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高脂饮食对菌群人源化小鼠肠道菌群结构的影响
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摘  要：采用高脂饮食建立肥胖菌群人源化(HFA)小鼠模型，研究高脂饮食对HFA小鼠肠道微生态结构的影响，

探讨肥胖、饮食与肠道菌群之间的关系。将20只无菌小鼠接种健康人志愿者的粪便悬液构建HFA小鼠模型后分为

普通组和高脂组，分别用基础饲料和高脂饲料饲喂8周，测定小鼠体质量、血糖血脂以及用PCR-DGGE方法检测肠

道菌群的变化。结果显示：与普通组HFA小鼠相比，高脂组HFA小鼠体质量、肝质量、脂肪组织质量及血清中总

甘油三酯水平显著增加(P＜0.01)，血糖水平也显著增加(P＜0.05)。同时高脂组HFA小鼠肠道微生物多样性指数显

著升高(P＜0.05)，正常优势菌群丰度降低，零时刻时的非优势菌群丰度增加，测序结果表明高脂饮食可能会诱导

HFA小鼠肠道内Staphylococcus lentus、Staphylococcus vitulinus和Shigella flexneri等有害菌生长繁殖。本实验采用高

脂饮食成功建立起肥胖HFA小鼠模型并证实了高脂饮食明显改变HFA小鼠肠道菌群结构。肠道菌群组成和细菌丰度

发生很大变化导致肠道微生态失调，这提示人源性肠道菌群可能参与饮食结构失衡引起的肥胖的发展。
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Abstract：In order to explore the relationship among diet, obesity and intestinal microbiota, high-fat diet was used to 

establish obese human flora-associated (HFA) mouse model to investigate the effect of high fat diet on the structure of 

gut microbiota in HFA mice. Totally 20 pathogen-free mice were inoculated with fecal suspension derived from a healthy 

volunteer to obtain HFA mice. The HFA mice were fed a control or a high-fat diet for 8 weeks. Body weight, blood glucose 

and blood fat were determined and the change in gut microbiota was analyzed by PCR-DGGE. Results showed that body 

weight, liver weight, fat tissue weight and serum total triglyceride level revealed a significant increase (P ＜ 0.01) in the 

high-fat group when compared with the control group. Blood glucose level also increased significantly (P ＜ 0.05) in high-

fat diet-fed HFA mice. The gut bacterial diversity index of the high-fat group significantly increased (P ＜ 0.05). The 

abundance of the dominant bacteria at zero time reduced, but the abundance of bacteria that were not dominant at zero time 

increased. DNA sequencing showed that high-fat diet may induce Staphylococcus lentus, Staphylococcus vitulinus and 

Shigella flexneri to bloom in the gut of HFA mice. An obese HFA mouse model was successfully established by feeding a 

high-fat diet and high-fat diet obviously altered the structure of gut microbiota in HFA mice. The composition and bacterial 

abundance of intestinal flora in high-fat diet-feed HFA mice greatly changed, leading to intestinal dysbacteriosis. It suggests 

that human-derived intestinal flora may be involved in the development of obesity caused by imbalanced dietary profile.
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人体胃肠道内定殖着种类繁多的微生物，主要定殖

