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液，分别在芽孢杆菌处理试验的第４周、第７周采样，研究灌喂芽孢杆菌后肥胖大鼠肠道菌群结构的变化，以及芽孢杆
菌对粪便中短链脂肪酸和大鼠体质量的影响。结果表明，芽孢杆菌能够显著提高其肠道菌群的多样性，并且对肥胖动

物的体质量控制起到一定的积极作用。
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　　近年来，肥胖人群的数量越来越大，肥胖及由其引起的一
系列疾病已经严重影响到人类的生活质量。尽管有研究证

明，某种类型的肥胖可能和机体的基因突变有关，但是人类的

基因在短时期内很难发生特别大的改变，所以现在研究专家

已经将研究的注意力转移到可能导致肥胖的外界因素

上［１－２］。有“人类第二基因”之称的肠道微生物目前已经成

为研究热点，有研究表明，肠道微生物可以提高宿主从食物中

摄取能量的效率并且能对脂肪代谢起调控作用，最终导致肥

胖的产生［３］。所以，如何通过外界因素影响机体的肠道微生

态进而达到控制肥胖的目的已经成为国际关注的焦点。益生

菌作为肠道益生产品对肠道微生态的影响较大，它能明显改

变肠道的菌群结构，因此，通过益生菌调节肠道微生态来观察

其对肥胖的影响就成为了一个比较热门的研究方向［４－５］。

本试验首先建立大鼠肥胖模型研究肥胖与肠道微生态之

间的关联，然后通过给肥胖大鼠灌喂芽孢杆菌菌悬液，研究芽

孢杆菌对肥胖大鼠肠道微生态、肠道微生物代谢产物（短链

脂肪酸）及其体质量的影响，为研究芽孢杆菌对肥胖动物的

益生作用提供新的依据，对如何通过外源性益生物质调节肥

胖动物的肠道微生态进而对肥胖的影响有重要的研究意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
５０只健康ＳＤ雄性大鼠，体质量１００～２００ｇ，无特定病原

体（ＳＰＦ）等级，由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供；芽
孢杆菌，由华中农业大学生理实验室保存；基础日粮，由同济

医科大学实验动物中心提供；高脂日粮，由 ６０％基础饲料、
１５％猪油、１０％蛋黄粉、８％脱脂奶粉、５％干酪素、２％白砂糖
组成。

１．２　主要试剂与设备
Ｔｒｉｓ饱和酚，北京鼎国昌盛生物科技有限责任公司生产；

ｍａｒｋｅｒ，北京鼎国生物技术有限公司生产；扩增所用引物，生
工生物工程（上海）股份有限公司生产；色谱标准酸，上海化

学试剂有限公司试剂一厂生产；高速低温离心机，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司生产；水浴锅，常州国华电器有限公司生产；电热恒温培

养箱，上海博远实业有限公司生产；ＰＣＲ仪，广东东盛生物科
技有限公司生产；变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）系统（Ｄ－Ｃｏｄｅ），Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司生产；
气相色谱仪（Ｔｒａｃｅ－ＧＣ２０００），美国热电集团生产。
１．３　试验方法
１．３．１　试验动物处理　５０只大鼠于同济医科大学动物实验
中心饲养，肥胖模型建立期间把大鼠随机分成２个组：阴性对
照组（２０只，饲喂基础日粮）、模型组（３０只，饲喂高脂日粮）。
各组自由饮水、采食。以饲喂高脂日粮组大鼠体质量达到正

常大鼠体质量１２０％以上为肥胖模型建立成功的标准［６］。肥

胖模型建立成功后进入芽孢杆菌灌喂期，进入灌喂期再将阴

性对照组分出１０只大鼠作为阴性芽孢杆菌组，将模型组分为
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３组：１０只肥胖模型组、１０只肥胖芽孢杆菌组、１０只肥胖抵抗
组（饲喂奥利司他）。阴性芽孢杆菌组和肥胖芽孢杆菌组在

灌喂期间的灌喂量为每次灌喂芽孢杆菌菌悬液１ｍＬ／只（１×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ），每天灌喂１次，持续４５ｄ。其他各组按相同时
间和相同剂量灌喂蒸馏水。

１．３．２　采样　在肥胖模型建立前首先采集１次大鼠的粪便，
此后每周采集１次各组大鼠的粪便，所有样品立即在－２０℃
冷冻保存备用。

１．３．３　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ分析　参照 Ｇｏｒｄｏｎ等的报道［７］，引物序

列为 ＥＲＩＣ－１：５′－ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＧＡＴＴＣＡＣ－３′，
ＥＲＩＣ－２：５′－ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ－３′，细菌基
因组重复序列ＰＣＲ技术（ＥＲＩＣ－ＰＣＲ）扩增体系如表１所示。

表１　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ扩增体系

体系成分 浓度 体积（μＬ）
１０×ｂｕｆｆｅｒ ２．５
Ｍｇ２＋ ２５ｍｍｏｌ／Ｌ ２
ｄＮＴＰ ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ ２
ＥＲＩＣ－１ １０μｍｏｌ／Ｌ １
ＥＲＩＣ－２ １０μｍｏｌ／Ｌ １
Ｔａｑ酶 ５Ｕ／μＬ ０．５
ｄｄＨ２Ｏ １５
ＤＮＡ模板 ２０ｎｇ／μＬ １
总体积 ２５

