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［摘要］ 目的  探讨双歧杆菌是否通过改变肠道菌群，减少肠道局部炎症，调节系统性炎症，从而减轻高脂饮食诱导

的 C57BL/6 小鼠的非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD）。方法 将 32 只雄性 C57BL/6 小鼠作

为实验动物，分为对照饲料组、对照饲料加双歧杆菌干预组、高脂饲料组和高脂饲料加双歧杆菌干预组，每组分 2 笼，每笼

4 只。检测小鼠血清糖脂代谢及肝功能水平。通过油红 O 染色和苏木精 - 伊红（H-E）染色评估小鼠肝脏脂肪变性情况。采

用实时荧光定量 PCR 检测小鼠回肠、结肠组织中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 6(IL-6) 和肠黏膜闭锁小带蛋白

1(zonula occludens 1,ZO-1)、紧密连接蛋白（occludin）的表达。通过 Illuminate Miseq 平台微生物多样性测序检测小鼠粪便

中肠道菌群的结构变化。结果 高脂饲料加双歧杆菌干预组 C57BL/6 小鼠肝脏脂肪变性程度明显低于高脂饲料组。与高脂

肪饲料组相比，高脂饲料加双歧杆菌干预组炎症因子 TNF-α、IL-6 表达明显下降，肠道炎症减轻。与对照饲料组相比，高脂

饲料组肠道菌群物种丰度和多样性减少，存在肠道菌群改变。主成分分析（PcoA）及非度量尺度分析（NMDS）结果显示，

疾病模型组与阴性对照组肠道菌群构成分隔较远，构成上存在显著差异。菌属差异分析表现为高脂组拟杆菌门增多，厚壁

菌门减少，拟杆菌属增多。结论 双歧杆菌可显著减少高脂饮食诱导的 C57BL/6 小鼠 NAFLD 的肝脏脂肪变性程度和肠道

炎症程度，双歧杆菌干预可引起 C57BL/6 小鼠肠道菌群结构的明显改变，降低小鼠肠道微生物的多样性。双歧杆菌的改善

NAFLD 作用可能与其改变宿主的肠道菌群结构组成有关。

［关键词］ 非酒精性脂肪性肝病；双歧杆菌；肠道菌群
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Effects of bifidobacteria on high-fat diet-induced non-alcoholic fatty liver disease in C57BL/6 mice
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［  Abstract ］ Objective To explore whether bifidobacteria attenuates high-fat diet-induced non-alcoholic fatty liver 
disease (NAFLD) in C57BL/6 mice by altering the gut microbiota, reducing local intestinal inflammation, and modulating systemic 
inflammation. Methods 32 male C57BL/6 mice were randomly allocated into four groups: common feed group, common feed 
group with bifidobacteria, high fat diet group, high fat diet group with bifidobacteria, each group is divided into 2 cages, 4 for each 
cage. Serum glucose and lipid metabolism and liver function levels in mice were detected. Mouse liver steatosis was assessed by 
Oil red O staining and hematoxylin-eosin (H-E) staining. Expression of TNF-α, IL-6, ZO-1 and occludin in mouse ileum and colon 
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非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD）是慢性肝病的首要病因［1］，在肥胖

