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随着近年来生活水平的提高和饮食习惯的改变，我

国肥胖率逐年上升。2010年我国60岁及以上老年人的

超重率为32.1%，肥胖率为12.4%［1］，人体机能组份随着

体质量指数（BMI）升高而下降［2］，癌症和糖尿病风险也

随之增加［3-4］，60岁及以上肥胖人群的心血管代谢性危

险因素聚集比例高达88.4%［1］。

肠道菌群作为宿主体内的共生者，参与机体的营养

吸收代谢、免疫调节等活动。不同的饮食模式可以塑造

不同特征的肠道菌群，高脂饮食所诱导的肠道菌群紊乱

可能是引起肥胖以及代谢性疾病的病因之一［5］，肠道菌

群可通过提高食物能量的摄取、增加脂肪酸合成、促进
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摘要：目的 研究间歇性断食对老年前期肥胖大鼠代谢和肠道菌群的影响。方法 雌性Wistar大鼠经 42周高脂高糖饲料饲养造

模，根据体质量选取模型鼠进行间歇性断食干预。干预方法为每2周断食72 h，总干预时间18周。干预后进行口服葡萄糖耐量

试验、血脂4项检测。收集粪便，通过 Illumina高通量测序检测16S rRNA基因V4可变区，运用QIIME及LEfSe分析肠道菌群。

结果 间歇性断食组体质量相对于模型对照组显著下降（P<0.01）；高密度脂蛋白胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇均显著下降（P<

0.05）；空腹血糖显著上升（P<0.01）；葡萄糖耐量测试曲线下面积显著高于模型对照组，糖耐量减退（P<0.05）；HE染色显示间歇

性断食轻度减少肝脏脂肪变性。肠道菌群结果显示，断食组肠道菌群得到显著改善，具体表现为YS2、RF32、Helicobacteraceae
（螺杆菌科）增加，Lactobacillus（乳杆菌属）、Roseburia（罗氏菌属）、Erysipelotrichaceae（韦荣球菌科）、Ralstonia（青枯菌属）、

Bradyrhizobiaceae（慢生根瘤菌科）和RF39减少。Spearman相关性分析发现Bradyrhizobiaceae与总胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇

呈正相关；大鼠体质量与RF39呈负相关。结论 间歇性断食能改善肠道菌群，降低老年前期肥胖大鼠体质量和血脂水平，但对

糖代谢有不良影响。

关键词：肥胖；断食；肠道菌群；16S rRNA

Abstract: Objective To investigate the effect of intermittent fasting on metabolize and gut microbiota in obese presenium rats
fed with high-fat-sugar-diet. Methods We fed the Wistar rats with high-fat and high-sugar diet to induce adiposity, and the
rats for intermittent fasting were selected base on their body weight. The rats were subjected to fasting for 72 h every 2 weeks
for 18 weeks. OGTT test was performed and fasting blood samples and fecal samples were collected for measurement of TC,
TG, HDL-C and LDL-C and sequence analysis of fecal 16S rRNA V4 tags using Illumina. Gut microbial community structure
was analyzed with QIIME and LEfSe. Results After the intervention, the body weight of the fasting rats was significantly lower
than that in high-fat diet group (P<0.01). OGTT results suggested impairment of sugar tolerance in the fasting group, which
showed a significantly larger AUC than compared with the high-fat diet group (P<0.05). Intermittent fasting significantly
reduced blood HDL-C and LDL-C levels (P<0.05) and partially restored liver steatosis, and improved the gut microbiota by
increasing the abundance of YS2, RF32 and Helicobacteraceae and reducing Lactobacillus, Roseburia, Erysipelotrichaceae and
Ralstonia. Bradyrhizobiaceae was found to be positively correlated with CHOL and HDL-C, and RF39 was inversely correlated
with the weight of the rats. Conclusion Intermittent fasting can decrease the body weight and blood lipid levels and restore
normal gut microbiota but can cause impairment of glucose metabolism in obese presenium rats.
Keywords: obesity; fasting; gut microbiota; 16S rRNA

