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高脂饮食中添加短链菊粉对小鼠肠道菌群的影响 *
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摘要 目的：探究高脂饮食中添加短链菊粉对小鼠肠道菌群的影响。方法：选择 8周龄雄性小鼠，5只喂食高脂饲料，5只喂食 10 %

菊粉复合型高脂饲料，喂食 8周后收集小鼠粪便，检测小鼠粪便中三种主要的短链脂肪酸。同时，提取小鼠粪便中的细菌基因组，

对菌群基因组 16S rRNA基因 V4高变区进行测序，对数据进行 PCoA分析、Alpha多样性分析、LEfSe分析和 16S功能预测。结

果：菊粉添加后，小鼠粪便中含有的细菌 DNA量增多，短链脂肪酸增加。菊粉组和对照组 PCoA图可以看到明显聚类。菊粉组物

种多样性低于对照组。菊粉组小鼠粪便中 S24_7菌科丰度上升； (毛螺菌科)， (瘤胃菌科)和

(脱铁杆菌科)丰度下降。16S基因功能预测发现 22个第二层级的 KEGG通路发生变化。结论：高脂饮食情况下

短链菊粉的添加会改变小鼠肠道菌群，继而影响肠道菌群的功能。
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Effect of Short-chain Inulin Supplement on the Gut Microbiota
in Mice Fed by High Fat Diet*

Detect the gut microbiota change in mice caused by 10 % short-chain inulin addition in high fat diet

condition. 8-week-old male C57/B6J mice, 5 mice were fed with high fat diets, 5 mice were fed with high fat diets with 10 %

short-chain inulin addition. Fed 8 weeks and then collected fresh feces. Detected the three main short chain fatty acids in fresh feces.

Extracted gut bacteria genome DNA for 16S rRNA V4 region sequencing. Principal Coordinate Analysis (PCoA), Alpha diversity and

LEfSe analysis were performed to detect gut microbiota changes induced by short chain inulin. Gut bacterial DNA amount and

SCFAs amount per gram feces increased. PCoA analysis demonstrated fecal microbiota from inulin and control group mice had

distinctive different features and clustered well. Inulin group owned lower fecal microbiota diversity compared with control group. LEfSe

analysis revealed that in family level, S24_7 increased, and decreased. PICRUSt

predicted that 22 level 2 KEGG Orthology groups changed. Inulin addition altered the gut microbiota composition in mice

in high fat diet condition and impact the gut microbiota gene function.
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前言

肠道菌群是寄居在肠道系统中的微生物集合，菌群之间相

互制约、相互依存，使菌群组成趋于平衡稳定状态[1]。一方面，菌

群组成受饮食[2]、抗生素[3]、基因背景[4]的影响；另一方面，肠道

菌群又通过代谢活动影响机体[5]。肠道系统疾病、代谢性疾病、

免疫性疾病等多种疾病的发生发展与肠道菌群失调密切相关
[6]。高脂饮食会导致肠道细菌数量下降、菌群失调，而失调的肠

道菌群又影响了肠道的功能，引发宿主代谢失调[7]。

菊粉是自然界中广泛分布的碳水化合物，主要存在于植物中作

为能量储备和冷冻保护剂[8]。天然菊芋菊粉是由 茁-葡萄糖苷键
连接而成的链状果聚糖，哺乳动物体内由于不存在降解 茁-葡
萄糖苷键的消化酶，菊粉只能被寄居在肠道中的微生物水解发

