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摘要：本文研究了香蕉抗性淀粉对高脂饮食菌群人源化小鼠（HFA）肠道菌群的调控效果。将 30 只肠道菌群人源化昆明小鼠随

机分为3组(10只/组)，分别饲喂普通饮食、高脂饮食和高脂饮食+抗性淀粉。提取第0周和第8周新鲜粪便DNA，比较用16S rDNAV6-V8

区段特异性引物扩增产物，以 PCR-DGGE 技术手段检测抗性淀粉组、高脂饮食组和普通饮食组肠道菌群差异。第 0 周，三组小鼠菌

群总菌丰富度，多样性指数和均匀度无显著差异（p>0.05），小鼠和粪便供者之间菌群相似性为 36%；三组小鼠肠道菌群相似性达到

60-93%，PCA 分析显示三组小鼠的数据点都聚在一起，说明在干预前无明显差异，适用于分析抗性淀粉对肠道菌群的影响；膳食干

涉第 8 周后小鼠肠道菌群的多样性指数和丰富度数值，抗性淀粉组都极显著低于高脂组和普通饲料组（p<0.01），PCA 分析也显示三

组小鼠肠道菌群各组的数据点都分布在不同区域，说明抗性淀粉对高脂饮食 HFA 小鼠肠道菌群结构产生显著影响。 

关键词：DGGE；微生物多样性；主成分分析（PCA）；发酵；菌群人源化小鼠（HFA） 
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Abstract: The effects of banana resistant starch on the alteration of gut microbiota in Human Flora-Associated (HFA) mouse model fed 

on a high fat diet, were investigated. Thirty HFA mice were randomly assigned into three groups (n = 10/group), which were fed a normal diet, 

high fat diet, and high fat diet + resistant starch, respectively. DNA was extracted from the fresh feces of all mice, which were collected prior to 

the beginning of the experiment (0th week) and after eight weeks (8th week). The primer-specific amplification products using the V6-V8 region 

of 16S rDNA were compared and differences in the profile of gut microbiota among the resistant starch, high fat diet, and normal diet groups 

were tested using polymerase chain reaction–denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE). Richness, diversity index, and evenness 

value of gut microbiota were not significantly different between the three groups at 0th week (p > 0.05). Flora similarity between the mice and 

the human feces donor was 36%, but the flora similarity between the three mice groups ranged from 60% to 93%. Principal component analysis 

(PCA) showed that the data points of all three groups were clustered together, indicating no difference between the three groups before 

intervention and that the HFA mouse model was suitable for the investigation of resistant starch on gut microbiota. Richness and diversity index 

values of gut microbiota between the resistant starch group and the other two groups 8 weeks after the dietary intervention were significantly 

different (p < 0.01). PCA of the mouse intestinal bacterial community showed that data points were distributed within different zones after the 

dietary interventions. In conclusion, resistant starch has a huge influence on the gut bacterial community structure of HFA mice fed on a high fat 