基础研究

·· 423



J South Med Univ, 2017, 37(4): 423-430 http://www.j-smu.com

甘油三酯在肝脏和脂肪组织中沉积等途径导致肥胖［6］。

另一方面，断食和卡路里限制也能改变肠道菌群，有效

降低血压和炎症因子水平、提高胰岛素敏感性，抑制多

种疾病发生［7-8］，断食对机体的影响具有整体性，包括降

低肠动力、削弱免疫系统功能、改变营养代谢方式等［9］。

长期性的卡路里限制饮食有效地改善肠道菌群并延长

小鼠寿命［10］。断食能重塑2型糖尿病小鼠的β细胞，增加

胰岛素分泌，致血糖稳定［11］。但以上的研究均以青壮年

的动物模型为研究对象，间歇性断食对老年或老年前期

的肥胖个体肠道菌群如何影响以及是否能改善肥胖相

关指标尚无任何报道。因此，本研究使用高脂高糖饲料

饲养Wistar大鼠构建老年前期肥胖模型，探究间歇性断

食是否通过改变肠道菌群结构，从而改善老年前期肥胖

大鼠的生理状况。

1 材料和方法

1.1 实验动物和饲料

雌性Wistar大鼠，6~8周，36只。大鼠和普通饲料

由南方医科大学实验动物中心提供。

高脂高糖饲料：普通饲料53.6%、蔗糖16%、猪油

11%、蛋黄粉6%、干酪素5%、奶粉5%、植物油2%、胆固

醇1.2%、胆盐0.2%［12-13］（委托南方医科大学实验动物中

心加工）。

1.2 老年前期肥胖大鼠模型造模及分组

大鼠适应环境1周后，根据体质量分层随机抽出 7

只为正常对照组（NC），继续普通饲料饲养；其余29只给

予高脂高糖饲料饲养造模，42周后再根据体质量均数±

标准差范围选出16只纳入实验，随机分为模型对照组

（HFD, n=8）和断食组（IF, n=8）。

1.3 干预

断食组给予高脂高糖饲料饲养，每2周断食72 h，

总干预时间18周。每周称量体质量并收集粪便样本。

干预结束1周后，禁食不禁水12 h，给予腹腔注射10%水

合氯醛麻醉（3 mL/kg），心脏采血处死动物，留取血液样

本和肝脏。

1.4 观察指标及检测方法

（1）每周记录大鼠体质量及饲料消耗量。

（2）口服葡萄糖耐量测试（OGTT）：大鼠禁食不禁

水 12 h，尾尖采血用微量血糖测定仪测定空腹血糖

（GLU）后，每只大鼠灌服50%葡萄糖，2.5 g/kg，测定灌

服葡萄糖后30、60、90、120 min的血糖值，计算血糖曲线

下面积（AUC）。

AUC=15×(GLU0+2GLU30+2GLU60+2GLU90+GLU120)

（3）血脂四项：全自动生物化学分析仪用生化法测

定甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、高密度脂蛋白胆固醇

（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）。

（4）组织形态学检测：取肝脏组织固定，石蜡包埋切

片，HE染色，镜下观察肝脏组织形态学变化并对脂肪变

性进行评估。每张切片观察5个视野，根据光镜下每面

积见的肝脂肪病变对肝脏脂肪变性程度分级：正常

（0，-）：肝小叶结构良好，基本无脂肪病变；轻度（1，+）：小

于1/3肝细胞发生脂肪变；中度（2，++）：即1/3~2/3以上

的肝细胞脂变；重度（3，+++）；即大于2/3肝细胞发生脂

肪变，每组选取5个样本进行评分。

（5）肠道菌群细菌16S rDNA测序分析：粪便样本

按照易瑞粪便细菌总DNA磁珠法提取试剂盒的操作手

册进行操作，提取细菌DNA。再以获得的细菌DNA为

模板进行细菌16S rDNA V4可变区PCR扩增。V4上

游引物F-5'GTGTGCCAGCMGCCGCGGTAA3'和V4

下游引物 R-5'CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT3'，

本研究使用带有barcode的通用引物［14］。采用 Illumina

HiSeq2000测序技术对16S rDNA V4区PCR产物进行

测序（华大基因）。得到的原始数据和reads进行去除接

头序列、低复杂度序列和低质量序列的处理，得到高通

量下机原始碱基序列，采用 BIPES 分析流程分析数

据。 BIPES 生物分析主要包括操作分类单元（OTU）的

生成及主成分分析（PCoA）、进化树分析及菌群特征性

分析、菌属丰富度分析、群落结构多样性分析、菌群间差

异比较分析（LEfSe在线统计分析工具）等。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，数据结果以均

