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[摘　 要] 　 目的　 利用微生物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术研究高脂血症豚鼠肠道菌群的变化情况ꎮ 方法　 豚鼠随机分为

对照组和模型组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 高脂喂养 ８ 周复制高脂血症模型ꎮ 第 ８ 周末测定豚鼠血清总胆固醇(ＴＣ)、甘油三酯

(ＴＧ)、低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬＣ)和高密度脂蛋白胆固醇(ＨＤＬＣ)水平ꎻ剖取肝脏、主动脉和结肠ꎬＨＥ 染色观察

肝脏、主动脉和结肠组织形态学变化ꎻ１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序检测豚鼠肠道内容物微生物组成和比例的变化情况ꎮ 结果　
与对照组相比ꎬ模型组豚鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 和 ＨＤＬＣ 水平均显著升高(Ｐ<０.０１)ꎻ组织形态学显示ꎬ模型组豚鼠均

出现重度脂肪肝病变ꎬ但仅 １ 只模型组豚鼠出现少量泡沫细胞聚集ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列分析显示ꎬ与对照组相比ꎬ
在门分类学水平上ꎬ模型组豚鼠肠道互养菌门细菌比例显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ在属分类学水平上ꎬ模型组豚鼠肠道毛

螺旋菌 ＮＫ４Ａ１３６、瘤胃球菌、幽门螺杆菌、Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ、Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ 和 Ｃａｌｄｉｃｏｐｒｏｂａｃｔｅｒ 细菌比例显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
依赖杆菌、毛螺旋菌 ＸＰＢ１０１４、锥形杆菌和 Ｅｎｔｅｒｏｒｈａｂｄｕｓ 细菌比例明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 高脂血症豚鼠肠道

菌群的组成及比例发生了明显变化ꎮ 该实验结果为基于肠道菌群研究高脂血症作用机制奠定了理论基础ꎮ
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ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ.

　 　 高脂血症是体内脂质代谢紊乱而引发的临床

常见病症ꎬ是脂肪肝[１]、动脉粥样硬化[２￣３] 等疾病的

主要诱因ꎮ 高脂饮食是高脂血症的独立危险因

素[４]ꎬ肠道作为食物消化吸收的主要器官ꎬ其重要

组成成分肠道菌群ꎬ在高脂血症发生发展过程所起

的作用越来越受到人们的重视[５￣７]ꎮ
１６Ｓ 核糖体 ＤＮＡ(１６Ｓ ｒＤＮＡ)是编码原核生物

核糖体 ＲＮＡ 相对应的 ＤＮＡ 序列ꎬ能揭示微生物的

特征核酸序列ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序是指对环境样本

１６Ｓ ｒＤＮＡ 高变区进行聚合酶链反应 ( ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)扩增ꎬ然后对 ＰＣＲ 产物进行高

通量测序的一种技术ꎬ可对特定环境下的微生物种

类和丰度进行有效的鉴定ꎮ 相比于传统细菌培养

的鉴定方法ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术具有快速、准确、灵
敏度高的特点ꎮ

由于豚鼠血浆脂质构成和脂代谢特征与人类

存在诸多相似之处[８]ꎮ 本实验选用豚鼠为研究对

象ꎬ通过高脂喂养复制豚鼠高脂血症模型ꎮ 利用微

生物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术测定豚鼠肠道菌群的变

化ꎬ从肠道菌群角度探讨高脂血症的发病机制ꎬ为
临床治疗奠定实验基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

白化豚鼠ꎬ普通级ꎬ雄性ꎬ体重 ２５０ ~ ３００ ｇꎬ８０ ~
９０ 天ꎬ购自北京隆安实验动物养殖中心[许可证号:
ＳＣＸＫ(京)２０１４￣０００３]ꎮ
１.２　 主要试剂与仪器

粪便 ＤＮＡ 提取试剂盒(德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司)ꎬ高
保真 ＤＮＡ 聚合酶(美国 ＫＡＰＡ 公司)ꎬ核酸定量分