diet. 
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寄居在人类胃肠道内的微生物被统称为肠道菌

群。近年来，随着分子生物学技术在感染微生态学上

的应用，根据细菌 16S rRNA 序列的分类，肠道菌群

中的 98%可归入以下四门：厚壁菌门（64%），拟杆菌

门（23%），变形菌门（8%）和放线菌门（3%）[1]。

Ley
[2]等人的一项研究结果表明，肠道微生物可能影响

机体能量的储存，提示肥胖可能与其有关。将正常小

鼠肠道微生物（细菌）接种到无菌小鼠体内，与无菌

小鼠、正常小鼠同等条件下喂饲 14 d。观察发现，与

无菌小鼠相比，正常小鼠和被接种细菌后的小鼠在食

物摄入减少的情况下，总体脂和附睾脂肪垫都有不同

程度的增加。Turnbaugh
[3]等人的研究表明，肥胖小鼠

(ob/ob)与非肥胖小鼠肠道微生物存在差异。与非肥胖

小鼠相比，ob 小鼠拟杆菌的数量少 50%，同时具有更

多的硬壁菌门细菌。有研究表明，肥胖小鼠(ob/ob)与

非肥胖小鼠的肠道微生物落的差异可以转移和复制。

与非肥胖小鼠相比，肥胖小鼠具有更高的能量吸收的

效率，并且其排泄物中能量更低(摄入能量相同)。抗

性淀粉能够改变结肠微生物群落，并发酵产生短链脂

肪酸（short chain Fat acid, SCFA），促进肠道有益微生

物(如双歧杆菌、乳酸杆菌)繁殖，降低肠道 pH 值、减

少腐败物和致癌物的产生、生成 B 族维生素、促进肠

道蠕动、提高人体免疫力等。 

白永亮等利用香蕉抗性淀粉饲喂糖尿病大鼠，发

现有助于控制糖尿病大鼠的体重增加，且能够调节糖

尿病大鼠肠道菌群结构，抑制有害菌的生长，使其代

谢产物 SCFA 增多[4]。DGGE（变性梯度凝胶电泳）能

将同样大小的 DNA 片段很理想地分开[4]，且 DGGE

技术避免了分离纯化培养所造成的分析上的误差,通

过指纹图谱直接再现群落结构，目前已经成为微生物

群落遗传多样性和动态性分析的强有力工具。本实验

通过构建人源化菌群的昆明小鼠 (Human flora- 

associated mice，HFA)，以 DGGE 技术为主要技术手

段，研究香蕉抗性淀粉对肠道菌群多样性的影响，特

别是在有高脂食物这个不利因素的条件下，抗性淀粉

仍然能够调节菌群，增加有益微生物，降低脂肪累积，

为探索肠道菌群对脂肪代谢和健康的调控机理研究打

下基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

普通饲料含玉米 34%、黄豆粉 15%、麦麸 15%、

面粉 15%、鱼粉 6%、豆饼 3%、酵母粉 1%、鸡蛋 5%、

菜油 1%、骨粉 2.5%、食盐 2.5%；高脂饲料含普通饲

料 78%、猪油 15%、蛋黄粉 5%、白糖 2%；抗性淀粉

饲料含 80%高脂饲料和 20%香蕉抗性淀粉（以下简称

抗性淀粉饲料或者抗性淀粉组）。香蕉抗性淀粉购自佛

山蕉叶科技有限公司，HFA 小鼠（实验动物生产许可

证号：SYXK(渝)2012-0003）和其他原料均由第三军

医大学实验动物中心提供。 

1.2  主要试剂与仪器设备 

16SrNA V4、V8 区细菌引物和酚：氯仿：异戊

醇(25：24：1)来自上海生工；50×Tris-乙酸-EDTA( TAE)

缓冲液，上海捷瑞生物工程；氢氧化钠、甲醛、硝酸

银、丙烯酰胺、SDS 等均为分析纯试剂；Premix Taq 

Version 2.0，TaKaRa 公司；磁珠碾磨仪（Mini- 

BeadBeater-16 ），美国 BioSpec ；凝胶成像系统

（BioSpctrum 800）和 D-code
TM

Universal Mutation 

Detection System，美国 Bio-Rad；PCR 仪（PTC-200），

美国 MJ Research；高速冷冻离心机（BC-010- 

TY2265），美国 Beckman；实时定量 PCR 仪（MX3000 

P），来自 Aglilent。 

1.3  HFA 小鼠模型的建立与饲养方法 

按 Backhed
[6]等的方法，将 30 只 4 周龄无菌昆明

小鼠灌喂 0.3 mL 人志愿者粪便悬液，待菌群定植 3

周龄，即成人源菌群小鼠（Human Flora Associated 

Mice，HFA 小鼠），然后平均分成 3 组，每组雌雄各

半：普通饲料组（A 组），高脂饲料组（B 组），抗性

淀粉组（C 组），三组均分笼养于第三军医大学基础部

实验动物学教研室无菌饲养隔离器中；饮水，饮水瓶

121 ℃，110 kPa 灭菌 30 min 备用，饲料和垫料经 50 

KGy Co
60

γ 射线辐照灭菌后再传入隔离器中。小鼠均

每天自由饮水、摄食，昼夜时间比为 12 h:12 h，恒温

22 ℃和舒适的湿度。干预后每周称量小鼠体重（共持

续 8 周），同时用逼迫法取 2~5 颗新鲜粪便样品放置

于无菌的 1.5 mL 离心管内，密封并立即于-80 ℃冻存。 

1.4  粪便总 DNA 提取 

粪便 DNA 的提取，根据李瑞[7]所述的方法进行。

提取完后用 RNase 去除 RNA，纯化 DNA 用 0.8%的

琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 完整性，取 1 μL 溶液用

NanoDropND-1000 核酸定量仪测定 DNA，用去离子

水稀释到 200 ng/μL，储存备用。 

1.5  PCR-DGGE 条件 

1.5.1  V6-V8 区总菌 16S rDNA 扩增条件 

V6-V8 区扩增引物参考文献[8]。该引物预计扩增
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出 489 bp 的序列。引物的序列如下： 