数±标准差表示；两组之间均数比较采用两样本 t检验；3

组及以上均数比较采用 One-way ANOVA，多个处理组

两两比较用 LSD比较，矫正检验水准。P<0.05 具有统

计学差异。

2 结果

2.1 间歇性断食对肥胖大鼠体质量的影响

经42周高脂高糖饲养造模，大鼠逐渐从成年期进

入老年前期。3组初始体质量分别为：正常对照组（NC）

297.47±23.03 g，模型对照组（HFD）348.76±15.85 g，断

食组（IF）369.34±19.49 g。其中NC组显著低于其余两

组（P<0.01），而HFD组与IF组间无统计差异（P>0.05）。

从第1次断食开始，IF组体质量变化与HFD组呈现明显

差异（图1）。在高脂高糖饮食饲养下，IF组体质量始终维

持在原来的95%~100%，而HFD组体质量仍继续上升。

干预结束后，HFD组增加16.9%，达到407.5±23.16 g，而

IF组为366.7±22.10 g，正常对照组体质量增加了7%，

为320.29±27.90 g。3组中，IF组体质量增加最少，并与

HFD组存在显著差异（P<0.01）。

2.2 血糖及血脂指标比较

实验结束时，HFD组大鼠血脂CHOL、HDL-C水平

·· 424



http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2017, 37(4): 423-430

显著高于NC组（P<0.05，图2）。经过间歇性断食，IF组

大鼠HDL-C、LDL-C显著下降（P<0.05，图2），CHOL、

HDL-C和LDL-C恢复到NC组水平。实验干预前3组

OGTT测试曲线下面积相当，但是经过间歇性断食后IF

组空腹血糖显著上升（P<0.01，图3），OGTT测试曲线下

面积显著高于HFD组，呈现糖耐量减退（P=0.02，图3）。

2.3 病理学检测

如图4所示，NC组的肝脏组织结构正常，肝小叶结

构明显，肝细胞索呈放射状排列，肝细胞内未见气球样

变性，肝脏脂肪变性评分均为0。HFD组的肝细胞弥漫

脂肪空泡变性，重度水样变性，细胞核被挤压变性部分

消失，脂肪变性评分中位数为2。经过间歇性断食，IF组

的肝脏细胞可见少量脂肪变性和水样变性，肝脏脂肪变

程度评分中位数为1.5，优于HFD组。

2.4 大鼠肠道菌群结构

肠道菌群分析结果显示，3组大鼠肠道菌群构成均

以Clostridiales（梭菌目）、S24_7、Ruminococcaceae（瘤胃

球菌科）、Oscillopira（颤螺菌属）为主（图 5）。基于

unweighted UniFrac距离计算，对肠道菌群β多样性进

行主成分分析（principal component analysis, PCoA），

高脂高糖饮食饲养下，HFD组菌群构成与NC组差异显

著（P<0.01，图6A），断食能使肠道菌群结构恢复到正常

饮食状态（P<0.01，图6B）。

运用LEfSe统计比较各组间差异菌属，结果显示，

NC 组 Helicobacteraceae（螺杆菌科）较多；HFD 组

Clostridium（梭 菌 属）、RF39（柔 膜 菌）、SMB53、
Peptococcaceae（消化球菌科）和Bradyrhizobiaceae（慢生

根瘤菌科）较多（图 7A）。 HFD与 IF组比较，IF组的

YS2、RF32、Helicobacteraceae 较 多 ；而 HFD 组 的

图1 大鼠体质量变化
Fig.1 Body weight changes of rats. NC: Normal chow group;
HFD: High-fat diet group; IF: Intermittent fasting group. HFD
compared with IF, #P<0.01.
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图2 间歇性断食对肥胖大鼠血脂的影响
Fig.2 Blood lipid levels in the rats（mmol/L）. A: Total cholesterol; B: High-density lipoprotein; C: Triglyceride; D:
Low-density lipoprotein. **P<0.05.

·· 425



J South Med Univ, 2017, 37(4): 423-430 http://www.j-smu.com

L
iv

er
st

ea
to

si
s

NC HFD IF

3

2

1

0
D

C

A B

图4 大鼠肝脏组织HE染色观察
Fig.4 HE staining of liver tissues (Original magnification:×100). A: NC group; B: HFD group; C:
IF group; D: Liver steatosis of rats.
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图3 口服葡萄糖耐量实验（OGTT）结果及空腹血糖
Fig.3 OGTT results and fasting blood glucose level in the rats. A: OGTT results before intervention; B: OGTT results after
intervention; C: Area under curve (AUC) before intervention; D: AUC after intervention; E: Fasting blood glucose (GLU). ***P<
0.01.
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Lactobacillus（乳杆菌属）、Roseburia（罗氏菌属）、

Erysipelotrichaceae（韦荣球菌科）、Ralstonia（青枯菌属）

较多（图7B）。

2.5 相关性分析

运用Spearman相关性分析，寻找与大鼠生理指标

变化相关的细菌。其中 Bradyrhizobiaceae 与 CHOL、

HDL-C呈正相关。RF39与大鼠体质量呈负相关（图

8）。如图 9，高脂高糖饮食使大鼠肠道菌群中的

Bradyrhizobiaceae、RF39明显提高。经过间歇性断食

后，两种细菌相对丰度均下降。结果表明间歇性断食能

抑制Bradyrhizobiaceae和RF39的生长。

图5 大鼠肠道菌群主要菌属构成
Fig.5 Structure of gut microbiota in the rats at the genus level.