人群中，NAFLD发病率可高达 75%，在全球范围内

NAFLD人群所占比例达 15%～30%［2］。随着肥胖及

其相关代谢综合征全球化的流行趋势，该病在我国

患病率逐年升高。如何预防和治疗NAFLD 是近年

来大量研究者的关注热点之一［3］。

肠道微生物对人体的健康起到了至关重要的

作用［4-6］。不仅基础状态下肠道菌群的组成与疾病的

发生风险相关，肠道菌群的失衡与消化疾病、心血

管疾病、神经系统疾病等的发生密切相关［7-8］。肠道

微生态与NAFLD 的发生发展关系密切。Buchman
等［9］发现，基础状态下，变形菌门（尤其是Gamma变

形菌亚类）含量较高，与发生脂肪肝的风险较低相

关，而基础状态下丹毒丝菌纲（硬壁菌门的成员）含

量较高与脂肪肝的高风险相关。与单纯性脂肪变性

患者和健康对照者相比，非酒精性脂肪性肝炎（non-
alcoholic steatohepatitis，NASH）患者的拟杆菌门数

量显著降低，对体质指数（BMI）进行校正后也如

此。同时，与单纯性脂肪变性组相比，NASH患者的

毛螺旋菌科种数量增加，然而在对BMI和脂肪摄入

量进行校正后，这种差异的显著性丧失［10］。相比对

照组，NASH和肥胖患者中观察到硬壁菌门和拟杆

菌门数量降低，但NASH患者和肥胖患者的拟杆菌

门和硬壁菌门的丰度相似。NASH组中大肠杆菌的

增加可能导致乙醇水平升高，因为这些微生物能够

产生乙醇［11］。Zhang等［12］发现，NASH患者的肠道双

歧杆菌和乳酸杆菌数量明显低于对照组，而肠杆菌

和肠球菌病原菌数量明显高于对照组。

近年来，基因组学和代谢组学的发展为调节肠

道菌群防治NAFLD 的思路提供了可行性［13-14］。因

此，利用基因、代谢组学的分析方法，从中突破寻求

NAFLD防治新方案值得深入。

tissue by real time PCR .Gut microbiota profiles were established through 16SrRNA amplicon sequencing. Results The degree 
of liver steatosis in C57BL/6 mice in the bifidobacteria intervention group was significantly lower than that in the high-fat diet-fed 
group. The expression of inflammatory factors TNF-α and IL-6 in the bifidobacteria intervention group was significantly decreased. 
The species abundance and diversity of gut microbiota was decreased in NAFLD group. The results of PcoA and NMDS showed 
that there were significant differences in the composition of the flora among the groups. The gut microbial structure was changed, 
and abundance of Firmicutes was increased significantly after treated with bifidobacteria. Conclusion Taken together, these data 
suggest that bifidobacteria has a protective effect on NAFLD via changing the components of gut microbiota.

［ Key Words ］ non-alcoholic fatty liver disease; bifidobacteria; gastro intestinal microbiome

1 材料与方法

1.1 试验模型的建立 C57BL/6小鼠32只，8 周龄，

SPF 级，体质量（20±2）g，购自上海 SLAC 实验

动物有限公司。置于 12 h 的光照下循环和温度控

制的环境。于复旦大学实验动物部 SPF 级饲养。

动物饲养温度（22±2）℃。通过西方高脂饮食建

立小鼠 NAFLD 模型。高脂肪饮食 (Research Diet 
D12492）和对照饮食（对照标准饲料 TP26338，
南通特洛菲饲料科技有限公司）喂养小鼠 24 周后