上游引物为 968F-GC:5-GC-clamp-AACGCGAA 

GAACCTTA-3′；下游为 1401R: 5′-CGGTGTGTACA 

AGACCC-3′；*GC-clamp 序列为：CGCCCGCCGCGC 

GCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG。PCR 

条件：反应体系 25 μL，DNA 模板 1 μL，上下游引物

各 0.5 μL，PCR MIX 12.5 μL，ddH2O 补齐剩余体积；

反应条件为 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 S，56 ℃

退火 30 S，72 ℃延伸 60 S，30 个循环，72 ℃终延伸

10 min。 

1.5.2  DGGE 电泳条件 

上述 PCR 扩增产物用 DGGE 进行分析。DGGE

过程基本按文献[9]进行。再用 0.8%琼脂糖电泳检测

PCR 产物。DGGE 使用 8%的聚丙烯酰胺凝胶，梯度

为 35%~60%，上样量为 1.5 μL。电泳采用 D-Code
TM 

Universal Mutation Detection System 系统，用 1×TAE 

作为电泳缓冲液，加热至 60 ℃，进行 220 V 预电泳 5 

min，然后 85 V 电泳 16 h。电泳结束后使用硝酸银染

色，而后数码相机照相。 

1.5.3  DGGE 特异条带的测序和分析 

用无菌手术刀片切割 DGGE 胶上的特定条，置于

1.5 mL 的离心管中，适量无菌去离子水清洗两次，捣

碎，加入 50 μL 无菌去离子水，4 ℃冰箱过夜；取其

上清液作为 PCR 模板，再次扩增，V6-V8 区的引物用

U968F 和 L1401R，引物序列除不带 GC clamp 外，其

余均与前文同。挑选与 DGGE 同一位置的阳性克隆进

行测序。测序结果在 GenBank 中对比分析，获得序列

分类地位信息，序列上传至 NCBI 获得序列登录号。 

1.6  统计分析方法 

试验结果利用 SPSS19.0 软件进行数据统计分析，

所得数据采用平均数±标准误(x±s)表示，数据差异性

检测采用方差分析，两两比较使用 t 检验，p<0.05 时

表示差异有统计学意义。DGGE 凝胶采用 Quantity 

One(Bio-Rad)软件进行相似性分析，绘制 UPGMA 相

似性聚类分析图，SPSS 软件处理数据后获得 PCA 主

成分图。 

2  结果与讨论 

2.1  第 0 周（a）和第 8（b）周小鼠粪便 V6-V8

区 DGGE 图谱 

由图 1a 看出，第 0 周时小鼠肠道菌群总菌的

DGGE 指纹图谱中，1、2、3 号条带是 HD 有而三组

小鼠都没有的条带，说明这 3 条带在无菌小鼠体内难

以定植。4、5、6、7、8 号条带是 HD 与小鼠共有的，

而且条带较清晰，说明是可以定植的优势菌群，9、10

号条带是小鼠肠道有而 HD 没有的，说明这两条条带

是人肠道的弱势菌群，但在小鼠体内得以定植。 

由图 1b 可看出不同饮食干预 8 周后，三组小鼠

肠道菌群有了明显差异，条带 2、是抗性淀粉组特有，

条带 4、6 在该组显著增强，，说明香蕉抗性淀粉组能

促进这 3 种的生长，而高脂组中出现了 1、5、7、8

号条带，说明高脂饮食有利于这 4 种菌生长，条带 3

在普通饲料组中的信号比在别的组强，说明普通饲料

饮食更利于它的繁殖。 

 

a 

 
b 

图1 第 0周（a）和第8（b）周小鼠粪便V6-V8区 DGGE图谱 

Fig 1 DGGE profiles in mouse fecal DNA V6-V8 region at week 0 

(a) and week 8 (b) 

注：A1-A8 代表抗性淀粉组，B1-B8 代表高脂组，C1-C7

代表普通饲料组，HD 代表粪便捐献者。 

2.2  香蕉抗性淀粉饮食对 HFA 昆明小鼠结肠

V6-V8 区总菌多样性指数的影响 

从图 2a 可以看出，第 0 周时，三组小鼠之间肠

道菌群总菌的丰富度，多样性指数和均匀度都无显著

差异（p>0.05），由图 3a 的聚类分析图可以看出，在

未干预抗性淀粉之前，小鼠与粪便捐献者（HD）的相

似性达到 36%，三组小鼠的肠道菌群相似性达到
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60~93%，组与组之间穿插着聚在一起，说明组内和组