在结肠部位，其中包括至少1000多种总数高达1014个细

菌[1]，被看作是人类的“第二基因组”。通过动物模型研

究动物的肠道菌群对动物疾病、健康状况影响的方法已

经得到广泛使用，但要研究人体肠道菌群对人类疾病、

健康状况的影响却比较困难。这是因为用人体进行实验

存在伦理道德风险，而且在人体研究肠道菌群很难控制

饮食、环境及遗传因素导致人志愿者体内的实验结果往

往具有很多不确定性。另外，实验动物的肠道菌群组成

及代谢活性与人体肠道菌群的组成和代谢活性有明显差

异 [2]。因此，利用无菌动物接种人肠道菌群构建的菌群人

源化(human flora-associated，HFA)动物可以为研究人肠

道菌群生态系统及代谢提供一个更好的模型[3]。用HFA动

物来研究某种特定膳食成分的改变对肠道菌群结构的影

响已成为国际研究的重要手段。

肥胖与糖尿病、非酒精性脂肪肝、冠心病、动脉

粥样硬化等多种代谢疾病关系密切，已成为现代社会

重要健康问题之一。肥胖会使肠道内微生态环境发生

改变，硬壁菌门(Firmicutes)细菌的比例增加，拟杆菌门

(Bacteroidetes)细菌丰度降低[4]。肠道菌群影响着宿主的

脂肪代谢和储存以及能量平衡的调控，肠道菌群可能是

在饮食结构变化与遗传体质相互作用下致使肥胖及相关

的代谢性疾病发生的一个重要中间环节。本研究拟用高

脂饮食饲喂HFA小鼠，建立与人类肥胖最为接近的营养

性肥胖模型，借助PCR-DGGE方法探索高脂饮食对HFA

小鼠肠道菌群结构的影响，研究高脂饮食对肠道中哪些

细菌有明显的影响作用，从微生态学角度探讨肠道菌群

在高脂饮食诱导的肥胖发展中的动态变化及其原因，为

以肠道菌群为靶点进行的膳食营养干预提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

基础饲料(热量值382.23kcal/100g)、高脂饲料(基

础饲料75%，猪油15%、蔗糖5%、蛋黄粉5%，热量值

463.93kcal/100g)，均由第三军医大学大坪医院实验动物

中心提供。

V6～V8区细菌引物、酚-氯仿-异戊醇(25:24:1，V/V)、

去离子甲酰胺、尿素 生工生物工程(上海)股份有限公

司；50×Tris-乙酸-EDTA(TAE)缓冲液 上海捷瑞生物

工程有限公司；Premix Taq® Version2.0 (Loading dye mix)    

日本TaKaRa公司；Wilkins-Chalgren厌氧肉汤 英国

Oxoid公司。

Bio-Rad Gel Doc 2000型凝胶成像系统、PTC-200

型PCR仪、DCodeTM Universal  Mutation Detection 

System 美国Bio-Rad公司；高速冷冻离心机 日本

Hittachi公司；超纯水仪 美国Millipore公司；Mini-

BeadbeaterTM、直径为0.5mm的锆珠 美国Bio-Spec

公司；NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer 美国

Thermo Fisher公司；无菌隔离器 苏州市冯氏实验动物

设备有限公司。

1.2 实验动物与处理

1.2.1 HFA小鼠的制备与饲养

20只无菌KM小鼠(3周龄，雌雄各半)第三军医大

学基础部实验动物学教研室提供。收集1位健康志愿者

(女，24岁，无消化道疾病，无代谢性疾病，3月内无服

用抗生素)清晨第1次排出的新鲜粪便，在厌氧无菌条件

下称质量，以质量比1:9加入Wilkins-Chalgren厌氧肉汤稀

释，振荡混匀后获得粪便悬液。将20只无菌KM小鼠灌胃

接种健康志愿者粪便悬液0.3mL，人肠道菌群在小鼠肠道

内定殖3周后获得HFA小鼠[5]。

H F A 小鼠饲育于无菌隔离器中，饲养环境为

20～23℃，湿度为40%～70%，12h光照:12h黑暗。饲料

和垫料均经过60Co-γ 50kGy射线辐照灭菌(第三军医大学

辐照中心)，饮水、鼠笼和饮水瓶等经过高温高压灭菌后

传进无菌隔离器。

1.2.2 HFA小鼠分组与处理

将20只HFA小鼠(6周龄，雌雄各半，体质量(30.1±1.1)g)