处死，取肝脏行病理检测判断脂肪肝模型建立是否

成功。小鼠进入动物房后适应性喂养 1 周，然后随

机进行分组：对照饲料组（NC 组）、对照饲料加

双歧杆菌干预组（NB 组）、高脂饲料组（HF 组）、

高脂饲料加双歧杆菌干预组 (FB组 )，每组分 2笼，

每笼饲养 4 只。每只小鼠每天进行双歧杆菌菌液

（含双歧杆菌 1×109 CFU /mL）灌胃 200 μL/d，
菌液现用现配，直至实验结束。

1.2 标本采集 每周记录 1 次小鼠体质量及进食

量，干预周期为 24 周。采集标本前 1 d 晚上开始

禁食，自由进水。小鼠称重后，以5%（0.1 mL/10 g） 
水合氯醛腹腔注射麻醉。用摘眼球法采血至 EP 管

中，随后用脱颈椎法处死小鼠。立即取出肝脏称

重，计算肝脏指数（肝脏质量 / 体质量）并放入冻

存管并置入液氮罐内，同时取结肠、粪便冻存。

EP 管中的血液静置 2 h 后分离血清（4 000 r/min
离心 15 min）用于后续实验。

1.3 血清学检测 使用南京建成生物工程研究所

试剂盒检测小鼠谷氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸

转氨酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、γ- 谷氨酰

转肽酶（GGT）、血清葡萄糖、血清总胆固醇和

血清三酰甘油。

1.4 病理学检测 小鼠处死后肝脏、回肠和结肠

组织用 10% 甲醛固定。常规脱水、包埋、切片后
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制成石蜡切片，并用苏木精 - 伊红（H-E）染色。 
肝脏组织用油红 O 和 Masson 三色（Sigma-Aldrich 
公司，美国）染色评估脂肪变性程度。回肠及结肠

组织进一步行闭锁小带蛋白 1(zonula occludens 1，
ZO-1)、紧密连接蛋白（occludin）免疫组化检测。

切片的每个位点观察 5 个高倍镜视野（×400），

分别计数阳性细胞的百分率（0～5%：0 分；6～ 

25%：1 分；26～50%：2 分；50%：3 分），染色

强度（0～3 分），阳性率 × 着色强度＝免疫组化

积分。并予以油红 O 染色液染色观察脂肪变性情

况。按照 Masson 三色法步骤来染色，观察组织中

纤维化情况。

1.5 实时荧光定量 PCR 通过实时荧光定量 PCR
方法测定肠道组织中 occludin、ZO-1、TNF-α、
白细胞介素 6（IL-6）的基因表达水平。从小鼠

回肠和结肠组织提取总 RNA（Takara Bio 公司，

日 本），测 定 浓 度 后 使 用 SYBR Premix Ex Taq 
(Takara 公司，日本）进行逆转录，使用 ABI PRISM 
7,500 实时荧光定量 PCR 进行扩增，采用两步法

PCR 反应。反应混合物为在 95 ℃下孵育 300 s， 
然后进行 35 倍放大，95 ℃ 下 30 s、60 ℃ 下 30 s 和 
72 ℃ 下 30 s 的循环。设定同样的荧光阈值，采用相

对定量方法用来确定经过不同处理的样品目标转录

本之间的表达差异，结果用 2−ΔΔCt 方法计算。

1.6 Illumina Miseq 测序 采用 Miseq 对肠道菌群

进行分析，寻找优势菌种，并应用实时荧光定量

PCR 检测高脂组及对照组粪便肠道菌群数量及优

势菌群的差异。步骤如下，（1）基因组DNA抽提：

完成基因组 DNA 抽提后，利用 1% 琼脂糖凝胶电

泳检测抽提的基因组 DNA。（2）PCR 扩增：PCR 
采用 TransGen AP221-02，TransStart Fastpfu DNA 
Polymerase；PCR 仪采用 ABI GeneAmp® 9700 型；

