приложении №8). 

Таким образом, воздействие антибиотиков приводило к изменению 

бактериального состава микрофлоры Muc2-/- мышей, рожденных с инфекциями и 

без. Однако, эффект антибиотиков был разнонаправленным. Добавление L-

фукозы не оказывало значимых эффектов на бактериальную микрофлору мышей 

на фоне приема антибиотиков. 

 

Рисунок 3.20 – Относительная представленность ОТЕ (Phylum). 

3.6.3. Прием антибиотиков и L-фукозы влиял на количество внутриклеточных 

ферментов в крови Muc2-/- мышей 
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Для того чтобы оценить цитотоксическое действие антибиотиков и 

нарушения микрофлоры, у мышей было исследовано количество 

внутриклеточных ферментов аланинаминотрансферазы (АЛТ) и 

аспартатаминотрансферазы (АСТ), а также количество лактата в крови. Был 

обнаружен эффект группы на концентрацию АЛТ в крови мутантных мышей, как 

с инфекциями, так и без них (Kruskal-Wallis test H(2,20)=14,41 p <0,001 и 

H(2,19)=11,20 p <0,01 соответственно). Прием антибиотиков и антибиотиков с L-

фукозой способствовал повышению концентрации данного фермента в крови у 

Muc2-/- мышей с инфекциями (Mann-Whitney U-test Z=3,03 p <0,01; по сравнению 

с контрольной группой, Рисунок 3.21А) и без инфекции (Mann-Whitney U-test 

Z=2,84 и Z=2,41 p <0,05; Рисунок 3.21В). Эффект группы на количество АСТ 

наблюдался только у мутантных мышей с инфекцией (Kruskal-Wallis test 

H(2,20)=8,86 p <0,05). Прием антибиотиков также приводил к повышению 

концентрации АСТ в крови мышей (Mann-Whitney U-test Z=2,64 p <0,01; Рисунок 

3.21А). Однако добавление к антибиотикам L-фукозы отменяло повышение АСТ 

(Mann-Whitney U-test Z=2,16 p <0,05; по сравнению с группой «Muc2-/-инф+АБ», 

Рисунок 3.21А). При этом у мышей дикого типа прием антибиотиков не оказывал 

эффект на количество исследованных ферментов (данные представлены в 

Приложении №9). Таким образом, увеличение концентрации внутриклеточных 

ферментов в крови, которое может свидетельствовать об обширной гибели клеток, 

наблюдалось у мутантных мышей на фоне приема антибиотиков, при этом мыши 

с инфекциями были более чувствительны к такому воздействию. На количество 

лактата, который считается одним из маркеров сепсиса (Faix, 2013), в крови прием 

антибиотиков не оказывал эффект ни в одной группе (Рисунок 3.21Б, Г). 
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Рисунок 3.21 – Количество внутриклеточных ферментов и лактата в крови у мышей 

Muc2-/- после воздействия антибиотиков и L-фукозы. А. Количество АЛТ и АСТ у 

мышей с инфекциями. Б Количество лактата у мышей с инфекциями. В. Количество 

АЛТ и АСТ у мышей без инфекций. Г. Количество лактата у мышей без инфекций. 

*, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test Количество мышей в группе для АЛТ и 

АСТ: n(Muc2-/-инф) =8; n(Muc2-/-инф+АБ) =6;  n(Muc2-/-инф+АБ/Ф) =6; n(Muc2-/-) =8; 

n(Muc2-/-+АБ) =6; n(Muc2-/-АБ/Ф) =5;  для лактата: n(Muc2-/-инф) =7; n(Muc2-/-

инф+АБ) =8; n(Muc2-/-инф+АБ/Ф) =5; n(Muc2-/-) =6; n(Muc2-/-+АБ) =7; n(Muc2-/-

АБ/Ф) =7. 

3.6.4. Прием антибиотиков приводил к повышению IL-1β в ткани толстой кишки 

Muc2-/- мышей, а L-фукоза нивелировала этот эффект у мышей с 

инфекциями 

Нарушение микрофлоры может приводить к провоспалительным реакциям, 

поэтому мы оценили эффект антибиотиков и L-фукозы на количество 

провоспалительного цитокина IL-1β в ткани толстой кишки. Воздействия на 

микрофлору действительно оказывали эффект на количество IL-1β (эффект 

группы Kruskal Wallis test H(5,38)=22,44 p <0,001). Прием антибиотиков вызывал 

увеличение количества этого цитокина в ткани толстой кишки мышей Muc2-/- 

независимо от присутствия инфекций (Mann-Whitney U-test Z=3,03 и Z=2,64 p 

<0,01; по сравнению с контрольной группой соответствующего 



85 
 

 

микробиологического статуса, Рисунок 3.22). Добавление к антибиотикам L-

фукозы нивелировало увеличение данного цитокина только у мышей, рожденных 

с инфекциями (Mann-Whitney U-test Z=2,16 p <0,05; по сравнению с «Muc2-/-

инф+АБ», Рисунок 3.22). При этом уровень IL-1β был выше в контрольной группе 

мышей, рожденных с инфекциями, по сравнению со свободными от инфекций 

(Mann-Whitney U-test Z=3,18 p <0,01, Рисунок 3.22). 

 

Рисунок 3.22 – Количество IL-1β в ткани толстой кишки у мышей Muc2-/- после 

воздействия антибиотиков и L-фукозы. *, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test 

Количество мышей в группе: n(Muc2-/-инф) =7; n(Muc2-/-инф+АБ) =6;  n(Muc2-/-

инф+АБ/Ф) =6; n(Muc2-/-) =7; n(Muc2-/-+АБ) =6; n(Muc2-/-АБ/Ф) =5. 

3.6.5. Прием антибиотиков приводил к снижению клеточности и регуляторных 

Т-клеток в мезентериальных ЛУ Muc2-/- мышей 

Повышение количества IL-1β в кишечнике после приема антибиотиков может 

говорить о развитии провоспалительных иммунных реакций. Ранее при 

исследовании особенностей иммунной системы Muc2-/- мышей мы обнаружили 

увеличение процента регуляторных Т-клеток в мезентериальных ЛУ у мышей с 

инфекциями по сравнению с мышами без инфекций. Можно предположить, что 

регуляторные Т-клетки играют важную роль при наличии инфекций у мышей с 

нарушенной барьерной функцией. В данном эксперименте мы исследовали 

лимфоциты мезентериальных ЛУ после обеднения бактериальной микрофлоры. 

Было показано, что воздействия на микрофлору оказывали эффект на процент 

CD25+Foxp3+ клеток среди СD4+ в мезентериальных ЛУ у Muc2-/- мышей с 
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инфекциями и без (эффект группы Kruskal-Wallis test H(2,20)=6,24 и H(2,19)=8,25 

p <0,05 соответственно). Воздействие антибиотиками и L-фукозой приводило к 

статистически значимому снижению процентного состава данной субпопуляции 

у Muc2-/- мышей с инфекциями и без них (Mann-Whitney U-test Z=2,43 p <0,05 и 

Z=2,64 p <0,01 по сравнению с контрольной группой, Рисунки 3.23А и 3.23Б). В 

группе мышей с инфекциями, получавшей только антибиотики, наблюдалась 

аналогичная тенденция (Mann-Whitney U-test Z=1,79 p =0,072; Рисунок 3.23А). 

Такие изменения, по-видимому, происходили за счет снижения экспрессии белка 

Foxp3 (эффект группы Kruskal-Wallis test H(2,20)=7,95 и H(2,19)=8,25 p <0,05). 

Антибиотики в сочетании с L-фукозой снижали процент Foxp3+ клеток среди 

CD4+ у мышей с инфекциями и без них (Mann-Whitney U-test Z=2,76 и Z=2,80 p 

<0,01 по сравнению с контрольной группой, Рисунки 3.23А и 3.23Б). Воздействие 

только антибиотиками также вызывало близкое к статистически значимому 

снижение этого показателя (Mann-Whitney U-test Z=1,90 p =0,056 и Z=1,92 p 

=0,053; Рисунок 3.23 А,Б). Таким образом, обеднение микрофлоры вызывало 

снижение процента Foxp3+ клеток. 

Анализ количества клеток в мезентериальных ЛУ выявил эффект группы на 

клеточность ЛУ, как у мышей с инфекциями, так и без них (Kruskal-Wallis test 

H(2,20)=10,42 и H(2,19)=11,23 p <0,01). Аналогичный эффект был выявлен и на 

количество регуляторных Т-клеток CD4+CD25+Foxp3+ (Kruskal-Wallis test 

H(2,20)=12,70 и H(2,19)=11,73 p <0,01). Антибиотики снижали клеточность и 

количество регуляторных Т-клеток у мышей с инфекциями (Mann-Whitney U-test 

Z=2,85 и Z=3,18 p <0,01 по сравнению с контрольной группой, Рисунок 3.23 Д) и 

без инфекций (Mann-Whitney U-test Z=2,78 и Z=2,92 p <0,01; Рисунок 3.23 Е). При 

этом добавление L-фукозы отменяло снижение клеточности и регуляторных Т-

клеток у Muc2-/- мышей с инфекциями (Mann-Whitney U-test Z=1,97 p <0,05 по 

сравнению с группой «Muc2-/-инф+АБ», Рисунок 3.23 В,Д). Таким образом, 

добавление L-фукозы корригировало эффект антибиотиков на снижение 

количества регуляторных Т-клеток и клеточности ЛУ, но не влияло на 

субпопуляционный состав регуляторных Т-клеток. 
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Рисунок 3.23 – Регуляторные Т-клетки мезентериальных ЛУ мышей Muc2-/- после 

воздействия антибиотиков и L-фукозы. А. Процентный состав субпопуляций 

лимфоцитов у мышей с инфекциями. Б. Процентный состав субпопуляций лимфоцитов 

у мышей свободных от инфекций. B. Количество клеток в ЛУ у мышей с инфекциями. 

Г. Количество клеток в ЛУ у мышей без инфекций. Д. Количество регуляторных Т-

клеток в ЛУ мышей с инфекциями. Е. Количество регуляторных Т-клеток в ЛУ мышей 

без инфекций. *, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test. 