酵产生短链脂肪酸。因此，饮食中加入菊粉会影响肠道菌群的

组成[9]。菊粉的聚合度一般在 2~60之间，聚合度在 2~9之间的

短链菊粉有着相似的理化性质，前期有研究表明菊粉因聚合度

不同而产生不同的益生效应[10]，包括脂代谢[11]、肠道黏蛋白和免

疫球蛋白的分泌[12,13]、矿物质吸收等[14]。由于菊粉不能被哺乳动

4201窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.22 AUG.2017

物代谢，这些生理指标的影响是由于不同聚合度的菊粉对肠道

菌群影响的不同造成的。因此，探究某聚合度下的菊粉对肠道

菌群组成的影响有着重要的意义。此前研究菌群变化的传统方

法多使用定量 PCR-DGGE(denaturing gradient gel electrophore-

sis)对特定关注菌进行定量，这种方法无法宏观全面地反映菌

群结构的变化。随着高通量测序技术的兴起，16S rRNA测序应

用于肠道菌群的研究，获取更多的信息和生物学功能分析。本

研究使用 16S rRNA测序的方法从整体菌群结构、差异菌群标

记物和菌群差异功能基因三个角度探讨高脂饮食情况下短链

菊粉的添加对肠道菌群的影响。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

8周龄 C57/B6J野生型小鼠 10只，高脂饲料 12492(60 %

能量由脂肪提供，华阜康，北京)，短链菊粉(聚合度为 2~9)由英

纽林公司提供。10 %菊粉复合型高脂饲料由华阜康混合投料加

工。PowerSoil DNA Isolation Kit(货号 12888-50，美国 MOBIO

公司)，提取基因组送到诺禾致源(天津)进行后续测序分析。

1.2 方法

1.2.1 小鼠喂养和粪便收集 SPF级环境普通繁殖饲料饲养，

自由取食，自由饮水的 8周龄雄鼠 10只，随机分成两组，每组

5只，一组喂食高脂饲料，一组喂食 10 %菊粉复合型高脂饲

料。喂食 8周后，早 9:00-9:30分别置于空笼中，分别收集新鲜

粪便 0.1 g于 1.5 mL EP管中，立即提取短链脂肪酸或粪便菌

群基因组。

1.2.2 粪便中短链脂肪酸的提取和定量 短链脂肪酸的提取

和定量按照论文[15]中的方法。称取 100 mg左右新鲜粪便于 1.5

mL EP管中，按 10 滋L/mg加入 50 %(v/v)乙腈水溶液，用枪头

捣碎粪便，再使用涡旋仪震荡 5 min，充分提取短链脂肪酸。

4,000× g，10℃离心 10 min，吸取 40 滋L上清液于 PCR管中，

加入 20 滋L 的 200 mM 3NPH-HCl 乙腈水溶液和 20 滋L120
mM EDC-HCl-6 %吡啶溶液，混匀，使用 PCR仪控温，40℃孵

育 30 min。反应液常温 10,000× g离心 10 min，室温真空悬干，

悬干粉末于 -80℃过夜保存，第二天 TSQ上机分析。参数设定

与文献一致。使用 Synergi Hydro-RP 100A柱子，柱温 40℃。阴

离子模式。流动相 A(水：甲酸 =100:0.01，v/v)，流动相 B(乙腈：

甲酸 =100：0.01，v/v)。梯度洗脱，流速 0.35 mL/min。

1.2.3 粪便菌群基因组 DNA 的提取 使用 PowerSoil DNA

Isolation试剂盒提取小鼠粪便基因组。具体方法：向提供的

PowerBead Tubes里加入 100 mg粪便样品。涡旋混匀。加入 60

滋L试剂 C1，涡旋震荡 20 min。室温 10000× g离心 30 s。上清

转移到新的 2 ml EP管中，加入 250 滋L试剂 C2，涡旋 5 s，4℃

孵育 5 min。室温 10000× g离心 1 min。转移上清到新的 2 mL

离心管中，加入 200 滋L试剂 C3，涡旋混匀，4℃孵育 5 min。室

温 10000× g离心 1 min，转移上清到 2 ml离心管中，加入 1.2

mL试剂 C4，涡旋 5 s。吸取 675 滋L混合液加入 Spin Filter上，

室温 10000 g离心 1 min。弃掉底部收集的滤液，重复 3次，将

混合液中 DNA富集到 Spin Filter的滤膜上。向 Spin Filter中加