随机分为2组：普通组和高脂组，每组10只。普通组饲喂

基础饲料，高脂组饲喂高脂饲料。实验期间小鼠自由摄食

饮水，饲喂8周，每周称量小鼠体质量。以逼迫法采集小

鼠新鲜粪便样品，－80℃保存备用。

1.3 样本采集与分析测试

小鼠眼眶取血后处死，快速解剖取出肝脏组织、脂

肪组织称质量。血清生化指标均由第三军医大学西南医

院检验科检测。

1.4 粪便细菌总DNA的提取 

取50mg粪便样品置于2mL螺口管中，加入700μL

裂解缓冲液(500mmol/L NaCl、50mmol/L Tris-HCl、

50mmol/L EDTA、4% SDS，pH8.0)、250μL 酚-氯

仿 -异戊醇和0 . 2 g锆珠混匀，并将研磨管放入M i n i -

BeadbeaterTM，以最大转速研磨2min，4℃、12000r/min离

心5min后，向上清液中加入250μL 10mol/L乙酸铵，离心

后取上清液用酚-氯仿-异戊醇抽提2次和氯仿提取2次后，

加入异丙醇－20℃放置30min后离心弃去上清，70%乙

醇洗涤沉淀2次，自然风干后，加入50μL无菌ddH2O溶解

DNA沉淀，加入10mg/mL 2μL RNase 37℃孵育15min。取

2μL的DNA溶液于NanoDrop® ND-1000核酸定量仪中测定

DNA纯度及含量。

1.5 PCR-DGGE

以 1 6 S  r R N A的V 6～V 8可变区作为靶标进行

PCR扩增。扩增引物序列为 (上游引物：5 ' -CGCCC
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GGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGG
GGGGAACGCGAAGAACCTTAC-3 ’，下游引物：

5’-CGGTGTGTACAAGACCC-3’)，目的基因片段大小

为489bp。PCR扩增反应体系(25μL)：包括1μL 100ng/μL 
DNA模板、12.5μL Premix Taq、上下游引物(10μmol/L)
各0.5μL，加无菌ddH2O至25μL。采用Touch-down PCR程
序为：94℃预变性5min；94℃变性30s，65℃退火30s，
72℃延伸1min，之后每1个循环退火温度下降0.5℃，

共循环20次；94℃变性30s，56℃退火30s，72℃延伸

8min，10个循环；72℃终端延伸8min。
DGGE使用6%聚丙烯酰胺凝胶，变性梯度为32%～56% 

(100%变性梯度包含40%去离子甲酰胺和7mol/L尿素)。电

泳采用DCodeTM Universal Mutation Detection System，在

恒温60℃ 1×TAE缓冲液中进行，在85V的固定电压下电

泳16h。电泳结束后，进行硝酸银染色并拍照。将DGGE
图谱上特殊条带割胶回收DNA后送生工生物工程(上海)
股份有限公司测序，将测序结果在GenBank数据库中

BLAST，找到亲缘关系最近的已知菌属。

1.6 统计处理

实验数据均以 x±s表示，用SPSS 16.0进行统计学分

析。DGGE凝胶用Quantity One (Bio-Rad)进行相似性分析

和非加权平均距离(UPGMA)聚类分析。

2 结果与分析

2.1 高脂饮食对HFA小鼠体质量及脂肪沉积的影响
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*. 差异显著(P＜0.05)；**. 差异极显著(P＜0.01)。下同。