Количество мышей в группе: n(Muc2-/-инф) =7; n(Muc2-/-инф+АБ) =8; n(Muc2-/-

инф+АБ/Ф) =5; n(Muc2-/-) =6; n(Muc2-/-+АБ) =7; n(Muc2-/-+АБ/Ф) =6. 
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3.7. Влияние обеднения микрофлоры на иммунный статус мышей Muc2-/- с 

инфекциями и без 

Антибиотики оказывали негативный эффект на клеточность мезентериальных 

ЛУ, а также вызывали увеличение провоспалительного цитокина IL-1β в 

кишечнике, что может свидетельствовать об активации провоспалительных 

реакций иммунной системы. Известно, что обеднение микрофлоры 

антибиотиками вызывает лейкопению, что может быть обусловлено снижением 

дифференцировки лейкоцитов в красном костном мозге вследствие недостатка 

сигналов от кишечной микрофлоры (Josefsdottir et al., 2017). В условиях 

нарушенной барьерной функции и присутствия инфекции такие нарушения могут 

быть критичными для организма. В связи с этим, мы более подробно исследовали 

влияние антибиотиков иммунную систему мутантных мышей. 

3.7.1. Обеднение микрофлоры приводило к количественному снижению 

субпопуляций и перераспределению CD4/CD8 лимфоцитов в крови 

Анализ клеток крови показал, что прием антибиотиков оказывал эффект на 

общую концентрацию лимфоцитов, а также отдельных субпопуляций CD19+, 

CD3+, CD3+CD4+ (Kruskal-Wallis test H(1,25)=16,20; H(1,25)=13,68; H(1,25)=17,54; 

H(1,25)=14,91 соответственно, p <0,001). Антибиотики снижали общее количество 

лимфоцитов, а также CD3+ и CD3+CD4+ у Muc2-/- мышей с инфекциями (Mann-

Whitney U-test Z=3,06; p <0,01 по сравнению с контролем) и без инфекций (Mann-

Whitney U-test Z=2,28 p <0,05; Z=2,64 p <0,01; Z=2,46 p <0,05 по сравнению с 

контролем, Рисунок 3.24А). Снижение количества CD19+ лимфоцитов было 

статистически значимым только у мышей с инфекциями (Mann-Whitney U-test 

Z=3,06 p <0,01; Рисунок 3.24А). При этом, несмотря на вызванное антибиотиками 

снижение общего количества лимфоцитов почти в 2 раза, количество CD4+CD8+ 

клеток не менялось. Анализ процентного состава субпопуляций лимфоцитов в 

крови выявил влияние антибиотиков на процент CD4+ и CD8+ клеток среди CD3+ 

(Kruskal-Wallis test H(1,25)=6,53 p <0,01 и H(1,25)=11,37 p <0,001 соответственно). 

У Muc2-/- мышей с инфекциями антибиотики вызывали снижение процента CD4+ 

и увеличение CD8+ клеток (Mann-Whitney U-test Z=2,55 p <0,05 и Z=2,81 p <0,01 

по сравнению с контролем; Рисунок 3.24Б). Таким образом, обеднение 
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микрофлоры приводило к снижению количества лимфоцитов в крови, при этом у 

мышей с инфекциями происходило перераспределение в сторону CD3+CD8+ 

клеток. Эффекты антибиотиков на лимфоциты в крови мышей Muc2+/+ имели 

аналогичные тенденции (данные представлены в Приложении №10). 

 

Рисунок 3.24 – Лимфоциты в крови у Muc2-/- мышей после воздействия антибиотиков. 

А. Количество лимфоцитов в крови у мышей. Б. Процентное содержание лимфоцитов в 

крови у мышей. Количество мышей в группе: n(Muc2-/-инф) =7; n(Muc2-/-инф+АБ) =7; 

n(Muc2-/-) =5; n(Muc2-/-+АБ) =6. *, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test 

3.7.2. Обеднение микрофлоры приводило к снижению клеточности тимуса 

Анализ тимуса выявил влияние антибиотиков на общее количество тимоцитов 

(Kruskal-Wallis test H(1,25)=14,91 p <0,001). Прием антибиотиков вызывал 

уменьшение клеточности (условного количества клеток) тимуса у мышей с 

инфекциями и без них (Mann-Whitney U-test Z=2,92 p <0,01 и Z=2,11 p <0,05 по 

сравнению с контролем, Рисунок 3.25А). Аналогичный эффект был обнаружен и 

для отдельных субпопуляций тимоцитов на разных стадиях созревания: CD4+CD8-

, CD8+CD4-, дубль-позитивных CD4+CD8+ и дубль-негативных (DN) CD4-CD8- 

клеток (Kruskal-Wallis test H(1,25)=15,33; H(1,25)=11,37; H(1,25)=15,33; 

H(1,25)=11,74 соответственно, p <0,001). У мышей наблюдалось статистически 

значимое снижение количества CD4+CD8- (Mann-Whitney U-test Z=2,64 и Z=2,59 

p <0,01; Рисунок 3.25А) и СD4+CD8+ (Mann-Whitney U-test Z=2,92 p <0,01 и Z=2,11 

p <0,05; Рисунок 3.25А). Статистически значимым снижение CD4-CD8+ и DN 
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клеток было только у мышей, свободных от инфекций (Mann-Whitney U-test 

Z=2,76 и Z=2,59 p <0,01; Рисунок 3.25А). У мышей с инфекциями снижение DN 

клеток было близко к статистически значимому (Mann-Whitney U-test Z=1,92 p 

=0,053; Рисунок 3.25А). Также были исследованы стадии созревания тимоцитов 

внутри субпопуляции DN: DN1 (CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-

CD25+), DN4 (CD44-CD25-). Прием антибиотиков оказывал статистически 

значимый эффект на количество клеток на стадиях DN1 и DN4 (Kruskal-Wallis test 

H(1,25)=5,72 p <0,05 и H(1,25)=12,50 p <0,001 соответственно). Снижение 

количества DN1 клеток было статистически значимым только у мышей с 

инфекциями (Mann-Whitney U-test Z=2,07 p <0,05; Рисунок 3.25Б). Количество 

клеток субпопуляции DN4 снижалось у мышей без инфекций, а у мышей с 

инфекциями наблюдалась аналогичная тенденция (Mann-Whitney U-test Z=2,76 p 

<0,01 и Z=1,78 p =0,074; Рисунок 3.25Б). 

Таким образом, обеднение микрофлоры оказывало негативный эффект на 

клеточность тимуса мышей, независимо от присутствия инфекций. При этом 

стоит отметить, что присутствие инфекций не влияло на исследуемые показатели 

у интактных мышей. Влияние антибиотиков на тимус мышей дикого типа имело 

аналогичные тенденции (данные представлены в Приложении №11). 

 



91 
 

 

Рисунок 3.25 – Влияние антибиотиков на количество тимоцитов у Muc2-/- мышей. А. 

Условное количество клеток тимуса.  Б. Условное количество тимоцитов на стадиях 

DN1, DN2, DN3 и DN4. Количество мышей в группе: n(Muc2-/-инф) =7; n(Muc2-/-

инф+АБ) =6; n(Muc2-/-) =5; n(Muc2-/-+АБ) =7. 

*, ** - p <0,05; p <0,01; Mann-Whitney U-test 

3.7.3. Обеднение микрофлоры приводило к снижению клеточности селезенки 

и увеличению процентного содержания CD3+ и CD3+CD8+ спленоцитов 

Анализ селезенки выявил эффект приема антибиотиков на клеточность 

(условное количество клеток) (Kruskal-Wallis test H(1,30)=10,51 p <0,01). 

Количество клеток селезенки снижалось у Muc2-/- мышей с инфекциями и без 

(Mann-Whitney U-test Z=2,11 p <0,05 и Z=2,55 p <0,01 соответственно, по 

сравнению с контролем, Рисунок 3.26А). При этом на количество отдельных 

субпопуляций спленоцитов такой эффект не был обнаружен (Рисунок 3.26А). 

Антибиотики также влияли на процентное содержание некоторых субпопуляций 

спленоцитов. Был обнаружен эффект приема антибиотиков на процент CD3+ (Т-

клеток), а также процент CD8+ клеток среди CD3+ (Kruskal-Wallis test 

H(1,24)=11,13 и H(1,24)=14,48 p <0,001). Антибиотики вызывали статистически 

значимое увеличение процента Т-клеток у мышей с инфекциями и близкое к 

достоверному повышению этого показателя у мышей без инфекций (Mann-Whiney 

U-test Z=2,59 p <0,01 и Z=1,94 p =0,051 соответственно, Рисунок 3.26Б). При этом 

среди Т-клеток увеличивался процент CD8+ клеток (Mann-Whitney U-test Z=2,76 и 

Z=2,59 p <0,01; Рисунок 3.26Б). 

Таким образом, обеднение микрофлоры снижало клеточность селезенки 

мышей, независимо от присутствия инфекций. Помимо этого, угнетение бактерий 

способствовало увеличению процента Т-клеток в селезенке, за счет увеличения 

CD3+CD8+ Аналогичный эффект антибиотиков на CD3+CD8+ клетки наблюдался 

и в крови. У интактных мышей присутствие инфекций не влияло на данные 

показатели. На селезенку Muc2+/+ мышей антибиотики не оказывали таких 

сильных эффектов (Приложение №12). 
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Рисунок 3.26 – Влияние антибиотиков на спленоциты у Muc2-/- мышей. А. Условное 

количество спленоцитов. Б. Процентное содержание субпопуляций спленоцитов. 

Количество животных в группе для «спленоциты» на рисунке А: n(Muc2-/-инф) =9; 

n(Muc2-/-инф+АБ) =7; n(Muc2-/-) =7; n(Muc2-/-+АБ) =7. Количество мышей в группе 

для «CD19+ - CD3+CD8+» на рисунке А и рисунка Б: n(Muc2-/-инф) =5; n(Muc2-/-

инф+АБ) =7; n(Muc2-/-) =5; n(Muc2-/-АБ) =7. * - p <0,05; ** - p <0,01; Mann-Whitney U-

test. 
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Глава 4. Обсуждение результатов 

В данной работе при помощи модели ВЗК – мышей с нокаутом гена Muc2 

(Muc2-/-) была исследована роль муцина2 и его структурного компонента L-

фукозы в регуляции барьерной функции кишечника. 

4.1. Влияние дефицита муцина2 на иммунный статус мышей 

На первом этапе исследования был проведен сравнительный анализ мышей c 

нарушенной барьерной функцией в кишечнике (Muc2-/- на генетическом фоне 

C57BL/6) и мышей контрольной линии C57BL/6. В данном эксперименте были 

использованы мыши Muc2-/-, у которых детектировался инфекционный агент 

Helicobacter spp. Известно, что бактерии Helicobacter spp. могут стимулировать и 

осложнять воспаление в кишечнике у мышей, особенно в условиях 

недостаточности функции иммунной системы (Burich et al., 2001; Cahill et al., 1997; 

Foltz et al., 1998; Kullberg et al., 1998; Monceaux et al., 2013). Помимо этого, есть 

данные о том, что бактерии рода Helicobacter могут быть ассоциированы с ВЗК у 

людей (Kaakoush et al., 2010; Man et al., 2008; Thomson et al., 2011; Zhang et al., 

2006). С другой стороны, в некоторых исследованиях у пациентов с ВЗК бактерии 

Helicobacter spp. не были выявлены (Bell et al., 2003; Huijsdens et al., 2004). 