间相似性都极高，均一性较好。图 4a 的 PCA 分析图

可以明显地看出三组小鼠的数据点都聚在一起，无明

显分界线，而与粪便捐献者的粪便肠道菌群明显隔开，

说明粪便定植成功，并且三组小鼠在干预前没有明显

差异，适用于分析香蕉抗性淀粉对肠道菌群的影响。 

 

 
图2 第 0周（a）和第8周（b）小鼠粪便V6-V8区 DGGE图谱

的多样性指数 

Fig 2 Diversity analysis of DGGE profiles of mouse fecal DNA 

V6-V8 region at week 0 (a) and week 8 (b) 

注：*表示与高脂组之间有显著性差异（p<0.05）,**表示

与高脂组之间有极显著性差异（p<0.01）。 

从图 2b 可以看出，8 周后三组小鼠肠道菌群在多

样性指数和丰富度中，香蕉抗性淀粉组都极显著低于

高脂组和普通饲料组（p<0.01），说明抗香蕉性淀粉饮

食能减少肠道菌群多样性和丰富度。图 3b 的聚类分析

图可以看出三组小组基本都能以组为单位聚集在同一

簇，图 4b 的 PCA 分析图可以看出三组小鼠大肠道菌

群在 8 周时，各组的数据点都分布在不同区域，说明

高脂饮食和香蕉抗性淀粉饮食对小鼠肠道菌群结构产

生了影响。 

2.3  小鼠粪便 V6-V8 区 DGGE 图谱的 

UPGMA 聚类分析结果 

  

a                       b 

图3 第 0周（a）和第8周（b）小鼠粪便V6-V8区 DGGE图谱

的UPGMA聚类分析 

Fig 3 UPGMA analysis of DGGE profiles of mouse fecal DNA 

V6-V8 region at week 0 (a) and week 8 (b) 

2.4  第 0 周（a）和第 8 周（b）小鼠粪便 V6-V8

区 DGGE 图谱的主成分 PCA 分析 

 

 
图4 第 0周（a）和第8周（b）小鼠粪便V6-V8区 DGGE图谱

的PCA分析 

Fig 4 PCA analysis of DGGE profiles of mouse fecal DNA V6-V8 

region at week 0 (a) and week 8 (b) 

2.5 第 8 周小鼠粪便 V6-V8 区 DGGE 图谱优势

条带测序分析 

 