图 1 普通组和高脂组HFA小鼠体质量变化

Fig.1 Change in body weight of HFA mice from the control and high-

fat-diet groups

由图1可知，与普通组相比，高脂组HFA小鼠体质

量增长显著，在整个实验期间一直保持体质量增长趋

势，而普通组HFA小鼠从第6周开始体质量趋于平稳。

高脂组与普通组小鼠体质量在第3周已经有显著性差异

(P＜0.05)，第4周有极显著性差异(P＜0.01)，经计算第8

周高脂组HFA小鼠平均肥胖度达20.03%，表明高脂饮食

能显著增加HFA小鼠的体质量。

由表1可知，高脂组HFA小鼠肝脏质量、附睾脂肪

垫、腹部脂肪及双肾周脂肪质量均极显著高于普通组

(P＜0.01)，表明高脂饮食能极显著增加HFA小鼠肝脏的

质量，同时显著影响HFA小鼠脂肪的沉积。

表 1 普通组和高脂组HFA小鼠肝质量及脂肪组织质量

Table 1 Liver weight and adipose tissue of HFA mice from the control 

and high-fat-diet groups

组别 肝质量/g 附睾脂肪垫(雄鼠)质量/g 腹部脂肪(雌鼠)质量/g 双肾周脂肪质量/g

普通组 1.36±0.05 0.68±0.11 1.72±0.20 1.21±0.11

高脂组 1.66±0.02** 2.22±0.28** 3.40±0.10** 1.68±0.04**

注：*. 与普通组相比，差异显著(P＜ 0.05) ；**. 与普通组相比，差异极

显著(P＜ 0.01)。下同。

2.2 高脂饮食对HFA小鼠血清生化指标的影响

表 2 普通组和高脂组HFA小鼠血清GLU、TG、TC、L-DLC及

H-DLC的含量  

Table 2 The contents of GLU, TG, TC, L-DLC and H-DLC in serum 

of HFA mice from the control and high-fat-diet groups

组别 GLU浓度/(mmol/L) TG浓度/(mmol/L) TC浓度/(mmol/L) L-DLC浓度/(mmol/L) H-DLC浓度/(mmol/L)
普通组 5.41±0.33 1.21±0.11 2.29±0.24 0.39±0.03 1.64±0.17
高脂组 6.71±0.28* 1.68±0.04** 3.10±0.38 0.49±0.06 2.45±0.31*

由表2可知，高脂组HFA小鼠血清空腹血糖(GLU)、高密

度脂蛋白胆固醇(H-DLC)含量均显著高于普通组(P＜0.05)，

总甘油三酯(TG)含量极显著高于普通组(P＜0.01)，总胆固醇

(TC)含量、低密度脂蛋白胆固醇(L-DLC)含量也均高于

普通组，但差异不显著。高脂饮食能显著提高HFA小鼠

血清中GLU、TG和H-DLC的水平，但是对血清中TC和

L-DLC水平的提高没有显著影响。

2.3 高脂饮食对HFA小鼠肠道菌群的影响 

a1 a2 a3 a4 a5 a6 b1 b2 b3 b4 b5 b6 A1 A2 A3 A4 A5
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A6 B1 B2 B3 B4 B5 B6HD

HD.人志愿者；每组实验取6只小鼠，分别

标记为a1～a6、b1～b6、A1～A6、B1～B6。

图 2 普通组和高脂组HFA小鼠肠道菌群DGGE图谱

Fig.2 DGGE profile of gut microbiota for HFA mice from the control 

and high-fat-diet groups

由图2可知，4、5、6、9号条带在末时刻高脂组中

信号变弱甚至消失，说明高脂饮食导致这几种正常优势

细菌数量减少，测序结果表明4、5、6、9号条带可能均

为Escherichia fergusonii、Escherichia coli、Escherichia 
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albertii、Escherichia coli，相似性分别为98%、98%、

99%和99%(表3)，提示Escherichia sp.是正常HFA小鼠肠

道内正常优势菌群；7、8号条带在末时刻普通组变的很

浅，但在高脂组信号变强，测序结果表明7、8号条带可

能是Shigella flexneri和Citrobacter youngae，相似性分别为

98%和99%，提示高脂饮食能强烈促进这两种细菌在肠道

内的繁殖；1、2、3、10、11号条带仅在高脂组中出现，

提示高脂饮食能诱导促进这几种细菌的生长与增殖。测

序结果表明1、2、3、10、11号条带可能是Staphylococcus 
lentus、Staphylococcus vitulinus、Enterobacter cloacae、
Clostridium populeti、Ruminococcus torques，相似性分别

为100%、99%、98%、90%、92%。

表 3 DGGE图谱中特异条带的测序比对结果

Table 3 Comparison and sequences of specific bands in DGGE profile

条带编号 比对结果 GenBank序列提交号 相似性/%
1 Staphylococcus lentus KC148572 100
2 Staphylococcus vitulinus KC148573 99
3 Enterobacter cloacae KC148574 98
4 Escherichia fergusonii KC148575 98
5 Escherichia coli KC148576 99
6 Escherichia albertii KC148577 96
7 Shigella flexneri KC148578 98
8 Citrobacter youngae KC148579 99
9 Escherichia coli KC148580 99
10 Clostridium populeti  KC148581 90
11 Ruminococcus torques KC148582 92