　　反应条件：９５℃ ７ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５２℃ １ｍｉｎ，６５℃
８ｍｉｎ，３０个循环；６５℃ １６ｍｉｎ。取１μＬＰＣＲ扩增产物测定
浓度。然后使用 １．５％琼脂糖凝胶在 １８０Ｖ电压下电泳约
５０ｍｉｎ得到相应的图谱，每个样品的上样量约为４００ｎｇ。最
后使用凝胶成像系统对凝胶进行拍照。

１．３．４　粪便中短链脂肪酸（ＳＣＦＡ）的测定　准确称取０．５ｇ
粪便样品于７ｍＬ离心管中，然后加入０．５ｍＬ纯水，涡旋混匀
３ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心２０ｍｉｎ，取０．５ｍＬ上清液于另
一离心管中，加入１００μＬ２５％偏磷酸，混匀３ｍｉｎ，４℃放置
过夜，取出后１５０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心２０ｍｉｎ，取上清液稀释
１００倍后供气相色谱分析［８］。

１．４　数据处理与分析
利用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ ｖ４．４软件将试验所得凝胶上的条带

进行非加权平均距离（ＵＰＧＭＡ）聚类分析、相似度分析等。试
验所得数据采用ＳＰＳＳ１１．０进行统计分析，数据均采用“平均
数±标准误差”表示。

２　结果与分析

２．１　肥胖模型建立结果
由表２可知，与肥胖模型组相比各组大鼠体质量均差异

极显著（Ｐ＜０．０１）。

表２　各处理对大鼠体质量的影响

处理 体质量（ｇ）
肥胖模型组 ５１９．３８±２３．０６
阴性对照组 ４５３．６３±３３．１１

阴性芽孢杆菌组 ４４１．５０±２１．５９

肥胖芽孢杆菌组 ５０３．２５±９．８４

肥胖抵抗组 ４４１．１３±１１．７８

　　注：“”表示与肥胖模型组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ结果
２．２．１　肥胖大鼠肠道微生物的ＥＲＩＣ－ＰＣＲ结果　由图１可
知，建模前、后阴性对照组的主条带并无明显差异，许多明亮

的主条带属于２组共有，但是肥胖模型组的主条带却发生了
比较大的变化，多条原本灰暗的条带在建模成功后变成了明

亮的主条带，并且在建模前、后模型组条带的多样性明显增

多。这说明，肥胖对肠杆菌的影响比较明显，不但可以增高其

多样性，还能增加其数量。

２．２．２　各处理对大鼠肠道微生态影响的ＥＲＩＣ－ＰＣＲ结果　
由图２可知，在芽孢杆菌处理第４周时（图２－ａ），各组条带
的多样性较高，有些明亮的条带所有组均具备，但是不同组之

间的优势条带存在差异。肥胖模型组和肥胖芽孢杆菌组无论

从条带的数目还是条带的亮度上都要优于其他各组。与阴性

对照组相比，肥胖抵抗组明亮条带的数目明显较少。在芽孢

杆菌处理第７周时（图２－ｂ），阴性对照组和肥胖芽孢杆菌组
的条带比较集中，明亮的条带较多，肥胖鼠经芽孢杆菌处理

后，其条带的多样性增加。而肥胖抵抗组条带的数目明显下

降，亮条带也基本消失。这说明，芽孢杆菌对肥胖大鼠肠杆菌

菌群的影响是比较明显的，它能增加其肠杆菌的多样性和数
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量。在这２个时间点，肥胖抵抗组大鼠肠杆菌的多样性和数
量均低于肥胖模型组大鼠。

　　由图３可知，在芽孢杆菌处理第４周时（图３－ａ），阴性
对照组和肥胖芽孢杆菌组大鼠之间的肠杆菌菌群已经开始出

现轻微的差异性。肥胖抵抗组跟阴性对照组相比也表现出一

定的差异性，但不是十分明显。在芽孢杆菌处理第 ７周时
（图３－ｂ），肥胖抵抗组和肥胖芽孢杆菌组之间存在一定的差
异。阴性对照组和肥胖芽孢杆菌组也表现出比较明显的差