A B

图6 β多样性
Fig.6 β diversity in unweightedunifrac. A: PCoA; B: Comparison of relative distance between groups in PCoA
PC1. ***P<0.01.
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3 讨论

我国2010年有4.4亿成人超重或肥胖，研究发现肥

胖人群的危险因素聚集、心血管疾病和代谢性疾病流行

普遍高于体质量正常人群，其中60岁以上肥胖人群的

糖尿病、高血压和高脂血症患病率显著高于60岁以下

肥胖人群［15］，因此年龄被考虑为肥胖人群的危险因素之

一。动物实验发现随着鼠龄增加，大鼠体质量也相应增

加，皮下及内脏脂肪和胰岛素水平均显著增加［16］。本研

究发现，老年前期大鼠的体质量仍继续增长，老年前期

肥胖大鼠的体质量增长尤为显著，而间歇性断食能有效

控制老年前期肥胖大鼠的体质量增长。

间歇性断食能够有效预防和改善青壮年大鼠的腹性

A B

图7 LEfSe统计比较各组间差异菌属
Fig.7 Biomarkers of different groups. A: NC group compared with HFD; B: HFD group compared with IFgroup.
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图8 体征指标相关的细菌
Fig.8 Correlation between bacteria and the
weight or blood lipids. A: Correlation
between CHOL and Bradyrhizobiaceae; B:
Correlation between HDL and
Bradyrhizobiaceae; C: Correlation between
weight and RF39.
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肥胖、炎症和高血压，提高胰岛素敏感度，降低血糖［17-18］。

原因可能是长时间能量摄入受限，为了保证重要器官的

运作，机体会调整能量代谢通路，减缓新陈代谢，代偿性

地增加内源性能量产生［19］。如脂肪酸经过β-氧化作用

生成乙酰辅酶A，进入三羧酸循环产生大量能量［20］。本

研究发现，老年前期肥胖大鼠在间歇性断食作用下，降

低血脂中的LDL-C、HDL-C和CHOL，可能是将体内富

余的脂质用于能量代谢。

研究发现，断食能抑制 IGF1、mTOR和PKA的表

达，令细胞发生重编程，再生更多可分泌的胰岛β细胞，

分泌胰岛素并稳定血糖水平［11］。但我们发现老年前期

肥胖大鼠在间歇性断食后，空腹血糖显著升高，葡萄糖

耐受性减弱，与青壮年大鼠断食结果不一。其原因可能

是，在断食期间，机体为满足能量需求，在糖异生作用下

生成大量葡萄糖［21-22］，而老年机体胰岛组织受损严重，胰

岛素敏感性下降，应对断食期间糖异生作用形成的高血

糖水平，胰岛细胞代偿性分泌胰岛素不足，导致血糖控

制失衡。

肠道菌群与机体的能量代谢密切相关，研究发现

Bacteroides（拟杆菌）能调节营养吸收和外源物质代谢，

主要功能在于吸收和降解多糖［23］。Clostridium能分解

多糖产生短链脂肪酸，还可以促进脂多糖吸收、抑制肠

道饥饿诱导脂肪因子等［24］。本研究发现长期高脂高糖

饮食作用下，使老年前期肥胖大鼠肠道菌群中

Clostridium、 RF39、 SMB53、 Peptococcaceae 和

Bradyrhizobiaceae增加，Helicobacteraceae减少。间歇性

断 食 能 够 改 善 肠 道 菌 群 ，使 YS2、RF32、
Helicobacteraceae 增 加 ，Lactobacillus、Roseburia、
Erysipelotrichaceae、Ralstonia、Bradyrhizobiaceae、RF39
减少。

本研究发现Bradyrhizobiaceae与CHOL、HDL-C呈

正相关，RF39与大鼠体质量呈负相关。RF39所属的

Tenericutes门由mollicutes纲构成，mollicutes纲只包含

RF39目。经发现随着宿主成长，其消化能力增强的同

时，Tenericutes的相对丰度也增加［25］。高脂高糖饮食促

使Tenericutes丰度增加，令宿主更容易吸收糖分［26］。间

歇性断食使宿主食物摄入大量减少，Tenericutes丰度因

肠道环境改变而下降。Bradyrhizobiaceae，首次发现与

脂肪代谢相关联，具体代谢途径仍不清晰，需要进一步

的探索研究。

本研究使用老年前期肥胖大鼠模型研究间歇性断

食对衰老个体代谢及肠道菌群的影响。结果表明长期

的间歇性断食能改变老年前期肥胖大鼠的肠道菌群，改

善其血脂水平和控制体质量增长，但会提高血糖水平，

降低葡萄糖耐受能力，说明间歇性断食对老年前期肥胖

大鼠的影响具有两面性。本研究从改善肠道菌群角度，

为肥胖患者揭示断食影响机制提供新的视角。
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