图3Ⅰ为普通组和高脂组HFA小鼠肠道菌群DGGE图

谱的UPGMA相似性聚类分析图，从聚类分析图上可看

出主要聚为A和B两大簇，其中A簇为末时刻高脂组，B

簇为HD、0时刻普通组、0时刻高脂组及末时刻普通组。

从A簇中可看出饲喂8周后，高脂组内小鼠肠道菌群相似

度为30%～54%。从B簇中可看出，HFA小鼠与人志愿

者肠道菌群的总相似度为34%，HFA小鼠之间相似度为

42%～77%；饲喂8周后普通组HFA小鼠肠道菌群相似度

为53%～77%，明显高于高脂组。PCA分析图(图3Ⅱ)也

很好地说明了这一点，从PCA分析图可看出0时刻普通组

和末时刻普通组以及0时刻高脂组数据大部分密集地聚集

在一起，表明组内及组间相似性较高，而末时刻高脂组

数据和其他组数据明显分开，且组内数据分布较松散，

表明末时刻高脂组个体相似性变低，组内个体之间肠道

菌群差异性变大。

对V6～V8区DGGE图谱进行多样性分析(表4)，结果

表明：在0时刻时，普通组和高脂组HFA小鼠肠道菌群

DGGE图谱中条带数量、Shannon指数、均匀度以及丰富

度均没有显著差异，即0时刻时两组小鼠之间肠道菌群多

样性没有显著差异；当饲喂8周后，高脂组HFA小鼠肠道

菌群DGGE图谱中条带数量、Shannon指数、均匀度以及

丰富度均显著高于普通组(P＜0.05)，即高脂组HFA小鼠

肠道微生态多样性明显高于普通组。

0.30

0.30

0.38

0.47

0.54

0.53
0.34

0.42

0.53

0.61

0.64
0.70

0.77

0.60
0.64

0.54

0.58

0.66
0.71

0.62

0.40 0.60 0.80 1.00

A

B

B6
B3

B1

B2

B5

B4

HD
b5

b4

b6

A6

A1

A3

A5

A4

A2

b1
a5

a4

a6

a3

a2

a1

b3

b2

HD

0.8
0.6
0.4
0.2

0.2

0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
0.4

0.0

2
(

13
.8

6%
)

1 ( 40.11%)

Ⅰ. UPGMA相似性聚类分析；Ⅱ. 主成分分析(PCA)。

图 3 普通组和高脂组HFA小鼠肠道菌群DGGE图谱分析

Fig.3 DGGE profile analysis of gut microbiota for HFA mice from the 

control and high-fat-diet groups

表 4 普通组和高脂组HFA小鼠总菌DGGE图谱多样性指数分析

Table 4 Diversity index based on DGGE profile of HFA mice from the 

control and high-fat-diet groups

组别 饲喂时间 条带数n Shannon指数 均匀度 丰富度

普通组
0周

20.7±1.4 2.68±0.10 0.65±0.02 4.49±0.33

高脂组 22.0±1.1 2.74±0.05 0.66±0.01 5.05±0.27

普通组
8周

23.8±0.3 2.74±0.05 0.66±0.01 5.49±0.07

高脂组 31.5±2.6* 3.01±0.06* 0.72±0.01* 7.33±0.64*

3 讨论与结论

许多因素例如遗传、体力活动、环境以及饮食的选

择都在肥胖的发生发展中发挥了重要的作用[6]，而高脂饮

食诱导是肥胖产生的重要原因。越来越多的研究表明，

肠道菌群在肥胖的发展中扮演了重要的角色[6-9]，因此本

实验利用高脂饮食诱导构建营养性肥胖模型研究肠道菌

群与营养性肥胖之间的联系。利用动物模型模拟人类疾

病是研究人类疾病病因及发病机制的重要方法之一，但

动物与人的肠道菌群和代谢活性有明显差异，因此本实
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验将无菌小鼠接种健康人志愿者粪便构建菌群人源化动