Поскольку ВЗК представляют собой многофакторные заболевания со сложной и 

не до конца известной этиологией, сделать однозначный вывод о вовлеченности в 

патогенез того или иного микроорганизма не представляется возможным. Однако 

данные о том, что бактерии Helicobacter spp. могут стимулировать воспаление в 

кишечнике, позволяют использовать их в качестве инфекционного агента в 

экспериментальных моделях ВЗК. Таким образом, в данной работе была 

использована модель ВЗК, сочетающая в себе генетически обусловленное 

нарушение барьера с присутствием инфекционных агентов в кишечнике. В связи 

с этим было необходимо оценить характеристики иммунной системы мышей 

Muc2-/- на фоне инфекции. 

В кишечнике с нормальной барьерной функцией мукусный слой, состоящий 

главным образом из гликопротеина муцина2, препятствует прямому контакту 

бактерий с эпителием. В кишечнике мышей Muc2-/-, вследствие отсутствия этого 

гликопротеина, бактерии могут вступать в прямой контакт с эпителиальными 
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клетками (Johansson et al., 2008). Также есть данные о том, что у Muc2-/- мышей 

повышена проницаемость кишечника по сравнению с мышами дикого типа 

(Kumar et al., 2017). Аналогичные данные были получены и в нашей лаборатории, 

было показано, что у мышей Muc2-/- повышена проницаемость кишечника по 

сравнению с C57BL/6 (Borisova, Achasova, et al., 2020). Таким образом, у Muc2-/- 

мышей бактерии и их компоненты могут в большей степени взаимодействовать с 

эпителиальными клетками кишечника и иммунной системой, чем у мышей с 

нормальным мукусным барьером. 

Анализ срезов ткани восходящего отдела толстой кишки не выявил признаков 

острого воспаления (отек, эрозия эпителия, лейкоцитарные инфильтраты) у 

мышей Muc2-/-, однако была обнаружена гиперплазия крипт, а также большее 

количество лейкоцитов в ткани кишки по сравнению с мышами C57BL/6. То есть, 

у мутантных мышей, даже в присутствии инфекционного агента Helicobacter spp., 

в кишечнике не было обнаружено острого воспаления, но наблюдались признаки 

хронического воспаления. Полученные нами результаты согласуются с данными 

других авторов о том, что на генетическом фоне C57BL/6 у мышей с мутацией в 

гене Muc2 обострение колита наблюдается в более позднем возрасте (в возрасте 

8-20 недель симптомы колита наблюдаются редко) (Wenzel et al., 2014), чем на 

генетическом фоне 129SV (Van der Sluis et al., 2006). 

Исследование экспрессии генов, вовлеченных в воспалительные реакции, 

показало повышение экспрессии генов провоспалительных цитокинов Tnf и Il1b у 

мутантных мышей по сравнению с C57BL/6. Также было обнаружено увеличение 

экспрессии генов транскрипционных факторов Т-клеток Rorc (Th17) и Foxp3 

(регуляторные Т-клетки), при этом экспрессия транскрипционного фактора Tbx21, 

характерного для Th1, не повышалась. Такие результаты могут говорить о том, что 

в кишечнике Muc2-/- мышей вследствие тесного контакта иммунной системы с 

микрофлорой могут быть активированы различные иммунные механизмы, 

способствующие толерантности иммунной системы и поддержанию 

хронического воспаления в неактивной фазе. 

Поскольку гистологический анализ ткани толстой кишки выявил 

гиперплазию крипт без явных признаков нарушения целостности эпителия, мы 

исследовали экспрессию факторов, участвующих в восстановлении ткани после 
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повреждений. Оказалось, что у мутантных мышей была повышена экспрессия 

Tff3. Этот фактор вырабатывается бокаловидными клетками, входит в состав 

мукусного барьера и способствует восстановлению эпителия (Kim and Ho, 2010). 

Помимо этого, была исследована экспрессия генов ферментов макрофагов Nos2 и 

Arg1. Данные ферменты используются в качестве маркеров функциональной 

активации макрофагов. Экспрессия фермента NOS2 характерна для макрофагов 1-

го типа (М1), которые обладают провоспалительными свойствами. Продукция 

ARG1 свойственна макрофагам 2-го типа (М2), которые характеризуются 

противовоспалительными свойствами, стимулируют восстановление 

поврежденных тканей, а также играют роль в процессах образования опухолей 

(Shapouri-Moghaddam et al., 2018). В настоящей работе мы впервые показали, что 

у мышей в условиях отсутствия муцина2 повышена экспрессия гена Arg1, что 

может указывать на поляризацию макрофагов по типу М2. Такой эффект у мышей 

с мутацией может быть связан с необходимостью ускоренного восстановления 

ткани, которая повреждается вследствие тесного контакта с бактериями, а также 

это может быть причиной гиперплазии крипт в толстой кишке. Поскольку 

макрофаги М2 типа могут играть важную роль в процессе опухолеобразования, 

можно предположить, что наблюдаемое у Muc2-/- формирование опухолей (Bao et 

al., 2014; Velcich et al., 2002) может быть следствием активации М2 макрофагов и 

хронического воспаления в кишечнике. 

Помимо этого, у Muc2-/- мышей было обнаружено повышение экспрессии гена 

Ptgs2. Фермент циклооксигеназа2 нарабатывается макрофагами и участвует в 

синтезе медиаторов воспаления, что стимулирует провоспалительные реакции 

иммунной системы. Также есть данные о том, что данный фермент играет роль в 

опухолеобразовании в различных генетических моделях, в том числе и у мышей 

Muc2-/- (Yang et al., 2008). В данной статье авторы демонстрировали роль 

отсутствия муцина2 в опухолеобразовании в кишечнике, а также рассуждали о 

том, что одной из причин образования опухолей является хроническое воспаление 

низкой интенсивности (low-grade inflammation) у Muc2-/- мышей. Таким образом, 

полученные данные об изменении экспрессии генов, указывают на особенности 

иммунной функции в условиях нарушенного барьера в кишечнике. 
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В условиях повышенной проницаемости кишечника у мутантных животных в 

присутствии инфекции был также активирован специфический иммунитет. Было 

обнаружено увеличение количества IgG в толстой кишке, а также повышение в 

крови концентрации IgG против собственной кишечной микрофлоры у Muc2-/- 

мышей по сравнению с C57BL/6. При этом количество IgA в толстой кишке не 

отличалось у мышей двух генотипов. Данные исследований с участием пациентов 

с ВЗК демонстрировали увеличение процента связанных с IgG бактерий в 

фекалиях у больных в острой фазе заболевания и с недавней ремиссией (Harmsen 

et al., 2012; van der Waaij et al., 2004). Есть данные об увеличении не только 

связанных с IgG бактерий, но и о повышении свободных IgG и IgA в фекалиях у 

пациентов с ВЗК. При этом количество иммуноглобулинов коррелировало с 

активностью заболевания (Lin et al., 2018). Поскольку мы проводили определение 

количества IgG в содержимом толстой кишки методом ИФА, можно говорить 

лишь об увеличении общего количества иммуноглобулина (связанного или 

несвязанного с бактериями). Однако полученные результаты показывают, что 

нарушение барьерной функции в кишечнике, может сопровождаться активацией 

гуморального иммунитета. 

Итак, в настоящем исследовании мыши Muc2-/- выступают в качестве модели 

хронического воспаления в кишечнике. На примере данной модели можно 

наблюдать некоторые адаптационные механизмы, которые могут иметь место при 

генетически обусловленном нарушении барьерной функции в кишечнике. 

Отсутствие муцина2 может влиять не только на иммунную систему, но и на 

микрофлору в кишечнике. Известно, что кишечные бактерии способны 

расщеплять олигосахариды, входящие в состав муцина2, и использовать 

полученные моносахариды в качестве источника энергии (Tailford et al., 2015). 

Одним из моносахаридов, входящих в состав муцина2, является фукоза. Этот 

моносахарид играет важную роль в колонизации кишечника бактериями и 

взаимодействии микрофлоры с организмом хозяина (Pickard and Chervonsky, 2015; 

Tailford et al., 2015). В данном исследовании мы показали, что у Muc2-/- мышей в 

кишечнике меньше связанной с белком фукозы по сравнению с мышами C57BL/6. 

Так как фукоза в кишечнике является источником энергии для бактерий (Pickard 

and Chervonsky, 2015), и нарушение фукозилирования может приводить к 
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изменению микрофлоры (Kashyap et al., 2013), у животных с дефицитом этого 

моносахарида могут также наблюдаться изменения микрофлоры. И 

действительно, в нашей лаборатории в.н.с. Кожевниковой Е.Н. было показано, что 

состав бактериального сообщества кишечника Muc2-/- мышей значительно 

отличался от микрофлоры C57BL/6 (неопубликованные данные). Помимо этого, 

есть данные о том, что кишечная микрофлора Muc2-/- мышей отличается от 

Muc2+/+ (Wu et al., 2018). 

Итак, полученные данные говорят о том, что, несмотря на дефект барьерной 

функции, в кишечнике у мышей Muc2-/- в возрасте 8-12 недель не наблюдается 

острого воспалительного процесса. Тесный контакт клеток организма с кишечной 

микрофлорой приводит к развитию в кишечнике хронического воспаления в 

неактивной фазе, таким образом, иммунная система и микрофлора, вероятно, 

находятся в относительно сбалансированном состоянии. Однако такое состояние 

может быть нарушено при сильном изменении микрофлоры, например при 

воздействии антибиотиками. 

4.2. Обеднение кишечной микрофлоры и снижение жизнеспособности Muc2-/- 

мышей с инфекциями 

Следующим этапом исследования было воздействие на микрофлору мышей 

антибиотиками широкого спектра действия (смесь кларитромицина, 

метронидазола, амоксициллина). Ранее в нашей лаборатории было показано, что 

лечение инфекции Helicobacter spp. антибиотиками широкого спектра действия у 

мышей с нарушением барьерной функции кишечника (мыши с двумя мутациями 

в генах Muc2 и Kaiso – Muc2-/-Kaiso-/-) приводило к гибели 60% животных. При 

этом мыши с нормальной барьерной функцией выживали и избавлялись от 

инфекции (Литвинова и др., 2015). В данной работе этот эффект антибиотиков был 

воспроизведен и на мышах Muc2-/-, положительных на инфекцию Helicobacter spp. 