全部样本按照正式实验条件进行，每个样本 3 个重

复，将同一样本的 PCR 产物混合后用 2% 琼脂糖凝

胶电泳检测，使用 AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒

（Axygen公司）切胶回收PCR产物，Tris_HCl洗脱；

2% 琼脂糖电泳检测。（3）荧光定量：参照电泳

初步定量结果，将 PCR 产物用 QuantiFluor ™ -ST 
蓝色荧光定量系统（Promega 公司）进行检测定

量，之后按照每个样本的测序量要求，进行相应比

例的混合。（4）Miseq 文库构建：连接“Y”字

形接头；使用磁珠筛选去除接头自连片段；利用

PCR 扩增进行文库模板的富集；氢氧化钠变性，产

生单链 DNA 片段。（5）Miseq 测序：DNA 片段

的一端与引物碱基互补，固定在芯片上；另一端随

机与附近的另外一个引物互补，也被固定住，形成

“桥”；PCR 扩增，产生 DNA 簇；DNA 扩增子线

性化成为单链。加入改造过的 DNA 聚合酶和带有

4 种荧光标记的 dNTP，每次循环只合成 1 个碱基；

用激光扫描反应板表面，读取每条模板序列第 1 轮

反应所聚合上去的核苷酸种类；将“荧光基团”和

“终止基团”化学切割，恢复 3＇端黏性，继续聚合

第 2 个核苷酸；统计每轮收集到的荧光信号结果，

获知模板 DNA 片段的序列。（6）生物信息分析。

1.7 统计学处理 采用 SPSS19.0 软件进行统计分

析，近似正态分布的定量资料采用 x±s 表示。应

用析因设计方差分析进行统计高脂因素及双歧杆

菌因素的作用，多组间样本均数比较采用 ANOVA
方差分析进行检验，组间两两比较，如符合方差齐

性，采用 Bonferroni 方法进行检验，如方差不齐，

采用 Tamhane 方法进行检验。检验水准（α）为

0.05。 

2 结 果

2.1 双歧杆菌对小鼠进食量及体质量的影响 经

24 周西方高脂饲料饮食造模，结果（图 1）显示：

高脂饲料组小鼠摄入量明显比对照饲料组多，但高

脂饲料模型组间，双歧杆菌灌胃组摄入量及能量

不变，小鼠体质量显著减轻。从体质量上可看出

双歧杆菌对西方高脂饮食引起的NAFLD 有减轻

体质量作用（图 1）。结果（图 1、图 2）显示，

模型组小鼠肝脏质量明显增加（P＜0.001），经双

歧杆菌灌胃处理后可显著减轻高脂组肝脏质量。

2.2 小鼠空腹血糖及血脂情况 结果（图 3）显

示：高脂组小鼠血糖及血清总胆固醇升高，经双歧

杆菌干预后，血糖及血清总胆固醇有下降趋势，血

清三酰甘油各组间差异无统计学意义。

2.3 检测小鼠血清转氨酶 结果（图 4）显示：

高脂饮食 NAFLD 造模组小鼠 ALT、AST、GGT、
ALP 显著升高（P＜0.001），经双歧杆菌干预后，

AST 显著下降，差异有统计学意义（P＜0.001），

ALT、GGT、ALP 双歧杆菌干预组比高脂饲料组

下降趋势，提示双歧杆菌可改善 NAFLD 的肝功能 
损伤。
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2.4 肝 脏 H-E 染 色、 油 红 O 染 色 和 Masson 染

色 结果（图 5）显示：对照饲料组、对照饲料加

双歧杆菌干预组肝细胞未见变性，汇管区未见炎

症。而高脂饲料组肝脏肝细胞出现脂肪变性，肝细

胞变性程度为重度，汇管区未见炎症，而高脂饲料

加双歧杆菌干预组肝细胞也存在脂肪变性，但变性

程度为轻至中度，汇管区未见炎症。高脂组油红 O
染色见高脂组内大量脂滴形成，伴空泡变性，经双

歧杆菌干预后，肝脏内脂滴显著减少。Masson 染

色结果显示，高脂饲料 NAFLD 疾病模型组出现纤

维化条索，而经双歧杆菌干预后高脂组无纤维化。

图 1 生长曲线图及肝脏质量图 
NC组：对照饲料组；NB组：对照饲料加双歧杆菌干预组；HF组：高脂饲料组；FB组：高脂饲料加双歧杆菌干预组。 

ns：P＜0.05；***P＜0.001。

图 2 肝脏大体图

NC组：对照饲料组；HF组：高脂饲料组；NB组：对照饲料加双歧杆菌干预组；FB组：高脂饲料加双歧杆菌干预组。

图 3 血糖及血脂图

NC组：对照饲料组；HF组：高脂饲料组；NB组：对照饲料加双歧杆菌干预组；FB组：高脂饲料加双歧杆菌干预组。

图 4 双歧杆菌干预后转氨酶变化

NC组：对照饲料组；HF组：高脂饲料组；NB组：对照饲料加双歧杆菌干预组；FB组：高脂饲料加双歧杆菌干预组。ALT：谷
氨酸转氨酶；AST：天冬氨酸转氨酶；ALP：碱性磷酸酶；GGT：γ-谷氨酰转肽酶。***P＜0.001。
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图 5 肝脏病理及油红 O 染色、Masson 染色