入 500 滋L试剂 C5，室温 10000× g 离心 1 min。弃掉滤液，

10000× g空离 1 min，将 Spin Filter置于新的 2 mL离心管上，

加入 100 滋L试剂 C6，10000× g离心 30 s，收集液为提取到的

基因组 DNA。使用 Nano Drop检测 DNA浓度粗略反应粪便中

肠道细菌的数量。提取到的基因组 DNA送到诺禾致源进行后

续测序分析。

1.2.4 PCR扩增和建库测序 利用琼脂糖凝胶电泳检测 DNA

的纯度，取适量的样品于离心管中，使用无菌水稀释样品至 1

ng/滋L。以稀释后的基因组 DNA为模板，使用带 Barcode的

16S V4区(515F和 806R)特异引物，New England Biolabs公司

的 Phusion誖 High-Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer，和

高效高保真酶进行对 PCR，确保扩增效率和准确性。PCR产物

使用 2 %浓度的琼脂糖凝胶进行电泳检测；根据 PCR产物浓度

进行等量混样，充分混匀后使用 2 %的琼脂糖凝胶电泳检测

PCR产物，对目的条带使用 qiagen 公司提供的胶回收试剂

盒回收产物。使用 TruSeq誖 DNA PCR-Free Sample Prepara-

tion Kit建库试剂盒进行文库构建，构建好的文库经过 Qubit

和 Q-PCR 定量，文库合格后，使用 HiSeq2500 PE250 进行上

机测序。

1.2.5 16S rDNA数据分析 根据 Barcode 序列和 PCR 扩增

引物序列从下机数据中拆分出各样品数据，截去 Barcode和引

物 序 列 后 使 用 FLASH (V1.2.7, http://ccb.jhu.edu/soft-

ware/FLASH/)对每个样品的 reads进行拼接，得到的拼接序列

为 原 始 Tags 数 据 。 参 照 Qiime (V1.7.0，http://qiime.

org/scripts/split_libraries_fastq.html)的 Tags质量控制流程，经过

严格的过滤处理得到高质量的 Tags数据。利用 Uparse软件

(Uparse v7.0.1001，http://drive5.com/uparse/)对所有样品的全部

Effective Tags进行聚类，默认以 97 %的一致性将序列聚类成

为 OTUs，同时选取 OTUs的代表性序列，依据其算法原则，筛

选 OTUs中出现频数最高的序列作为 OTUs的代表序列。对

OTUs代表序列进行物种注释，用 Mothur方法与 SILVA(http:

//www.arb-silva.de/)的 SSUrRNA数据库进行物种注释分析(设

定阈值为 0.8~1)，获得分类学信息并分别在各个分类水平统计

各样本的群落组成。以样品中数据量最少的为标准进行均一化

处理，后续所有分析都是基于均一化处理后的数据。使用 Qi-

ime软件(Version 1.7.0)计算 Observed-species，Chao1，Shannon，

Simpson，ACE，Goods-coverage指数。使用 R件(Version 2.15.3)

绘制 PCoA图，PCoA分析使用 R软件的 ade4包和 ggplot2软

件包。LEfSe分析使用 LEfSe软件，默认设置 LDA Score的筛

选值为 4。基因组 16S功能预测使用 PICRUSt软件，LDA Score

的筛选值为 2。

2 结果

2.1 高脂饮食中添加短链菊粉增加肠道细菌数量和短链脂肪酸

用每克粪便中提取到的细菌 DNA量粗略反映粪便中细菌

数量的多少，可见高脂饮食情况下菊粉的添加使肠道细菌数量

增加(图 1A)。通过对粪便中的短链脂肪酸定量发现菊粉的添加

使对宿主有益的短链脂肪酸乙酸、丙酸、丁酸的产生增多(图

1B)。

2.2 高脂饮食中添加短链菊粉显著改变小鼠肠道菌群的组成

对小鼠粪便基因组 16S rRNA的 V4区进行 PCR扩增，产

物纯化建库后使用 HiSeq PE250进行测序，下机数据是 Raw
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Sample

Name
Raw PE(#)

Raw Tags

(#)

Clean Tags

(#)