При этом к концу эксперимента мутантные мыши демонстрировали сильное 

истощение, около 37% мышей погибали. Однако, 100% мышей C57BL/6 

выживали и восстанавливались к концу эксперимента восстанавливались. 

Интересный результат был получен при добавлении к антибиотикам 

моносахарида L-фукозы, содержание которого в кишечнике у Muc2-/- мышей было 

снижено. L-фукоза способствовала восстановлению и выживанию 100% 
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мутантных мышей. Известно, что фукоза в кишечнике может влиять на 

микрофлору, выступая в качестве источника энергии и регулятора экспрессии 

генов у бактерий (Pacheco et al., 2012; J. M. Pickard et al., 2014). 

Мы предположили, что гибель мутантных мышей, а также эффект L-фукозы 

на их выживание, могут быть связаны с изменениями микрофлоры. Было 

показано, что в результате воздействия антибиотиков у мышей происходило 

обеднение микрофлоры кишечника. При этом у выживших мутантных мышей 

инфекционный агент Helicobacter spp. практически не детектировался. 

Добавление к антибиотикам моносахарида L-фукозы приводило к частичному 

восстановлению микрофлоры кишечника. У мышей Muc2-/- сохранялось общее 

количество бактерий, симбиотические бактерии Bacteroides и Lactobacillus spp, а 

также инфекционный агент Helicobacter spp. У мышей C57BL/6 добавление L-

фукозы сохраняло общее количество бактерий и Lactobacillus spp., но не 

Bacteroides spp. Вероятно, разные эффекты моносахарида связаны с различиями 

микрофлоры у мышей двух генотипов. Таким образом, добавление L-фукозы 

действительно оказывало влияние на состав микрофлоры, корректируя эффект 

антибактериального воздействия. Однако оставалось не ясным, чем была вызвана 

гибель животных при воздействии антибиотиками. Обширная гибель бактерий от 

антибиотиков может быть причиной скопления большого количества PAMP 

(патоген-ассоциированных молекулярных паттернов), что в условиях отсутствия 

муцина2 может стимулировать сильные провоспалительные реакции. Однако на 

гистологических срезах толстой кишки не было обнаружено признаков острого 

воспаления и разрушения ткани (данные опубликованы в статье Achasova et al., 

2021, но не представлены в диссертации). 

В ходе выполнения работы был обнаружен другой микроорганизм, входящий 

в состав микрофлоры мышей Muc2-/-, но не C57BL/6. Оказалось, что в кишечнике 

мутантных мышей обитал микроорганизм, принадлежащий к Tritrichomonas spp. 

Филогенетический анализ ДНК обнаруженного микроорганизма показал, что этот 

вид близок к Tritrichomonas muris и Tritrichomonas musculis, представителям 

нормальной кишечной микрофлоры мышей (Baker, 2008). Обнаруженный 

микроорганизм не детектировался праймерами, специфичными для T. muris. При 

этом стоит отметить, что три последовательности, которые оказались самыми 
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близкими к ДНК обнаруженного нами простейшего, должны были 

детектироваться нашими специфичными праймерами для T. muris. Таким образом, 

вероятно, обнаруженный микроорганизм близок, но не идентичен известным 

простейшим T. muris и T. musculis. Поскольку данный микроорганизм был также 

выявлен и у Muc2-/- мышей, получавших антибиотики, мы предположили, что 

гибель мышей также могла быть вызвана присутствием Tritrichomonas sp. 

Для того чтобы понять роль присутствия Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp. 

в гибели Muc2-/- мышей при воздействии на микрофлору антибиотиками, были 

проведены эксперименты на мышах, свободных от инфекций. Мышей Muc2-/- 

освободили от инфекции Helicobacter spp. путем редеривации (in vitro 

фертилизации с последующей подсадкой эмбрионов суррогатным матерям, 

свободным от специфических инфекций) (Litvinova et al., 2017), это обеспечило 

избавление и от Tritrichomonas sp. Было показано, что у мутантных мышей, 

свободных от инфекций, предоставление антибиотиков не вызывало истощения и 

гибели. Таким образом, присутствие инфекций действительно вносило вклад в 

наблюдаемый летальный эффект приема антибиотиков у Muc2-/- мышей. 

Также было обнаружено, что антибиотики влияли на микрофлору мышей 

несколько иным образом. Наблюдалось снижение бактерий Bacteroides spp., но в 

отличие от предыдущего эксперимента, они сохранялись на детектируемом 

уровне. Данные различия в реакции микрофлоры на антибиотики могут быть 

следствием наследования микрофлоры суррогатной матери, которая отличалась 

от первоначальной микрофлоры Muc2-/- мышей. Также стоит отметить, что 

реакция микрофлоры мышей дикого типа (однопометники Muc2+/+), в отличие от 

мышей C57BL/6, была схожа с реакцией у Muc2-/- мышей. В связи с этим, во всех 

следующих экспериментах были использованы мыши, полученные в результате 

скрещивания Muc2+/-, что позволило минимизировать материнские эффекты на 

микрофлору. 

4.3. Влияние инфекций на иммунный статус мышей Muc2-/- 

Поскольку известно, что микрофлора влияет на формирование иммунной 

системы (Gensollen et al., 2016), мы исследовали иммунный статус мышей, 

рожденных с инфекциями и без инфекций. Был проведен сравнительный анализ 

мышей Muc2-/- и Muc2+/+, полученных в результате скрещивания гетерозиготных 
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мышей. Такой подход позволил более точно оценить эффекты дефицита муцина2 

и присутствия инфекций на иммунную систему. Качественный анализ 

микрофлоры мышей методом SSCP ДНК 16S rRNA показал, что бактериальный 

состав в фекалиях у этих мышей, практически выравнивался. Метагеномный 

анализ микрофлоры Muc2-/- мышей с инфекциями и без них также показал, что 

доминирующие таксоны у мышей с интактной микрофлорой не отличались. 

Однако другие исследователи демонстрировали различия состава микрофлоры у 

мышей Muc2-/- и Muc2+/+ при помощи метагеномного анализа (Wu et al., 2018). В 

другом исследовании, проведенном в нашей лаборатории, метагеномный анализ 

методом секвенирования ампликонов ДНК 16S rRNA также выявил различия 

между микрофлорой Muc2-/- и Muc2+/+ мышей. Очевидно, метод исследования 

микрофлоры путем секвенирования ампликонов является более чувствительным, 

нежели анализ SSCP. Более того, микрофлора Muc2+/+, полученных в результате 

гетерозиготного скрещивания, отличалась от микрофлоры инбредной линии 

C57BL/6 (Litvinova et al., 2021), что указывает на целесообразность использования 

однопометников Muc2+/+ в качестве контрольной группы в настоящем 

исследовании. Таким образом, можно заключить, что используемая схема 

скрещивания действительно снизила материнские эффекты на микрофлору, и все 

различия, очевидно, являются следствием дефицита муцина2. Так, оказалось, что 

у мышей Muc2+/+ была значительно снижена колонизация Tritrichomonas sp. (но 

не Helicobacter spp.), вероятно, наличие муцина2 может препятствовать заселению 

кишечника простейшими. 

Виды Helicobacter spp. (в частности, H. hepaticus) считаются патобионтами, 

т.е. как правило, проявляют свои патогенные свойства лишь при наличии 

дефектов иммунной функции, либо в особых условиях среды. Было показано, что 

эти бактерии могут индуцировать регуляторные Т-клетки, которые защищают 

мышей от развития кишечного воспаления (Kullberg et al., 2002). Вероятно, у H. 

hepaticus есть механизмы, обеспечивающие поддержание непатогенных, 

симбиотических отношений с организмом хозяина (Chow and Mazmanian, 2010). 

Также есть данные о том, что эти бактерии способны снижать активацию Toll-like 

рецепторов (Sterzenbach et al., 2007). Таким образом, бактерии Helicobacter spp., 

присутствующие в организме с рождения, могут выступать в роли симбионтов, 
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оказывая влияние на формирование иммунной системы. Присутствие в составе 

микрофлоры микроорганизмов T. muris и T. musculis также может оказывать 

эффекты на развитие и функциональное состояние иммунной системы. Известно, 

что в присутствии данных микроорганизмов активируются провоспалительные 

иммунные реакции и повышается чувствительность к колиту (Chudnovskiy et al., 

2016; Escalante et al., 2016). 

Исследование лимфоцитов мезентериальных лимфатических узлов показало, 

что у Muc2-/- мышей с инфекциями процент CD25+Foxp3+ регуляторных Т-клеток 

среди CD4+ был выше, чем у мышей без инфекций. Такие различия, вероятно, 

обуславливались повышенной экспрессией белка Foxp3 в CD4+-клетках. Данные 

результаты согласуются с полученными в эксперименте №1 данными об 

увеличении экспрессии гена Foxp3 в кишечнике у Muc2-/- мышей с инфекциями. 

Возможно, Helicobacter spp. активирует регуляторную функцию Т-клеток у 

мышей, что может препятствовать развитию сильных иммунных ответов на 

микрофлору. В литературе есть данные о толерогенных свойствах бактерий 

Helicobacter spp., в частности, о способности этих бактерий стимулировать 

наработку противовоспалительного цитокина IL-10 (Arnold et al., 2015; Kullberg et 

al., 1998) и активировать регуляторные Т-клетки (Altobelli et al., 2019; Kullberg et 

al., 2002; Lundgren et al., 2005). При этом не исключено, что без воздействия 

антибиотиков инфекция Helicobacter spp. может благоприятно влиять на 

состояние мышей Muc2-/- за счет стимуляции регуляторной функции. В ходе 

нашего исследования мы обнаружили, что у мышей Muc2-/-, свободных от 

инфекций, выпадение прямой кишки обнаруживается в более раннем возрасте и 

значительно чаще, чем у мышей с инфекцией Helicobacter spp. Также было 

отмечено, что плодовитость мышей Muc2-/- без инфекций ниже, чем у мышей с 

Helicobacter spp. (неопубликованные данные). 