NC 组：对照饲料组；HF 组：高脂饲料组；NB 组：对照饲料加双歧杆菌干预组；FB 组：高脂饲料加双歧杆菌干预组。Original 
magnification：×200。

图 6 回肠、结肠病理图

NC 组：对照饲料组；HF 组：高脂饲料组；NB 组：对照饲料加双歧杆菌干预组；FB 组：高脂饲料加双歧杆菌干预组。Original 
magnification：×200。

2.5 肠道功能检测 回结肠病理NC 组、NB 组黏

膜层，黏膜下层和肌层均无明显炎症，而FB 组黏膜

层及黏膜下层均有轻至中度炎症，肌层未见炎症，

HF组黏膜层中度炎症（图 6）。ZO-1 和 occludin
的PCR 检测结果（图 7）显示：结肠和回肠组织

内HF 组 occludin 及ZO-1 减少，提示NAFLD 组结

肠和回肠组织均存在肠道黏膜屏障的损害，而FB组

中，ZO-1 和 occludin 均有不同程度的升高，提示双

歧杆菌可通过改善肠黏膜屏障来发挥对NAFLD 的

保护作用。检测结肠及回肠组织中TNF-α和 IL-6
表达，结果显示高脂饲料组肠道炎症因子显著升

高，而高脂饲料加双歧杆菌干预组升高不显著。

图 7 肠道屏障及炎症指标

NC组：对照饲料组；NB组：对照饲料加双歧杆菌干预组；HF组：高脂饲料组；FB组：高脂饲料加双歧杆菌干预组。

α
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2.6 高通量检测各组间肠道菌群差异 结果（图

8A）显示：此次检测深度足够。高脂组肠道菌群

多样性下降，经双歧杆菌干预后，可恢复肠道菌

群多样性（图 8B）。图 8C 和图 8D 显示各组间

肠道菌群存在显著差异，高脂饲料组与对照饲料

组比较，存在肠道菌群失衡，高脂饲料组经双歧

杆菌干预后可改变肠道菌群。结果（图 8E）显

示从门水平，高脂组优势菌属为拟杆菌门，而对

图 8 16S 肠道菌群分析

A：稀释曲线；B:α多样性比较；C：β多样性分析PCA；D：β多样性分析NMDS；E：门水平组间菌群差异；F：优势菌属的单因

素方法分析；G：LEFSe分析；H：属水平菌群差异。
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照饲料组和对照饲料加双歧杆菌干预组优势菌属

为厚壁菌门。结果（图 8F）显示：高脂饲料组显

著升高了如下菌属：Bacteroides、Helicobacter 和
Alloprevotella。高脂饲料加双歧杆菌干预组增加了

以 下 菌 属：Lachnospiraceae、Ruminococcaceae、
Odoribacter、Anaerotruncus、Roseburia，而减少了

以下属的水平：Bacteroides。而 LEfse 分析结果显

示这些差异具有显著性（图 8）。

2.7 析因方差分析 结果（表 1）显示，高脂因

素对 ALT、AST、GGT、血糖、肝脏质量、结肠

ZO-1、结肠 IL-6 都有显著性作用，而双歧杆菌干

预可减少高脂饮食的作用。

表 1 高脂因素及双歧杆菌干预因素的析因方差分析结果

 指标 高脂饮食P值 双歧杆菌干预P值 二者交互

谷氨酸转氨酶 0.000 0.268 0.280
天冬氨酸转氨酶 0.027 0.050 0.142
碱性磷酸酶 0.057 0.569 0.674
谷氨酰转肽酶 0.037 0.486 0.905
血糖 0.001 0.694 0.828
总胆固醇 0.481 0.075 0.797
三酰甘油 0.398 0.548 0.580
肝脏质量 0.000 0.001 0.003 
回肠ZO-1 0.403 0.168 0.166 
回肠occludin 0.058 0.132 0.203 
回肠TNF-α 0.801 0.002 0.008 
回肠IL-6 0.739 0.628 0.757 
结肠ZO-1 0.000 0.018 0.149 
结肠occludin 0.615 0.000 0.198 
结肠TNF-α 0.081 0.141 0.103 
结肠IL-6 0.004 0.008 0.011 