Effective

Tags(#)
Base(nt) AvgLen(nt) Q20 Q30 GC% Effective%

HFD1 57,807 56,537 55,862 54,072 13,668,040 253 99.23 98.56 53.05 93.54

HFD2 64,927 63,380 62,610 60,714 15,349,296 253 99.16 98.46 53.78 93.51

HFD3 52,380 51,157 50,492 49,400 12,489,941 253 99.13 98.4 52.26 94.31

HFD4 60,890 59,139 58,374 55,644 14,062,427 253 99.15 98.43 51.16 91.38

HFD5 58,345 56,919 56,149 54,745 13,835,906 253 99.13 98.42 52.02 93.83

HFD+I1 68,815 67,322 66,375 65,052 16,440,577 253 99.12 98.39 52.61 94.53

HFD+I2 64,544 63,044 62,168 60,979 15,414,590 253 99.14 98.41 51.91 94.48

HFD+I3 59,961 58,504 57,636 56,489 14,283,048 253 99.11 98.37 52.72 94.21

HFD+I4 61,945 60,432 59,602 58,477 14,776,106 253 99.09 98.34 52.01 94.4

HFD+I5 68,516 66,790 65,842 64,406 16,278,159 253 99.09 98.35 52.44 94

表 1数据预处理统计及质控

Table 1 Data process and quality control

PE，然后进行拼接和质控，得到 Clean Tags，再进行嵌合体过

滤，得到可用于后续分析的有效数据，即 Effective Tags。数据处

理过程中各步骤得到的序列统计结果见表 1。其中，每个样品均

得到 49000条以上有效数据，原始数据有效率均在 90 %以上。

图 1菊粉组和对照组小鼠 A)粪便细菌的 DNA量 B)粪便代谢产物短链脂肪酸的量

Fig. 1 A) Fecal bacteria DNA amount B) Metabolites SCFAs amount in inulin and control group

按 Effective tags最少的样品 HFD3进行均一化处理，对所

有样品的有效序列进行聚类，以 97 %的一致性将序列聚类成

为操作分类单元 OTUs，然后对 OTUs的代表序列进行物种注

释。从图 2可以看出，高脂饮食情况下，

和 TM7 是丰度高的菌门。

饮食中添加短链菊粉后， 丰度上升，

丰度下降。

如图 3所示，用Weighted_UniFrac进行 PCoA聚类分析，

其中第一主坐标贡献 64.83 %，第二主坐标贡献 13.46 %。菊粉

添加组和对照组间能看到明显聚类(P=0.0048)，说明高脂情况

下添加菊粉会显著影响小鼠肠道菌群。

2.3 高脂饮食中添加短链菊粉降低粪便菌群的多样性

对小鼠粪便样品中的菌群多样性进行评估，一个 OTU代

表一个物种，菊粉组观测到 374个物种，对照组观测到 570个

物种，测序深度 0.998。计算每个样品的 Shannon、Simpson、

Chao1、ACE指数，其中 Chao1和 ACE用于估算菌群中含有的

OTU数目，Shannon 和 Simpson用于估算菌群多样性，4 个指

数均用来反映菌群的多样性。可以见高脂情况下添加短链菊粉

粪便中菌群多样性下降(表 2)。

2.4 高脂饮食中添加短链菊粉的差异物种

LEfSe采用线性判别分析来估算每个组份丰度对差异效

果影响的大小，找出对样品划分产生显著性差异影响的群落或

物种。相较与对照组小鼠，菊粉组小鼠粪便中 (拟

杆菌门)中的 (拟杆菌目)丰度上升，

(拟杆菌目)中的 S24_7菌科丰度上升； (厚壁菌门)中
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Groups Observed species Shannon Simpson Chao1 ACE Goods coverage

HFD 570 6.337 0.9644 607.3694 610.9362 0.9986

HFD+Inulin 374 5.721 0.9536 404.5358 407.3074 0.999

P value 0.00493 0.014468 0.183485 0.005416 0.005504 0.141113

表 2 Alpha多样性指数表

Table 2 Alpha diversity index

图 3 PCoA聚类分析菊粉和对照小鼠肠道菌群

Fig. 3 PCoA analysis of gut bacterial communities of inulin and control group mice

的 (梭菌目)丰度下降， (梭菌目 )中的

(毛螺菌科)和 (瘤胃菌科)丰度

下降； (脱铁杆菌门)下 (脱铁杆

菌科)中的 菌种丰度减少(图 4)。

2.5 PICRUSt分析预测菌群基因组功能变化

PICRUSt基于 16S rDNA和参考序列数据库，预测菌群宏

基因组功能组成，方法准确性在 84 %-95 %[16]。从图 5中可以看

出，在菊粉组中包括多糖合成和代谢，氨基酸代谢，核酸代谢，

能量代谢，次级代谢物合成等在内的 14个第二层级的 KEGG

通路上调，包括膜运输，细胞运动，信号转导，心血管疾病在内

的 8个第二层级的 KEGG通路下调。这些显著性改变通路预

测，暗示高脂情况下菊粉的添加可改善小鼠菌群结构，从而对

小鼠产生益生效应。

3 讨论

图 2菊粉组和对照组小鼠菌群在门水平的相对丰度

Fig. 2 Relative abundance of bacteria taxa in phylum level in inulin and control group