Исследование иммунных клеток в селезенке мышей не выявило эффектов 

генотипа и присутствия инфекций. В то же время в крови у мутантных мышей с 

инфекциями было обнаружено больше CD3+CD4+-клеток, чем у мутантных 

мышей без инфекций и мышей дикого типа. Эти изменения сочетались с 

увеличением количества IgG в крови у мутантных мышей по сравнению с мышами 

дикого типа, но данный эффект наблюдался как у мышей с инфекциями, так и без 
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них. Такой результат согласуется с данными, полученными в эксперименте №1, и 

может говорить о том, что у мутантных мышей происходит активация 

специфического иммунитета вследствие тесного контакта с кишечной 

микрофлорой. 

Таким образом, генетически обусловленный дефицит муцина2 и связанное с 

этим нарушение барьера в кишечнике, и присутствие инфекций на этом фоне, 

способствует формированию особенностей иммунной системы. Обнаруженные 

особенности, вероятно, имеют адаптационный характер и способствуют 

поддержанию хронического воспаления в кишечнике в неактивной фазе на фоне 

присутствия инфекционных агентов. 

4.4. Влияние L-фукозы на колонизацию кишечника Tritrichomonas sp. и 

жизнеспособность Muc2-/- мышей на фоне обеднения кишечной 

микрофлоры 

На заключительном этапе работы были исследованы эффекты воздействия 

антибиотиков и антибиотиков в сочетании с L-фукозой на мышей, рожденных с 

инфекциями и без них. Мыши без инфекций не демонстрировали ухудшение 

состояния и истощение после обеднения микрофлоры антибиотиками. В связи с 

этим мы решили проверить, будет ли угнетение обеих инфекций отменять 

негативный эффект обеднения микрофлоры у мутантных мышей. Для этого мы в 

течение двух недель вводили мышам раз в сутки высокую дозу антибиотиков, 

которая обеспечила значительное угнетение Tritrichomonas sp., но не Helicobacter 

spp. Оказалось, что угнетение Tritrichomonas sp. действительно было 

ассоциировано с восстановлением мутантных мышей при приеме антибиотиков. 

Таким образом, негативный эффект антибиотиков наблюдался на фоне обеднения 

бактериальной микрофлоры именно в присутствии этого простейшего. 

Поскольку в первых экспериментах мы наблюдали спасение мутантных 

мышей от гибели при помощи добавления L-фукозы, далее мы решили проверить, 

как будет влиять на угнетение Tritrichomonas sp. добавление этого моносахарида 

к антибиотикам. В этом эксперименте первую неделю антибиотики вводили 

мышам внутрижелудочно, что приводило к угнетению как Tritrichomonas sp., так 

и Helicobacter spp. (данные, получены после семи дней внутрижелудочного 

введения). На вторую неделю антибиотики добавляли в питьевую воду, таким 
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образом, мыши получали более низкую дозу антибиотиков. При этом L-фукозу 

предоставляли с питьевой водой в течение двух недель. В результате такого 

воздействия полученный ранее эффект антибиотиков подтверждался. На 14-15 

день эксперимента 50% мышей Muc2-/-, рожденных с инфекциями, 

демонстрировали сильное истощение (теряли до 35% от первоначальной массы 

тела) и были выведены из эксперимента. Такой эффект сочетался с разрастанием 

Tritrichomonas sp. до уровня, сравнимого с первоначальным. При этом, как и было 

показано ранее, добавление L-фукозы способствовало восстановлению мышей. 

Интересно, что наблюдаемый эффект улучшения состояния мышей добавлением 

L-фукозы сочетался со сдерживанием разрастания Tritrichomonas sp. после 

добавления антибиотиков в воду. Об этом свидетельствовало снижение 

количества ДНК в фекалиях, а также в ткани толстой кишки (данные 

представлены в Приложении №14). Таким образом, моносахарид L-фукоза 

оказывал влияние на колонизацию кишечника простейшим. 

Простейшие Tritrichomonas и Trichomonas при инфицировании 

взаимодействуют с клетками организма хозяина, адгезия микроорганизмов 

осуществляется за счет различных механизмов. В литературе практически 

отсутствуют данные о механизмах адгезии Tritrichomonas muris, гораздо лучше 

изучены Tritrichomonas foetus и Trichomonas vaginalis (Tolbert and Gookin, 2016). 

Например, у T. foetus обнаружен лектин, связывающий сиаловую кислоту (Sialic 

acid-binding lectin), за счет этого микроорганизм может использовать для адгезии 

сиаловую кислоту на клетках хозяина. При этом инкубация с сиаловой кислотой, 

а также с ферментом сиалидазой, способствовала снижению адгезии T. foetus к 

клеткам (Babál and Russell, 1999). Также в состав мембраны простейших входят 

липофосфогликаны, которые могут связываться с лектинами хозяина, например, 

галектином-1 (galectin-1) (Okumura et al., 2008). Если клетки были обработаны 

очищенными липофосфогликанами, или эти компоненты были модифицированы, 

адгезивная способность микроорганизма снижалась (Bastida-Corcuera et al., 2005; 

Singh et al., 1999). Интересно, что в состав липофосфогликанов и других 

поверхностных антигенов T. foetus входят различные моносахариды, в том числе 

фукоза (Shaia et al., 1998; Singh, 1993; Singh et al., 2001). Помимо этого, гликаны 

простейших содержат маннозу, которая может связываться со связывающим 
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маннозу лектином (Mannose-binding lectin) хозяина, и возможно, также может 

способствовать адгезии (Chatterjee et al., 2015). Таким образом, в адгезию и 

патогенез простейших Tritrichomonas spp. вовлечены различные сахариды, и от 

доступности рецепторов для связывания сахаридов может зависеть 

эффективность этих процессов. Можно предположить, что L-фукоза может 

ингибировать взаимодействие микроорганизмов с клетками организма хозяина, 

частично блокируя места связывания сахаридов. К сожалению, о роли 

моносахарида L-фукозы в адгезии простейших неизвестно, но есть данные о том, 

что этот моносахарид может связываться с различными лектинами (Lee et al., 

2011). Однако для проверки данной гипотезы необходимо провести 

дополнительные эксперименты in vitro. 

4.5. Влияние L-фукозы и антибиотиков на бактериальную микрофлору 

кишечника Muc2-/- мышей 

Muc2-/- мыши, рожденные с инфекциями и без инфекций, реагировали на 

антибиотики по-разному, вероятно, такая реакция обуславливалась присутствием 

инфекций на фоне обедненной бактериальной микрофлоры кишечника. В связи с 

этим, мы исследовали изменения бактериальной микрофлоры под действием 

антибиотиков. Помимо этого, ранее мы обнаружили, что L-фукоза способствует 

частичному восстановлению симбиотической микрофлоры мышей (эксперимент 

№1), что также могло вносить вклад в восстановление мышей. 

Метагеномный анализ Muc2-/- мышей показал, что бактериальная микрофлора 

мышей реагировала на прием антибиотиков по-разному, в зависимости от 

присутствия инфекций. У мышей, свободных от инфекций, под действием 

антибиотиков разнообразие микрофлоры снижалось, при этом начинали 

преобладать Proteobacteria. У Muc2-/- мышей с инфекциями, разнообразие 

микрофлоры, наоборот, увеличивалось. Начинали детектироваться различные 

минорные таксоны. Бактерии, принадлежащие к типу Proteobacteria, 

ассоциированы с дисбиозами различного происхождения, считается, что они 

принимают участие в патогенезе различных заболеваний (Shin et al., 2015). Одним 

из представителей Proteobacteria является бактерия E. coli, которая входит в 

состав нормальной симбиотической микрофлоры. Однако чрезмерное разрастание 

этой бактерии, в особенности патогенных штаммов, может приводить к 
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болезненным состояниям, сопровождающимся воспалением в кишечнике. Есть 

данные о том, что эти бактерии вносят вклад в дисбиоз при ВЗК (Mirsepasi-

Lauridsen et al., 2019). В нашем эксперименте бактерия E. coli, которая 

практически не детектировалась у мутантных мышей в интактном состоянии, 

разрасталась при воздействии антибиотиков. При этом рост E. coli наблюдался как 

у животных с инфекциями, так и без них (данные представлены в Приложении 

№13). Однако, мутантные мыши без инфекций демонстрировали восстановление 

через две недели приема антибиотиков, даже несмотря на дисбиоз. 

Основываясь на данных, полученных в эксперименте №2, мы предполагали, 

что добавление L-фукозы будет частично компенсировать изменения 

бактериальной микрофлоры, вызванные антибиотиками. Однако микрофлора 

мутантных мышей с инфекциями, получавших L-фукозу с антибиотиками, не 

отличалась по разнообразию от группы, получавшей лишь антибиотики. При этом 

количественный анализ микрофлоры подтвердил снижение общего количества 

бактерий под воздействием антибиотиков, и добавление L-фукозы не 

способствовало восстановлению бактерий (данные представлены в Приложении 

№13). В другом исследовании, проведенном в нашей лаборатории, было показано, 

что L-фукоза может корректировать дисбиоз, развившийся на фоне хронического 

колита (Borisova, Snytnikova, et al., 2020). Таким образом необходимы 

дополнительные исследования L-фукозы в качестве модулятора бактериальной 

микрофлоры. Вероятно, эффект L-фукозы на микрофлору зависит от 

первоначального бактериального состава, от способности бактерий использовать 

этот моносахарид. Стоит отметить, что в качестве модулятора микрофлоры L-

фукоза, а также ее полимер фукоидан, содержащийся в морских водорослях, 

исследовались и в работах других авторов (Liu et al., 2018; Shang et al., 2016; Shi et 

al., 2017; G. Wu et al., 2018). Из-за ее способности изменять микрофлору, 

исследование L-фукозы в качестве пребиотика может иметь хорошее прикладное 

значение, однако следует подробно изучить ее свойства, поскольку не исключены 

негативные последствия ее воздействия на микрофлору. Например, есть данные о 

том, что некоторые патогенные бактерии могут использовать этот моносахарид в 

кишечнике и разрастаться после обеднения симбиотической микрофлоры 

антибиотикам (Ng et al., 2013). 
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4.6. Влияние L-фукозы на иммунный статус мышей Muc2-/- при обеднении 

бактериальной микрофлоры 

Гибель бактерий при антибактериальном воздействии может сопровождаться 

накоплением большого количества токсинов. Сепсис бактериальными токсинами 

может быть одним из серьезных осложнений после приема антибиотиков 

(Holzheimer, 2001). Помимо этого, присутствие простейшего на фоне обеднения 

бактериальной микрофлоры также может приводить к повышенному воздействию 

антигенов и токсинов на организм. Известно, что кишечная микрофлора участвует 

в метаболизме различных ксенобиотиков (Collins and Patterson, 2020), может быть 

вовлечена в метаболизм пищевых токсинов (Kohl and Dearing, 2016), а также 

способствует защите организма хозяина от колонизации патогенов и воздействия 

их токсинов (Asahara et al., 2004; Liévin-Le Moal and Servin, 2006). В условиях 

нарушенного барьера в кишечнике обеднение микрофлоры может оказывать еще 

более негативные эффекты на организм. Ранее на модели нарушения барьерной 

функции в кишечнике, индуцированном DSS, было показано, что воздействие 

антибиотиков приводило к дисбиозу и гибели мышей от сепсиса, вызванного 

патогенным штаммом E.coli (Ayres et al., 2012). Учитывая нарушенный барьер и 

повышенную проницаемость кишечника Muc2-/- мышей, мы не могли исключать, 

что ухудшение состояния животных могло быть связано с интоксикацией и 

сепсисом. 