析试剂盒(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ高敏 ＤＮＡ 试剂盒

(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎬＭｉＳｅｑ 试剂盒 ｖ２、ｖ３(美国 Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａ 公司)ꎬ离子 ＰＧＭ Ｈｉ￣Ｑ ＯＴ２ 试剂盒(美国 Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈ 公司)ꎮ 日立 ７０８０ 全自动生化仪(日本积水医

疗科技有限公司)ꎬ显微镜 (日本 Ｎｉｋｏｎ 公司)ꎬ
ＭｉＳｅｑ 测序仪(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司)ꎮ
１.３　 动物模型复制与分组

豚鼠普通饲料适应性饲养 ７ 天后ꎬ随机分为两

组:对照组和模型组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 对照组给予普通

饲料ꎬ模型组给予高脂饲料(配方:０. ５％胆固醇 ＋
１０％猪油＋８９.５％基础饲料)ꎬ豚鼠自由饮水摄食ꎬ共
８ 周ꎮ

１.４　 血清脂质水平测定

第 ８ 周末各豚鼠禁食不禁水 １６ ｈꎬ４５ ｍｇ / ｋｇ 戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉ꎬ腹主动脉取血ꎬ静置 ３０ ｍｉｎ
后ꎬ２５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 取血清ꎮ 全自动生化分

析仪(Ｈｉｔａｃｈｉ ７０８０ꎬＪａｐａｎ)测定豚鼠血清中总胆固

醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ)、 甘油三酯 ( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬ
ＴＧ)、低密度脂蛋白胆固醇( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＬＤＬＣ) 和高密度脂蛋白胆固醇 ( ｈｉｇｈ￣
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＨＤＬＣ)的含量ꎮ
１.５　 组织形态学检测

剖取豚鼠肝脏、主动脉和结肠于 １０％甲醛固定

液固定ꎬ用石蜡包埋后切成 ５ μｍ 厚度的切片ꎬ脱水

后进行 ＨＥ 染色ꎮ 显微镜观察并采图ꎮ
１.６　 肠道微生物 ＤＮＡ 的提取、扩增及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的

高通量测序

剖取各豚鼠结肠内容物ꎬ抽提肠道菌群 ＤＮＡ 并

采用 Ｑｕｂｉｔ ２.０ 和 ０.８％琼脂糖凝胶电泳进行质检ꎮ
按照实验操作说明对纯化的基因组 ＤＮＡ 进行两轮

ＰＣＲ 扩增ꎬ完成测序样本文库构建ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 检测

合成扩增的引物上游 ５′￣ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧ
ＣＡ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ￣３′ꎮ
按照 ＭｉＳｅｑ 用户指南准备测序试剂ꎬ采用双末端测

序程序进行测序并进行相应数据分析ꎮ
１.７　 统计学方法

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０ 软件处理数据ꎬ计量

资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组均数间的比较应用 ｔ 检验ꎬＰ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 高脂喂养对豚鼠血脂水平的影响

与对照组相比ꎬ模型组豚鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ
和 ＨＤＬＣ 水平均显著升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０１ꎻ表 １)ꎮ

表 １. 高脂喂养对豚鼠血脂水平的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｏｆ
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)

分组
ＴＣ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＴＧ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＬＤＬＣ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＨＤＬＣ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

对照组 ０.９０６±０.１３５ ０.１７２±０.０４２ ０.７９６±０.１０９ ０.０５０±０.０１１

模型组 ８.７０９±１.１５２ａ ０.３７３±０.１０４ａ ４.０９１±０.６２８ａ ０.２２１±０.０８０ａ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ
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２.２　 高脂喂养对豚鼠肝脏、主动脉弓及结肠病理形