4204窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.22 AUG.2017

图 4 LEfSe分析鉴定菊粉和对照组小鼠的肠道微生物差异

Fig. 4 LEfSe analysis identified biomarker bacteria between inulin and control group

图 5 16S预测菊粉和对照组小鼠的肠道微生物基因功能差异

Fig. 5 16S predict the bacterial gene function difference between inulin and control group

越来越多的研究表明寄居在动物和人类肠道的菌群正在

作为第二基因组密切的影响着宿主的健康。不同于我们以素食

为主的祖先，现代人高脂、高蛋白的饮食习惯使肠道菌群数量

减少，多样性下降，紊乱的肠道菌群又进一步影响着我们的健

康。膳食纤维可以一定程度的改善肠道菌群的情况，菊粉作为

一种膳食纤维在菌群受高脂饮食影响减少的情况下为饥饿的

肠道菌群提供食物，刺激肠道益生菌的生长。在本实验中，高脂

饮食情况下添加短链菊粉后肠道细菌数量上升，有益代谢产物

短链脂肪酸增多，肠道菌群结构发生明显变化。研究表明饮食

中添加菊粉可以刺激益生菌的生长，抑制有害菌的定植从而减

轻肠道炎症[17]；可以减低基因毒性酶的活性，降低癌症的风险
[18]；可以通过改变肠道菌群增加肠道对矿物质的吸收[19]；可以调

节脂代谢，减少高脂饮食导致的体重上升，血脂增高[20]；可以降

低胆固醇及心血管疾病的风险[21，22]。因此，全面而深入的检测菊

粉对菌群组成的影响是我们阐明菊粉健康作用的第一步。

LEfSe分析显示相较与对照组小鼠，菊粉组小鼠粪便丰度

上升的菌群包括 (拟杆菌门)中的 (拟

杆菌目)， (拟杆菌目)中的 S24_7菌科，研究表明高

脂饮食情况下，肠道中的 S24_7菌群丰度下降[23]，补充菊粉后，

S24_7丰度上升；S24_7在未发展为糖尿病的 NOD小鼠中丰

度较高，而在发展为糖尿病的 NOD小鼠中丰度较低[24]。此外，

菊粉组小鼠粪便丰度下降的菌群包括 (厚壁菌门)中

的 (梭菌目 )， (梭菌目 ) 中的 Lach

(毛螺菌科)和 (瘤胃菌科)，Defer-

ribacteres(脱铁杆菌门)下 (脱铁杆菌科)中的

。 是一种螺旋形

细菌，分布在肠分泌粘液层，被认为具有降解黏液蛋白层的危

害[25]，可逃避 T-细胞非依赖反应渗入粘膜层和抗原呈递细胞

及初级 T 细胞发生作用 [26]。随着炎症反应丰度升高 [27]，

在小鼠结肠炎活跃期粪便中丰度更高，而

在结肠炎缓解期的小鼠粪便中丰度降低 [28]，将

移植到无菌小鼠中引发肠道促炎反应[29]。
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在右旋糖酐硫酸酯钠诱导的结肠炎小鼠粪便中丰度上

升[30]，在结肠腺瘤患者中丰度高于健康群体[31]。

和 在发展为糖尿病的 NOD小鼠中丰度较高，而

在未发展成糖尿病的小鼠中丰度较低[24]。这些数据暗示短链菊

粉的添加抑制了一些潜在有害菌的生长，改善了肠道微生物的

健康。通过 16S菌群基因功能预测表明高脂情况下菊粉添加影

响了菌群基因功能。然而，由于细菌不同菌株之间的差异很大，

有观点认为科水平和属水平的变化很难进一步探讨这些变化

带来的生理意义[32]。因此，进一步的研究希望集中在菌种水平，

甚至菌株水平的探讨。此外，在本实验中添加短链菊粉后大便

菌群多样性却下降，推测可能是由于短链菊粉发酵迅速有关

系。可见，由菊粉添加导致肠道内不同部位的菌群变化研究也

是有必要的。

总之，高脂饮食情况下补充短链菊粉影响肠道菌群的结构

和基因功能，并且菌群有益代谢产物短链脂肪酸的生成增加。
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