Одним из широко используемых маркеров сепсиса и нарушения работы 

внутренних органов является повышение уровня лактата в крови (Faix, 2013). 

Однако уровень лактата в крови у мышей не менялся при воздействии 

антибиотиков и L-фукозы во всех экспериментальных группах. Исследование 

содержания в крови у мышей внутриклеточных ферментов показало, что прием 

антибиотиков приводил к увеличению концентрации аланинаминотрансферазы 

(АЛТ) в крови у мутантных мышей независимо от присутствия инфекций. 

Интересно, что у Muc2-/- мышей с инфекциями также наблюдалось повышение 

аспартатаминотрансферазы (АСТ). Увеличение концентрации данных ферментов 

в крови является маркером обширной гибели клеток различных внутренних 

органов, в том числе печени (Evans, 2009). Вероятно, прием антибиотиков 

оказывал цитотоксический эффект на организм мутантных мышей, однако, у 
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Muc2-/- мышей с инфекциями такой негативный эффект проявлялся сильнее. Такое 

действие антибиотиков скорее всего было обусловлено нарушением барьера и 

повышенной проницаемостью кишечника у мутантных мышей. Согласно нашим 

результатам, мыши дикого типа с нормальной барьерной функцией не 

демонстрировали повышение концентрации данных ферментов (данные 

представлены в Приложении №9), что также согласуется с данными литературы 

(Schneider et al., 2019). Интересно, что повышение АСТ у мутантных мышей с 

инфекциями отменялось добавлением L-фукозы. Можно предположить, что 

данный фермент повышался из-за повышенной нагрузки на организм, 

обусловленной присутствием микроорганизма Tritrichomonas sp. на фоне 

дисбиоза. Угнетение инфекции при добавлении к антибиотикам L-фукозы может 

объяснять отмену увеличения концентрации АСТ у этих животных. Таким 

образом, прием антибиотиков вызывал дисбиоз кишечника и оказывал 

цитотоксическое действие на организм. 

Дисбиоз в кишечнике может оказывать значительные эффекты на иммунную 

систему, считается, что нарушение микрофлоры может способствовать развитию 

воспалительных реакций в кишечнике (Matsuoka and Kanai, 2015). В нашем 

исследовании было обнаружено, что предоставление антибиотиков вызывает 

увеличение количества провоспалительного цитокина IL-1β в ткани толстой 

кишки у мутантных мышей независимо от присутствия инфекций. При этом 

добавление L-фукозы нивелировало данный эффект, но только у животных, 

рожденных с инфекциями. Некоторые исследования демонстрируют 

противовоспалительные свойства веществ, содержащих фукозу (фукоидана и 

фукозилированного хондроитинсульфата) (Hu et al., 2019; Lee et al., 2013; Shi et 

al., 2017). Помимо этого, недавно было показано, что фукоидан и моносахарид L-

фукоза способствуют облегчению колита, индуцированного DSS, за счет 

угнетения провоспалительных реакций в кишечнике (He et al., 2019; Ke et al., 2020; 

Lean et al., 2015). При этом, согласно результатам исследования, проведенного в 

нашей лаборатории, L-фукоза не оказывала противовоспалительного эффекта в 

кишечнике у мышей с DSS-индуцированным колитом (Borisova, Snytnikova, et al., 

2020). В настоящем исследовании активация провоспалительных реакций у 

мутантных мышей, вероятно, была вызвана разными микробиологическими 
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факторами, и эффект L-фукозы на провоспалительный цитокин был обусловлен 

влиянием моносахарида на микрофлору мышей с инфекциями. 

Интересный эффект был получен при исследовании лимфоцитов в 

мезентериальных лимфоузлах. Оказалось, что прием антибиотиков приводил к 

снижению процента и количества регуляторных Т-клеток у мышей независимо от 

присутствия инфекций и генотипа. Но интересно, что добавление L-фукозы 

способствовало ослаблению влияния антибиотиков на количество регуляторных 

Т-клеток, а также общего количества клеток в лимфоузлах у мутантных мышей с 

инфекциями, но не у свободных от инфекций мышей. Известно, что обеднение 

микрофлоры может приводить к угнетению иммунной функции, например, за счет 

влияния на гемопоэз в красном костном мозге (Josefsdottir et al., 2017; Staffas et al., 

2018), а также оказывая эффекты на метаболизм хозяина (Yang et al., 2017). 

Помимо этого, мы обнаружили увеличение концентрации АЛТ и АСТ в крови 

после приема антибиотиков, что может быть признаком обширной гибели клеток. 

Таким образом, наблюдаемое в наших экспериментах снижение лейкоцитов в 

крови, а также уменьшение клеточности тимуса, селезенки и лимфоузлов, могут 

быть следствием такой цитотоксичности и подавления иммунной функции при 

обеднении кишечной микрофлоры. Такой эффект на клеточность органов 

иммунной системы сочетался с увеличением процента CD3+CD8+ Т-клеток в 

селезенке и крови у Muc2-/- мышей. Однако гибель при обеднении микрофлоры 

демонстрировали лишь мутантные животные, рожденные с инфекциями. 

Вероятно, этот летальный эффект мог быть вызван совокупностью нескольких 

факторов, обусловленных дисбиозом. 

Например, известно, что кишечная микрофлора помогает организму хозяина 

получать энергию, а угнетение микрофлоры антибиотиками приводит к снижению 

количества энергии, получаемой организмом (Staffas et al., 2018). Поскольку 

иммунные реакции достаточно энергоемкие, можно предположить, что у мышей 

с нарушенной барьерной функцией потребность в энергии будет выше, чем у 

животных с нормальным барьером в кишечнике. А обеднение микрофлоры в 

сочетании с наблюдаемой активацией провоспалительных реакций может 

дополнительно увеличить потребность организма в энергии. Таким образом, 

можно предположить, что причиной истощения мышей может быть и недостаток 
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энергии для поддержания жизнедеятельности. Однако для проверки этого 

предположения необходимо провести исследование особенностей метаболизма 

Muc2-/- мышей в интактном состоянии, а также на фоне приема антибиотиков. 

Причиной активации провоспалительных реакций могло быть не только само 

по себе нарушение микрофлоры, но и присутствие простейшего на фоне дисбиоза. 

Микроорганизмы T. muris и T. musculis и их роль в активации иммунной системы 

начали изучать совсем недавно, однако уже есть данные о том, что эти 

микроорганизмы могут стимулировать провоспалительные реакции. Например, 

было показано, что T. muris может стимулировать Th2 иммунный ответ (наработку 

IL-13), а также эозинофилию в тонкой кишке мышей через наработку IL-25 

эпителиальными клетками (Howitt et al., 2016). В другой работе было показано, 

что инфекция этим микроорганизмом стимулирует CD4+INFγ+ Т-клетки, а также 

снижает RORγt+ регуляторные Т-клетки в слепой кишке, что может 

свидетельствовать о сдвиге иммунной функции кишечника от толерогенной в 

провоспалительную сторону (Escalante et al., 2016). Еще в одном исследовании 

было продемонстрировано, что T. musculis способен стимулировать Th1 и Th17 

иммунные ответы в толстой кишке через активацию инфламмасомы и наработку 

IL-18 эпителиальными клетками (Chudnovskiy et al., 2016). При этом присутствие 

этих микроорганизмов может повышать чувствительность мышей к колиту, 

индуцированному переносом эффекторных Т-клеток (Chudnovskiy et al., 2016; 

Escalante et al., 2016). Учитывая эти данные, очень интересно, что в присутствии 

простейшего у мышей с нарушенной барьерной функцией, но интактной 

микрофлорой, наблюдалось увеличение представленности регуляторных Т-клеток 

в лимфатических узлах. Особенности иммунной функции в ткани кишечника у 

животных, рожденных с инфекциями и без, в данной работе изучить не удалось. 

Но основываясь на результатах анализа мезентериальных лимфоузлов, можно 

предположить, что в присутствии инфекций Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp. 

в кишечнике у мышей была активирована толерогенная функция. Возможно, это 

было обусловлено присутствием именно бактерий Helicobacter spp., которые 

могут активировать регуляторные Т-клетки (Arnold et al., 2015; Kullberg et al., 

1998, Kullberg et al. 2002). Дальнейшее изучение этих двух микроорганизмов, их 

влияния на иммунную систему, как вместе, так и по отдельности, может 
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способствовать расширению знаний о влиянии кишечной микрофлоры на 

функцию иммунной системы хозяина. 

4.7. Прикладная значимость полученных результатов 

В данной работе была исследована роль муцина2 и его компонента L-фукозы 

в регуляции барьерной функции кишечника, в частности, в регуляции 

микрофлоры и функции иммунной системы мышей с нокаутом гена Muc2 на фоне 

обеднения бактериального состава кишечника. Мутантные мыши, рожденные с 

микроорганизмами Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp., оказались более 

чувствительны к воздействию антибиотиков, чем мыши без инфекций. Это 

выражалось в истощении и смертности животных, а также активации 

провоспалительных реакций и подавлении регуляторной функции иммунной 

системы. Полученные данные указывают на то, что в условиях генетически 

обусловленных нарушений барьера в кишечнике, особенности первоначальной 

микрофлоры могут обуславливать разные, в том числе и негативные, эффекты 

применения антибиотиков. 