态学的影响

对照组肝组织排列好ꎬ细胞分界清ꎬ肝索结构

清晰ꎬ排列整齐ꎻ模型组肝组织均呈重度脂肪变ꎬ累
及整个小叶ꎬ空泡较大ꎬ均匀一致ꎬ弥漫性分布(图
１)ꎮ

对照组主动脉内膜光滑、完整、无损伤ꎬ腔内无

血栓形成ꎻ模型组仅 １ 只豚鼠出现主动脉内膜增厚ꎬ
内膜下见少量泡沫细胞聚集(图 １)ꎮ

对照组结肠上皮均完整ꎬ未见糜烂和溃疡ꎻ模
型组结肠未见显著改变(图 １)ꎮ

图 １. 高脂喂养对豚鼠肝脏(左)、主动脉(中)和结肠(右)病理组织学的影响　 　 上图为对照组ꎬ下图为模型组ꎮ 蓝色箭头为脂肪空

泡ꎬ红色箭头为少量泡沫细胞聚集ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ(ｌｅｆｔ)ꎬ ａｏｒｔａ(ｍｉｄｄｌｅ) ａｎｄ ｃｏｌｏｎ(ｒｉｇｈｔ) ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

２.３　 高脂喂养对豚鼠肠道微生态构成及分布丰度

的影响

测序结果显示豚鼠肠道微生物主要包括 ８ 个菌

门:厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、疣
微菌门(Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ)、螺旋菌门(Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ)、变

形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、蓝菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、糖化细

菌门(Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ)和互养菌门(Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ)ꎮ
２.３.１ 高脂喂养对豚鼠肠道菌群门层次各物种组成

的影响　 　 与对照组相比ꎬ模型组互养菌门细菌比

例显著增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. 高脂喂养对豚鼠肠道菌群各物种组成比例在门分类学水平上的影响(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为门层次物种分类的柱状聚集图ꎻＢ 为门层

次物种统计学分析柱状图ꎻＣ 为门层次 ｈｅａｔｍａｐ 图ꎬｈｅａｔｍａｐ 图是用颜色反应不同样本的菌群组成ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ(ｎ＝ ５)
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２.３.２　 高脂喂养对豚鼠肠道菌群属层次各物种组

成的影响 　 　 与对照组相比ꎬ模型组毛螺旋菌

ＮＫ４Ａ１３６、瘤胃球菌、幽门螺杆菌、Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ、 Ａｌ￣
ｌｏｂａｃｕｌｕｍ 和 Ｃａｌｄｉｃｏｐｒｏｂａｃｔｅｒ 细菌比例显著降低(Ｐ<

０.０５ 和 Ｐ<０.０１)ꎬ依赖杆菌、毛螺旋菌 ＸＰＢ１０１４、锥
形杆菌和 Ｅｎｔｅｒｏｒｈａｂｄｕｓ 细菌比例明显升高(Ｐ<０.０５
和 Ｐ<０.０１ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. 高脂喂养对豚鼠肠道菌群各物种组成比例在属分类学水平上的影响(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为属层次物种分类的柱状聚集图ꎻＢ 为属层

次物种统计学分析柱状图ꎻＣ 为属层次 ｈｅａｔｍａｐ 图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ(ｎ＝ ５)