异。上述结果表明，肥胖大鼠肠杆菌的菌群结构受芽孢杆菌

的影响比较大，到第７周时，其菌群结构发生的改变已经非常
明显。而肥胖抵抗大鼠肠杆菌的菌群结构与肥胖鼠相比差异

性随时间变化逐渐增大。

２．３　大鼠粪便中ＳＣＦＡ的测定结果
２．３．１　大鼠粪便中ＳＣＦＡ的色谱图分析结果　由图４可知，
与标准品的色谱图相比，各试验组样品色谱图的各个峰之间

没有叠加，分离良好。

２．３．２　试验处理对大鼠粪便中 ＳＣＦＡ的影响及其分析　由
表３可知，阴性对照组粪便中总 ＳＣＦＡ的含量为（１９．５０±
１．９６）μｇ／ｍＬ，其中乙酸的含量最多，丙酸、丁酸的含量次之；
肥胖模型组粪便中ＳＣＦＡ含量为（２５．３３±１．９９）μｇ／ｍＬ，显著
高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５），其中乙酸的含量为（２０．５２±
１．８３）μｇ／ｍＬ，显著高于阴性对照组乙酸的含量（Ｐ＜０．０５）；
另外，与肥胖模型组相比，肥胖抵抗组样品粪便中 ＳＣＦＡ总量
和乙酸的含量均差异极显著（Ｐ＜０．０１），丙酸的含量显著降
低（Ｐ＜０．０５），而丁酸的含量略有升高；肥胖大鼠在芽孢杆菌
作用下其粪便中ＳＣＦＡ的总含量、乙酸、丁酸的含量均有不同
程度的升高，但变化不显著。这些试验结果间接反映出大鼠

肠道厌氧菌菌群的变化情况，大鼠肥胖后其肠道厌氧菌菌群

的结构变化明显，可能是总菌量增加或菌的活性增高；芽孢杆

菌可以改善肥胖大鼠肠道厌氧菌的菌群结构，但是这种作用

—４６１— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１８期



表３　各处理对大鼠粪便中短链脂肪酸的影响

处理
含量（μｇ／ｍＬ）

总ＳＣＦＡ 乙酸 丙酸 丁酸

阴性对照组 １９．５０±１．９６Ａｂ １５．６９±１．６８Ａｂ ２．２８±０．４９Ａａ １．５３±０．２７Ａｂ
肥胖模型组 ２５．３３±１．９９Ａａ ２０．５２±１．８３Ａａ ２．７５±０．６４Ａａ ２．０６±０．５２Ａａ
肥胖芽孢杆菌组 ２７．６８±２．０１Ａａ ２２．２６±１．９０Ａａ ２．７２±０．６１Ａａ ２．７０±０．５７Ａａ
阴性芽孢杆菌组 ２１．０４±１．８８Ａｂ １７．１８±１．３３Ａｂ ３．０６±０．８９Ａａ ０．８０±０．１４Ｂｂ
肥胖抵抗组 １４．９８±１．３９Ｂｃ １１．３１±１．７６Ｂｃ １．３２±０．２１ｂＡｂ ２．３５±０．５４Ａａ

　　注：同列数据不同大、小写字母表示在０．０１、０．０５水平上差异显著。

不明显。另外，与肥胖模型组大鼠相比，肥胖抵抗组大鼠肠道

厌氧菌的数量或活性都明显偏低，说明两者肠道厌氧菌菌群

的结构差异性较大。

４　讨论

本试验结果表明，芽孢杆菌不仅可以改变肥胖大鼠肠道

微生物数量，还能够影响菌群的种类。芽孢杆菌能够增加肠

道菌群结构的多样性，这种调节作用的直接后果就是降低了

肥胖大鼠的体质量，数据显示，给肥胖大鼠饲喂适量的芽孢杆

菌４周后，其体质量明显下降。这说明外源性芽孢杆菌能够
改变肥胖大鼠的肠道菌群结构，增高其菌群多样性并能增加

菌群的数量，通过这种对肠道微生态的调节作用，可以达到控

制其肥胖体质量的目的［９－１０］。进一步说明，外源性芽孢杆菌

和肥胖大鼠内源性肠道菌相互作用可以给肥胖大鼠肠道微生

物的能量代谢带来较大的影响，进而影响体内脂肪的堆积程

度，最终改变了肥胖大鼠的体质量。

肥胖模型组大鼠粪便中各种ＳＣＦＡ的含量均明显高于阴
性对照组，说明在肥胖的形成过程中其粪便中 ＳＣＦＡ的含量
逐渐升高；肥胖抵抗组大鼠粪便中各种 ＳＣＦＡ的含量明显偏
低于肥胖模型组大鼠，说明动物的肥胖程度与其粪便中短链

脂肪酸含量之间呈现一种正相关的关系。这从侧面反映出肥

胖可能改变了肠道厌氧菌群的结构，增加了厌氧菌的数量或

增强了厌氧菌的活性，从而使厌氧菌的代谢产物 ＳＣＦＡ含量
随之增加。其原因可能是高脂饮食的摄入改变了肠道内厌氧

菌的发酵底物，而这种发酵底物正好适合厌氧菌的生活特性，

因此，该发酵产物可能刺激厌氧菌增加了其发酵活性，也有可

能是增加了厌氧菌的总量［１１－１２］。

肥胖与肠道微生态之间有直接的联系，动物肥胖后肠道菌

群结构会发生较大的变化，并有新的优势菌群产生，至于该优

势菌群的种属还有待于做进一步的鉴定；芽孢杆菌能改变肥胖

动物的肠道菌群结构，明显提高其菌群多样性，通过这种调节

作用能够对肥胖动物的体质量控制起到一定的积极影响［１３］。
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