Антибиотики широко применяются в медицине, в том числе они активно 

используются при терапии ВЗК. Есть данные о том, что антибактериальная 

терапия, в том числе и в детском возрасте, может быть фактором риска развития 

ВЗК, в основном обнаружены ассоциации антибактериальной терапии с 

развитием болезни Крона (Hviid et al., 2011; Kronman et al., 2012; Li et al., 2016; 

Shaw et al., 2010, 2011; Ungaro et al., 2014; Virta et al., 2012). Помимо этого, наличие 

различных бактериальных инфекций также может быть фактором риска развития 

данных заболеваний (Axelrad et al., 2019; Gradel et al., 2009). Использование 

антибактериальной терапии при ВЗК, ее особенности, эффективность и 

целесообразность, постоянно исследуются, обсуждаются и пересматриваются. В 

настоящее время специалисты склонны считать, что постоянное применение 

антибиотиков при болезни Крона и язвенном колите нежелательно, не только из-

за растущей резистентности к антибиотикам, но и из-за многочисленных 

побочных эффектов такой терапии (Ledder, 2019; Ledder and Turner, 2018; Nitzan 

et al., 2016). В связи с этим в литературе широко обсуждается необходимость 

уточнения существующих способов терапии, а также разработка новых подходов, 

включающих воздействие, как на кишечную микрофлору, так и на иммунную 
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функцию. Помимо этого, кажется целесообразной разработка терапевтических 

подходов, учитывающих индивидуальные микробиологические, иммунные, а 

также генетические особенности пациента. 

Добавление моносахарида L-фукозы к антибиотикам предотвращало 

смертность мышей, оказывая эффекты как на микрофлору (микроорганизм 

Tritrichomonas sp.). К сожалению, точных механизмов действия L-фукозы выявить 

не удалось, для этого требуются дополнительные исследования. Однако 

полученные результаты позволяют рассматривать данный моносахарид в качестве 

модулятора микрофлоры. В настоящее время различные олигосахариды 

рассматриваются как перспективные вещества для модуляции кишечной 

микрофлоры за счет различных механизмов, таких как, подавление адгезии 

патогенных бактерий, стимуляция роста симбиотических бактерий, стимуляция 

иммунной функции (Gibson et al., 2005; Licht et al., 2012; Sanders et al., 2019). К 

числу исследуемых олигосахаридов относятся и вещества, содержащие фукозу. 

Например, исследуются такие вещества, как фукоиданы бурых водорослей. Было 

показано, что эти вещества могут менять кишечную микрофлору, способствуя 

росту симбиотических бактерий, в том числе, продуцирующих 

короткоцепочечные жирные кислоты (Liu et al., 2018; Shang et al., 2016; Shi et al., 

2017). Таким образом, L-фукоза и содержащие фукозу олигосахариды могут быть 

интересным объектом для изучения и разработки способов модуляции 

микрофлоры. Однако, стоит отметить, что эффекты фукозосодержащих веществ 

показаны на лабораторных грызунах. Известно, что у мышей градиент 

фукозилирования муцина2 в кишечнике увеличивается в направлении от 

проксимальных отделов к дистальным, а сиалирование, наоборот, снижается 

(Holmén-Larsson et al., 2013). При этом, для муцина2 в кишечнике у людей 

показаны обратные тенденции на снижение фукозилирования и увеличение 

сиалирования в дистальном направлении (Robbe et al., 2004). Таким образом, в 

кишечнике у людей эффекты L-фукозы могут быть другими. В связи с этим, 

необходимы подробные исследования эффектов, которые оказывают на клетки и 

ткани человека вещества, содержащие фукозу. Помимо этого, следует исследовать 

и другие сахариды в качестве модуляторов микрофлоры и иммунной системы. 
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Также результаты работы указывают на взаимодействия между про- и 

эукариотическими микроорганизмами и организмом хозяина, на изучение 

которых стоит обратить внимание. Сейчас в биологии и медицине ведется 

активное изучение микрофлоры и ее функций в организме хозяина, но в основном 

изучают бактерии, в то время как эукариотические организмы, в частности 

простейшие, изучены не так подробно. Однако данные микроорганизмы начинают 

привлекать внимание исследователей, ученые все больше задумываются о роли 

простейших в составе микрофлоры (Chabé et al., 2017; Partida-Rodríguez et al., 

2017). Дальнейшее изучение всех компонентов микрофлоры, более точное 

понимание взаимодействий внутри микрофлоры может способствовать 

совершенствованию методов терапии множества заболеваний, ассоциированных 

с микрофлорой, и поддержания гомеостаза в кишечнике. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Целью исследования было выявить роль муцина2 и его структурного 

компонента L-фукозы в регуляции барьерной функции кишечника. Было 

установлено, что генетически обусловленное отсутствие муцина2 у мышей 

приводит к повышению проницаемости кишечника и развитию хронического 

воспаления. При этом активация противовоспалительных иммунных реакций и 

механизмов, направленных на восстановление поврежденной ткани, вероятно, 

способствует поддержанию хронического воспаления в кишечнике Muc2-/- мышей 

в неактивной фазе. Более того, дефицит муцина2 снижает устойчивость к 

колонизации кишечника мышей простейшим Tritrichomonas sp. Таким образом, 

муцин2 является важным фактором поддержания барьерной функции кишечника. 

Известно, что микрофлора кишечника играет важную роль в поддержании 

гомеостаза в кишечнике, в данном исследовании оценивалась, ее защитная 

функция в условиях нарушения барьерной функции кишечника. Оказалось, что 

нарушение бактериальной микрофлоры антибиотиками широкого спектра 

действия приводило к истощению и гибели мышей с дефицитом муцина2, но не 

оказывало такого эффекта на мышей с нормальным мукусным слоем в кишечнике. 

При этом, такой эффект наблюдался лишь при обеднении бактериальной 

микрофлоры Muc2-/- мышей с инфекциями Helicobacter spp. и Tritrichomonas sp. 

Однако, обеднение микрофлоры мутантных мышей, свободных от инфекций, не 

приводило к истощению и гибели животных. Более того, обеднение 

бактериальной микрофлоры кишечника Muc2-/- мышей в сочетании с угнетением 

протозойной инфекции, также не приводило к гибели. Таким образом, 

бактериальная микрофлора играет важную роль в защите от протозойной 

инфекции при дефиците муцина2. 

Также в данной работе исследовалась роль одного из компонентов муцина2 – 

моносахарида L-фукозы в регуляции кишечной микрофлоры и барьерной 

функции кишечника. Было показано, что добавление к антибиотикам L-фукозы 

повышает устойчивость к колонизации кишечника мышей Muc2-/- 

микроорганизмом Tritrichomonas sp., что сочетается с восстановлением массы 

тела животных. Также добавление этого моносахарида корригировало негативные 

эффекты, которые оказывало обеднение микрофлоры антибиотиками на ряд 
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физиологических показателей мышей Muc2-/- с инфекциями (концентрация 

внутриклеточного фермента АСТ в крови, клеточность и количество 

регуляторных Т-клеток в мезентериальных ЛУ, уровень провоспалительного 

цитокина IL-1β в ткани толстой кишки). Однако, прямого влияния L-фукозы на 

иммунную систему мышей в данной работе выявлено не было, вероятно, 

изменение иммунного статуса при приеме L-фукозы и антибиотиков было связано 

с угнетением протозойной инфекции. Механизмы влияния L-фукозы на 

Tritrichomonas sp. не были выявлены, однако, дальнейшее исследование роли 

этого моносахарида во взаимодействии простейших рода Tritrichomonas могут 

способствовать разработке новых способов элиминации протозойных инфекций. 
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ВЫВОДЫ 

1. Гликопротеин муцин2 способствует поддержанию барьерной функции 

кишечника и защищает от развития воспаления. У мышей с генетически 

обусловленным дефицитом муцина2 (Muc2-/-) в кишечнике развивается 

хроническое воспаление, активируются механизмы восстановления ткани 

(увеличение экспрессии Tff3, Nos2). 

2. Муцин2 влияет на видовой состав микрофлоры кишечника, снижая 

колонизацию простейшим Tritrichomonas sp. 

3. Симбиотическая бактериальная микрофлора кишечника играет важную роль 

в защите от цитотоксического воздействия протозойной инфекции Tritrichomonas 

sp. в условиях нарушенной барьерной функции. 

4. Симбиотическая бактериальная микрофлора кишечника влияет на иммунную 

систему на местном и системном уровнях. Обеднение бактериальной микрофлоры 

приводит к снижению общего количества лимфоцитов и регуляторных Т-клеток в 

мезентериальных лимфатических узлах и активации провоспалительного ответа в 

кишечнике (повышение IL-1b). Помимо этого, при обеднении микрофлоры 

наблюдается лейкопения, снижение клеточности тимуса и сезеленки, а также 

перераспределение баланса CD4/CD8 в сторону CD8+ Т-клеток. 

5. Компонент муцина2 моносахарид L-фукоза угнетает простейшее 

Tritrichomonas sp. в кишечнике у Muc2-/- мышей на фоне обеднения бактериальной 

микрофлоры. Механизмы влияния фукозы на колонизацию кишечника 

Tritrichomonas sp. не были установлены, но дальнейшие исследования в данной 

области могут способствовать разработке новых методов элиминации инфекции 

Tritrichomonas sp. 

6. Прямое влияние L-фукозы на иммунную систему выявлено не было. L-

фукоза корригировала изменение физиологических показателей (повышение IL-

1β в кишечнике и АСТ в крови, снижение клеточности мезентериальных 

лимфоузлов), вызванное обеднением бактериальной микрофлоры у мышей с 

инфекцией Tritrichomonas sp. Однако, моносахарид не оказывал эффекта на 

исследованные показатели у мышей без инфекции. Таким образом, действие L-

фукозы, вероятно, было обусловлено угнетением простейшего. 
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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