３　 讨　 论

高脂喂养豚鼠 ８ 周成功复制了高脂血症模型ꎬ
模型组豚鼠均出现重度脂肪肝病变ꎬ但仅 １ 只模型

组豚鼠出现少量泡沫细胞聚集ꎮ 高脂饮食能明显

改变豚鼠肠道菌群的组成及比例ꎮ
本实验结果发现ꎬ与对照组相比ꎬ模型组豚鼠

血清 ＴＣ、ＬＤＬＣ 及 ＴＧ 显著升高的同时 ＨＤＬＣ 水平

也有所上升ꎬ该结果与李金莲[９] 实验结果一致ꎮ 原

因分析如下:一方面ꎬ血清 ＨＤＬＣ 水平只能反映

ＨＤＬ 中胆固醇的含量ꎬ并不能反应 ＨＤＬ 在高脂血

症中的代谢情况及在其中发挥的作用[１０]ꎻ另一方

面ꎬＨＤＬ 包括多个亚类ꎬ各亚类颗粒大小不同ꎬ且在

胆固醇逆向转运中的作用相差较大[１１]ꎮ 研究发现ꎬ

在各类高脂血症患者血清中ꎬ小颗粒的 ＨＤＬ 亚类增

加ꎬ大颗粒的 ＨＤＬ 亚类含量减少[１２]ꎮ 本实验发现

高脂喂养豚鼠血清 ＨＤＬＣ 水平升高ꎬ因此我们推测

ＨＤＬＣ 升高的同时各 ＨＤＬ 亚类也可能发生一定的

变化ꎬ弄清这些亚类的具体变化情况ꎬ有利于我们

更加深入地认识 ＨＤＬ 在高脂血症中的作用ꎮ
豚鼠与人类有很多相似之处[１３]ꎬ如主要的循环

胆固醇均为 ＬＤＬＣꎬ具有胆固醇酯转运蛋白、脂蛋白

脂肪酶和胆固醇酰基转移酶ꎬ因此豚鼠被认为是复

制动脉粥样硬化的理想模型ꎮ 但是本研究结果发

现ꎬ高脂喂养 ８ 周后ꎬ模型组豚鼠全部出现高脂血症

和非酒精性脂肪肝ꎬ但是仅 １ 只出现主动脉内膜下

少量泡沫细胞聚集ꎬ提示相比于用于动脉粥样硬化

造模ꎬ豚鼠有可能更适用于研究脂质代谢和非酒精
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性脂肪肝ꎬ该结论与 Ｙｅ 等[１４] 课题组的研究结论

相仿ꎮ
本实验采用微生物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序技术

对豚鼠肠道内容物进行分析ꎬ结果发现高脂饮食豚

鼠互养菌门细菌比例明显增加ꎮ 互养菌门为条件

致病菌ꎬ与牙周炎发病密切相关ꎮ Ｗｕ 等[１５] 发现大

鼠急性心肌梗死术后 ７ 天粪便中互养菌门丰度显著

增加ꎬ相关机制可能与肠道血流和通透性改变有

关ꎮ 在属分类学水平上ꎬ模型组豚鼠 Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ 比

例显 著 下 降ꎬ 这 与 研 究 报 道 的 高 脂 饮 食 对

Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ 的抑制作用相符[１６￣１８]ꎮ 此外ꎬＣｈｅｎ 等[１９]

高脂喂养 ＳＤ 大鼠 ２８ 天ꎬ发现其粪便瘤胃球菌水平

与血清 ＴＧ 水平呈正相关ꎬ与本实验结果相反ꎻＳｈａｏ
等[２０]高脂喂养 ＳＤ 大鼠 ２８ 天ꎬ粪便中 Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ 水
平明显升高ꎬ也与本研究结果相反ꎮ 可能的原因

为:实验动物种属不同ꎬ不同动物种属自身携带的

菌群和易感菌群也不同ꎬ所以高脂饮食干预后肠道

菌群变化也不同ꎮ
本实验所用豚鼠虽为普通级豚鼠ꎬ但是符合国

家级实验动物等级质量标准ꎬ遗传背景清晰ꎻ购来

后ꎬ饲养环境要求严格ꎬ室温控制在 ２０~２５ ℃范围ꎬ
相对湿度控制在 ４０％~７０％范围ꎬ１２ ｈ 光照ꎬ１２ ｈ 黑

暗ꎮ 且实验符合随机、对照、重复原则ꎬ所以实验所

得数据具有可靠性及一定的参考意义ꎮ
本研究验证了肠道菌群与高脂血症的密切关

系ꎬ并且为基于肠道菌群研究高脂血症的机制提供

了理论依据ꎮ 但是变化的肠道菌群影响机体脂质

代谢的具体机制仍需深入研究ꎮ
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