ZO-1：闭锁小带蛋白 1；occludin：紧密连接蛋白；

TNF-α：肿瘤坏死因子-α；IL-6：白介素 6。

3 讨 论

随着生活条件的改善及饮食结构的丰富，

NAFLD 已经成为慢性肝病的第一大病因，影响了

越来越多的患者。肠道微生物因其惊人的数量和

高度的多样化被称为人类的“第 2 基因组”，对

肠道局部免疫屏障功能的维持至关重要，有研究 
者［15］尝试应用各种益生菌调节肠道菌群，恢复正

常的肠道微生态，已获得对肝脂肪变性的治疗作

用。Wong 等［16］提出肠道微生物与肝脏疾病不同

的机制或假说，包括微生物群对能源利用的影响以

及与肥胖的关系；微生物群对导致机体低度炎症

的肠道通透性的影响；肠道微生物群调节膳食胆

碱代谢；肠道微生物群调节胆汁酸代谢；肠道微

生物群内源性产生肝脏毒性物质（如乙醇）和其

他挥发性有机化合物等［17］。

此外，肠道微生物还可以通过多种途径对机体

免疫功能产生影响［18］。有研究［19］证实，无菌动物

的免疫功能较正常下降，具体表现为免疫器官形态

的缩小以及免疫细胞数量的减少。令人惊喜的是，

当无菌动物肠道的微生物得到恢复以后，其肠道及

整个机体的免疫功能都得到相应的增强［20］。双歧

杆菌在促进维生素的合成与吸收、调节机体免疫

等领域发挥着重要的作用［21］。以往研究［22］发现，

双歧杆菌可能通过诱导 DCs 活化，从而纠正 Th1/
Th2 细胞的失衡，另一方面，可以通过刺激 DCs 分
泌 TGF-β 或 IL-10 调节 CD4＋CD25＋Treg 数量，进

而影响 Treg/Th17 细胞的分化。

肠道屏障功能损害包括肠道菌群紊乱、肠细

胞紧密连接蛋白的改变、肠道通透性增高、血液

中脂多糖（lipopoly-saccharide, LPS）升高等［23］。

NAFLD 患者肠道黏膜通透性增高，紧密连接完整

性损伤，肠道革兰阴性菌细胞壁的成分 LPS 进入

门脉系统，超过肝脏的清除能力后，可形成内毒素

血症［24］。本研究表明，NAFLD 模型小鼠末端回肠

上皮细胞 ZO-1、occludin RNA 显著减少，提示肠

黏膜上皮细胞屏障功能减退。而高脂饲料组应用

双歧杆菌干预后可改善肠道屏障功能。

此外，炎症也在 NAFLD 的致病中发挥了重要

作用，其中，肠道微生物紊乱是驱动炎症的主要因

素［25］。本研究观察到双歧杆菌除了能改善肥胖小

鼠的肠道屏障功能，同时能降低血清和肠道组织中

TNF-α、IL-6 等促炎细胞因子表达水平。

综上所述，与对照饲料组小鼠相比，高脂饲料

组小鼠肠道菌群物种丰度和多样性减少，存在肠道

菌群失调，主成分分析（PcoA）及非度量尺度分

析（NMDS）均能观察各组标本微生物菌群构成的

比较，结果显示疾病模型组与阴性对照组肠道菌群

构成分隔较远，构成上存在显著差异。菌属差异分

析表现为高脂组拟杆菌门增多，厚壁菌门减少，拟

杆菌属增多。由此推测，双歧杆菌可通过改善肠道

菌群紊乱，发挥延缓 NAFLD 进展的作用。
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