物模型，总相似性为34%，说明HFA动物能部分模拟人

的肠道菌群，可成为比普通动物更具优势的肠道微生态

方面的研究对象。

本实验用高脂饲料饲喂HFA小鼠8周后，HFA小鼠体

质量、肝质量、附睾脂肪垫质量、腹部脂肪质量及双肾

周脂肪质量增加极为显著(P＜0.01)，血清总甘油三酯水

平也显著升高(P＜0.01)，高脂组HFA小鼠呈现出明显的

肥胖状态。人类肥胖判定标准为肥胖度＞20%，本研究

中高脂组HFA小鼠肥胖度达20.03%，达到该判定标准，

表明本研究成功建立营养性肥胖HFA小鼠模型。但是本

实验中高脂组HFA小鼠血清高密度脂蛋白胆固醇水平较

普通组有显著升高(P＜0.05)，这与其他相关的动物实验

结果报道不一致，可能是因为本实验中无菌动物经菌群

人源化后，其高密度脂蛋白胆固醇代谢活性与普通动物

具有一定差异。此外，高脂组HFA小鼠空腹血糖水平显

著升高(P＜0.05)，提示高脂饮食诱导肥胖的同时，有并

发糖尿病的趋向。

本研究中普通组HFA小鼠在饲喂8周后，肠道菌群多

样性没有显著性变化，且组内相似性仍较高，表明正常

饮食可以使HFA小鼠模型的肠道菌群在较长时间内保存

相对稳定。而高脂组HFA小鼠在饲喂8周后，肠道菌群结

构发生了明显变化，主要表现为0时刻时的优势菌群细菌

丰度减少，而0时刻非优势菌群细菌丰度反而增加，组内

个体差异性变大，相似性降低。高脂组总条带数目显著

增加(P＜0.05)，肠道微生物多样性显著增加(P＜0.05)，

提示高脂组HFA小鼠肠道微生物种类可能多于普通HFA

小鼠，这可能与肥胖个体肠道内细菌过度生长可能性较

高有关 [10]。Tumbaugh等[11]比较一对肥胖人类双胞胎和

一对消瘦人类双胞胎的肠道菌群多样性，发现肥胖双胞

胎人类的肠道菌群多样性低于消瘦双胞胎人类，但本实

验中高脂组HFA小鼠肠道菌群多样性反而增加，这可能

是由于人体实验和动物实验的差异性所致，也可能跟菌

群来源不一致有关。从聚类分析图上可看出末时刻的高

脂组数据单独成簇，这与Neyrinck等[12]用高脂饮食诱导

C57bl6/J小鼠的DGGE结果一致，说明经高脂饮食诱导

后HFA小鼠肠道菌群发生偏移。对DGGE图谱上特异条

带进行割胶回收测序，结果表明高脂组HFA小鼠肠道内

Staphylococcus lentus、Staphylococcus vitulinus和Shigella 
flexneri丰度增加，提示这几种肠道菌在高脂饮食环境下

更具有竞争力。Staphylococcus lentus和Staphylococcus 
vitulinus均是葡萄球菌中的一种，属于硬壁菌门，葡萄

球菌是最常见的化脓性球菌。有研究发现Staphylococcus 
lentus具有致病性，致病性实验表明，该分离菌株可引起

实验小鼠的慢性死亡[13]；Shigella flexneri是革兰氏阴性

菌，是人类细菌性痢疾最为常见的病原菌[14]，提示高脂

饮食使肠道中有害菌数量增多。这些结果说明高脂饮食

诱导显著改变HFA小鼠肠道菌群结构，这与国外科学家

所做的HFA小鼠模型相关研究结果一致[15]，也与普通动

物模型的相关研究结果相一致[16-18]。

Cani等[19]提出肠道菌群结构的变化即生态失调参与

了肥胖的发展。肥胖是一种以低度慢性炎症为特征的代

谢性疾病。肠道细菌中革兰氏阴性菌产生的细菌脂多糖

(LPS，又称细菌内毒素)是代谢失调的触发因子。革兰氏

阴性菌细胞壁成分——LPS在细菌死亡后被释放到肠腔

内，并通过破损的肠道黏膜进入血液，与机体免疫巨噬

细胞的表面蛋白受体CD14结合，激活免疫细胞表达出更

多的炎症因子，从而加重机体慢性炎症 [20]。也有研究者

认为肠道菌群结构失调后通过NF-κB/IKKβ和JNK等途径

促进炎症细胞因子的分泌，引发慢性炎症，从而诱导肥

胖的产生[21]。 

综上所述，本研究结果显示高脂饮食可成功建立营

养性肥胖HFA小鼠模型，同时证实高脂饮食明显改变了

HFA小鼠肠道菌群结构，肠道菌群组成和细菌丰度发生

很大变化，导致肠道微生态失调，提示人源性肠道菌群

可能参与饮食结构失衡引起的肥胖的发展。
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