AMP – antimicrobial peptide (антимикробный пептид) 
CD – cluster of differentiation 
DN – double negative (дубль-негативные клетки) 
DSS – dextran sulfate sodium (декстран сульфат натрия) 
FELASA – the Federation of European Laboratory Animal Science Associations 
Foxp3 – forkhead box P3 
FUT2 – Galactoside 2-alpha-L-fucosyltransferase 2 
GF – germ-free (свободные от инфекции) 
IgA – иммуноглобулин А 
IgG – иммуноглобулин G 
IL – Interleukin (интерлейкин) 
ILC – Innate Lymphoid Cells 
INF-γ – Interferon gamma (интерферон гамма) 
MAMP – microbe-associated molecular pattern (микроб-ассоциированные 
молекулярные паттерны) 
NF-kb – nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (ядерный 
фактор «каппа-би») 
NLR – Nod-like-receptor (Nod-подобный рецептор) 
NOD – nucleotide-binding oligomerization domain 
OUT – operational taxonomic unit 
PAMP – Pathogen-associated molecular pattern (патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны) 
PPR – Pattern recognition receptor (Рецепторы опознавания паттерна) 
PSA – Polysaccharide A (полисахарид А) 
RORC – RAR-related orphan receptor gamma 
SDS – Sodium dodecyl sulfate 
SSCP – Single-Strand Conformation Polymorphism 
TGFb – Transforming growth factor beta (Трансформирующий ростовой фактор 
бета) 
Th – хелперные Т-клетки 
TLR – Toll-like receptor (Toll-подобные рецепторы) 
TNF-a - tumor necrosis factor (фактор некроза опухоли) 
АЛТ – аланинаминотрансфераза 
АСТ – аспартатаминотрансфераза 
БСА – бычий сывороточный альбумин 
ВЗК – воспалительные заболевания кишечника 
ДК – дендритные клетки 
ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота 
ЖКТ – желудочно-кишечный тракт 
ИФА – иммуноферментный анализ 
мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота 
ЛУ – лимфатические узлы 
ОТЕ – оперативная таксономическая единица 
ПЦР – полимеразная цепная реакция 
УКК – условное количество клеток 
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ПРИЛОЖЕНИЯ 

Приложение №1. Последовательности праймерных олигонуклеотидов 

Название 
праймера 

Последовательность 5’->3’ Мишень Источник 

Mus28S-F CCTGGCGCTAAACCATTCGT 28S rRNA, Mus 
musculus 

Разработаны в 
лаборатории 

Mus28S-R AAAGCCCGCAGAGACAAACC 
16S-F TCCTACGGGAGGCAGCAG 

16S rRNA, Bacteria 
16S-R ATTACCGCGGCTGCTGG 

Bac.spp-F GAGAGGAAGGTCCCCCAC 16S rRNA Bacteroides 
spp. Bac.spp-R CGCTACTTGGCTGGTTCAG 

Lac.spp-F ATCTTCCACAATGGRCGC 16S rRNA Lactobacillus 
spp. Lac.spp-R GGCTGCTGGCACGTAGTTAG 

Ecoli-F GGCAGGCCTAACACATGCAA 16S rRNA Escherichia 
coli Ecoli-R CCCCTCTTTGGTCTTGCGAC 

Hel.spp-F CGGAGGGTGCAAGCGTTACT 16S rRNA Helicobacter 
spp. Hel.spp-R ATTCCACCTGCCTCTCCCAC 

Com-F CAGCAGCCGCGGTAATAC V4 16S rRNA, Bacteria 
(анализ SSCP) 

Schwieger,  
Tebbe, 1998 Com-R P-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 

T18S-F GGAAGCACACTTCGGTCATAG 18S rRNA  
Tritrichimonas spp 
(секвенирование) 

 

Dimasuay et al., 
2013 

T18S-Ri CCTTCCGTCAATTCCTTCAA 
T18S-Fi AGGGTTTCTGTCGATCAAGG 
T18S-R CGTTACCTTGTTACGACTTCTCC 
Tsp-F ATACCGCTTCCTGTTTTCA Tritrichomonas sp. 

(отсеквенирован) 

Разработаны в 
лаборатории 

 

Tsp-R TTGGCAACTCTTTGATCCT 
Muc2-F CTTGCCCTGCCCTATTGTT Muc2 

(генотипирование) Muc2-R AGAAAGCCCTGAAGCAGGA 
Neo-F TTGCTCCTGCCGAGAAAGTA Неомициновая кассета, 

(генотипирование) Neo-R CCTGATGCTCTTCGTCCAGA 
Tgfb1-F TGACGTCACTGGAGTTGTAC 

мРНК Tgfb1 (кДНК) 
Tgfb1-R AAGAGCAGTGAGCGCTGAAT 

Tnf-F CCCTCACACTCAGATCATCTTCT 
мРНК Tnf (кДНК) 

Tnf-R GGCACCACTAGTTGGTTGTCTTT 
Tff3-F TAATGCTGTTGGTGGTCCTG 

мРНК Tff3 (кДНК) 
Tff3-R CAGCCACGGTTGTTACACTG 
Il1b-F AAGGAGAACCAAGCAACGACAA 

мРНК Il1b (кДНК) 
Il1b-R AACTCTGCAGACTCAAACTCCA 
Il6-F GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA 

мРНК Il6 (кДНК) 
Il6-R CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA 

Rorc-F ACTACGGGGTTATCACCTGT 
мРНК Rorc (кДНК) 

Rorc-R GTGCAGGAGTAGGCCACATT 
Foxp3-F AGGAGACATCCATCAGGGCT 

мРНК Foxp3 (кДНК) 
Foxp3-R TGCTGCTTTAGGTGGAGTGG 
Nos2-F CAGGGTCACAACTTTACAGGGA мРНК Nos2 (кДНК) 

 Nos2-R CACTTCTGCTCCAAATCCAACG 
Arg1-F AAGAGCTGGCTGGTGTGGTG мРНК Arg1 (кДНК) 

 Arg1-R ACACAGGTTGCCCATGCAGA 
Ptgs2-F CCAGCACTTCACCCATCAGT мРНК Ptgs2 (кДНК) 
Ptgs2-R ACCCAGGTCCTCGCTTATGA  
Tubb5-F TGAAGCCACAGGTGGCAAGTAT мРНК Tubb5 (кДНК) 

 Tubb5-R CCAGACTGACCGAAAACGAAGT 
Random NNNNNNN 

Синтез кДНК 
 

Oligo dT TTTTTTTTTTTTTTTT  
R – A или G; N – A, T, C, G случайным образом; Y – C или T случайным образом; 

H – A, C или T случайным образом; P – фосфатная группа 
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Приложение №2. Tritrichomonas sp. и последовательности для филогенетического 
анализа 

Микрофотография простейшего, обнаруженного в содержимом кишечника Muc2-/- 
мышей. Ядро визуализировано при помощи красителя Hoechst 33258. 

 

Последовательности, использованные для филогенетического анализа 
отсеквенированной ДНК Tritrichomonas sp. 

Название микроорганизма 
GenBank 

Accession Number 
Схожесть, % 

Tritrichomonas sp. strain LL5 MN120899.1 96,55 
Tritrichomonas sp. MEG-2016a 
(Tritrichomonas musculis) 

KX000921.1 96,42 

Tritrichomonas muris AY886846.1 96,12 
Tritrichomonas suis  MK801504.1 96,02 
Tritrichomonas foetus  AF466749.1 96,02 
Tritrichomonas augusta AY055802.1 96,02 
Tritrichomonas nonconforma AY055803.1 96,02 
Simplicimonas similis GQ254637.1 91,06 
Monocercomonas colubrorum DQ174303.1 90,52 
Joenia annectens AB458854.1 90,10 
Tetratrichomonas gallinarum HQ149971.1 88,36 
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Приложение №3. Схема анализа лимфоцитов в крови 
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Приложение №4. Схема анализа спленоцитов 
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Приложение №5. Схема анализа тимоцитов 
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Приложение №6. Схема анализа лимфоцитов мезентериальных ЛУ 
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Приложение №7. Количество клеток различных субпопуляций в мезентериальных 
ЛУ у контрольных мышей Muc2-/- и Muc2+/+ 

 
* и ** – различия p<0,05 и p<0,01 соответственно, Mann-Whitney U-test 
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Приложение №8. Анализ представленности некоторых ОТЕ (Phylum) в образцах 
фекалий мышей Muc2-/- с инфекциями и без них 

 
Сравнение ОТЕ (Phylum) в группах мышей Muc2-/-, свободных от инфекций, и 
получавших антибиотики (RD.AB) и воду (RD.CONT – контрольная группа). 

 
Сравнение ОТЕ (Phylum) в группах мышей Muc2-/- с инфекциями и без, получавших 

антибиотики. 
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Приложение №9. Концентрация АЛТ и АСТ в крови у Muc2+/+ мышей до и после 
приема антибиотиков 

 

Приложение №10. Лимфоциты в крови у Muc2+/+ мышей до и после приема 
антибиотиков 

 
* и ** – различия между контрольной группой и группой, получавшей антибиотики, 

соответствующего микробиологического статуса p<0,05 и p<0,01; Mann-Whitney U-test. 
  



153 
 

 

Приложение №11. Тимоциты мышей Muc2+/+ до и после приема антибиотиков 

 
 

* – различия между контрольной группой и группой, получавшей антибиотики, 
соответствующего микробиологического статуса p<0,05; Mann-Whitney U-test. 
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Приложение №12. Спленоциты мышей Muc2+/+ до и после приема антибиотиков 

Группа 
УКК 

спленоциты, 
10^6 

% 

CD19+ 
CD3+        

#,* CD3+CD4+ 
CD3+CD8+

# 

Muc2+/+(инф) 21,78±3,41 57,75±3,17 18,26±1,98 52,60±1,41 33,79±1,06 

Muc2+/+(инф)+АБ 23,24±1,62 62,86±2,22 20,15±1,74 49,86±1,89 37,90±1,24 

Muc2+/+ 22,15±4,04 56,28±2,95 16,97±1,46 53,55±1,08 34,90±0,80 

Muc2+/++АБ 12,45±3,78 58,72±1,14 26,57±1,54 45,83±2,45 42,50±2,91 

УКК – условное количество клеток 

# - эффект группы, Kruskal-Wallis ANOVA, p<0,05 

* - различия между «Muc2+/+» и «Muc2+/++АБ» p<0,05; Mann-Whitney U-test 
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Приложение №13. Количество бактериальной ДНК у мышей Muc2-/- после 
антибиотиков 

 
Количество бактериальной ДНК в фекалиях мышей Muc2-/-, рожденных с инфекциями 

(нормировано на 28S rRNA ДНК мыши) 
** – p <0,01 отличие от остальных групп, Mann-Whitney U-test 

& и && – различия между группами p <0,05 и p<0,01 соответственно, Mann-Whitney U-test 
### – p <0,001 отличие от остальных групп, Fisher exact test 

 
Количество бактериальной ДНК в фекалиях мышей Muc2-/-, рожденных без инфекций 

(нормировано на 28S rRNA ДНК мыши) 
** – p <0,01 отличие от остальных групп, Mann-Whitney U-test 

& – различия между группами p <0,05 Mann-Whitney U-test 
# – p <0,05 отличие от остальных групп, Fisher exact test 
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Приложение №14. Количество ДНК Tritrichomonas sp. в толстой кишке у мышей 
Muc2-/- после антибиотиков и L-фукозы 

 
* - p<0,05; Mann-Whitney U-test 

# - p<0,05; Fisher Exact Test 