 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.9 

5 

表1 16S r DNA V6-V8区 PCR-DGGE优势条带的种属鉴定结果 

Table 1 Results of PCR-DGGE preponderance bands in 16S r DNA V6-V8 region 

DGGE 上条带编号 GenBank 数据库中最相近菌种名称 GenBank 序列号 相似性/% 

1 Dorea longicatena KC880965 94 

2 Roseburia hominis KC880966 94 

3 Clostridium clostridioforme KC880967 94 

4 Roseburia faecis KC880968 98 

5 Ruminococcus torques KC880969 95 

6 Turicibacter sanguinis KC880970 94 

7 Clostridium aldenense KC880971 99 

8 Blautia wexlerae KC880972 94 

表 1 的测序结果来自于图 1b 的相应标注条带克

隆测序，条带 2、4、6 是抗性淀粉组特有，测序后分

类上最接近 Roseburia hominis、Roseburia faecis 和

Turicibacter sanguinis。而高脂组中出现的 1、5、7、8

号条带测序后分类上最接近 Dorea longicatena、

Ruminococcus torques、Clostridium aldenense 和 Blautia 

wexlerae 大多属于球状梭菌群（梭菌簇 XIVa）。所测 8

个条带均属于厚壁菌门梭菌纲。 

3  结论 

3.1  本实验动物模型采用了菌群人源化（HFA）小鼠

作为实验对象，这样避免了普通小鼠的肠道菌群代谢

活性和组成与人体肠道之间存在太大差异，为了确定

人体肠道内的菌群对疾病、肥胖和健康的影响，HFA

小鼠模型是一个明智的选择[10]。HFA 小鼠模型已经在

研究肠道菌群和脂肪代谢中得到广泛应用，是因为它

在实验过程中可以控制动物饮食和环境影响，保证动

物的肠道菌群与人类相似，考虑到了宿主代谢与肠道

生理环境，同时避免了用健康人体作为研究对象的伦

理问题。根据文献显示，健康志愿者的肠道中的优势

菌群在 HFA 小鼠肠道中成功定植并且在小鼠后代传

递过程中也比较稳定地维持[11]，但是，传统的活菌计

数方法无法对肠道大量存在却无法培养的细菌进行检

测，因此结果比较片面。基于 16S rRNA 基因的指纹

图谱技术，如荧光定量 PCR、PCR-DGGE 等提高了检

测技术的可靠性和敏感性[12]。许多研究表明虽然 HFA

小鼠模型的肠道菌群来自粪便捐献者的个体肠道菌

群，但宿主不同时，优势菌群会出现差异，说明宿主

对肠道菌群有选择性作用，这可能与和饮食结构改变

与肠道环境有关。Licht
[13]利用 PCR-DGGE 技术也得

出小鼠肠道对粪便捐献者肠道菌群有选择性作用。 

3.2  本实验中，由于香蕉抗性淀粉能够抵抗胃液液和

小肠中各种淀粉酶的消化分解，只能在肠道菌群的作

用下，在结肠中被分解为短链脂肪酸，类似于体内厌

氧发酵过程，其发酵产生的短链脂肪酸（SCFA）不仅

为结肠上皮细胞提供营养，而且也可以促进肠道益生

菌的生长与繁殖[3]。采用 16S rRNA V6 区段检测总菌

群，DGGE 图谱显示粪便捐献者的肠道细菌可以在无

菌小鼠体内定植，粪便捐献者与 HFA 小鼠的肠道总菌

相似性达到 36%，说明 HFA 小鼠模型成功构建，可

作为研究抗性淀粉对肠道菌群的影响良好人源菌群

（HFA）动物模型。研究结果表明，抗性淀粉组的小

鼠肠道菌群丰富度和多样性指数显著减少（p<0.01），

邬应龙[14]等用 RS4 型抗性淀粉对 C57BL/6J 小鼠饮食

进行干预，得到结果是抗性淀粉组的多样性指数升高，

这可能是与小鼠类型不同或者菌群来源不一致有关。

聚类分析图中显示三组小鼠的肠道菌群各自成簇，说

明高脂饮食和抗性淀粉饮食均能改变小鼠肠道菌群结

构。对 V6 总菌群的 DGGE 图谱上的特异条带进行割

胶测序，结果发现抗性淀粉组的小鼠肠道内条带 4 的

颜色比别的深，说明抗性淀粉饮食可以促进 Roseburia 

faecis 的生长，这种菌是瘤胃中的优势菌，它产生的

丁酸具有促进瘤胃粘膜修复，抑制炎症反应等作用
[15]。从人粪便来源的 Roseburia 属的这 2 株菌种主要

产生丁酸或者只产生丁酸，是结肠重要营养菌，本实

验通过 DGGE 测到的这 2 个菌都是丁酸产生菌，且能

够促进宿主菌的免疫力[16~17]；缺少这类菌后，SCFA

产量降低，容易促成肥胖[3]。 

3.3  高脂饮食促发了 Dorea longicatena 的生长，这种

菌属于厚壁菌门；研究显示，厚壁菌门与肥胖有着密

切联系，在肥胖人体常肠道内，厚壁菌门明显增加[18]。

高脂组中还出现了 Clostridium aldenense，这是一种致

病菌，与菌血症以及腹腔内感染密切相关[19]。这几种

菌在抗性淀粉组中逐渐消失，说明香蕉抗性淀粉可以

抑制这些菌的生长，对人体肠道健康有着一定的保护

作用。 
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3.4  本研究结果，与高脂饲料组比较，香蕉抗性淀粉

＋高脂饲料组 HFA 小鼠结肠菌群多样性显著降低。这

一结果与预期完全相反。一般来说，多样性越高，生

态系统越稳定。微生物多样性保证微生物群体中功能

冗余，从而确保了在群体多样性的发生改变时关键过

程不受影响，但在肠道中，微生物数量巨大，但其种

及以上水平的多样性并未按比例增加，只是在亚种水

平的多样性足够多的基因组和转录组用于维持肠道生

态系统的回复。另外，宏观生态学研究表明，如果个

体物种含有广泛的应答能力，那么就只需要少量的多

样性，就能够维持系统的稳定性。多形拟杆菌的高度

适应性和高度变异性能够适应：（1）变化的饮食条件

稳定微生物自身的食物网，（2）变化的免疫条件和噬

菌体选择压力，保证自己不被淘汰，从而保持生态稳

定[20]。在人体肠道中，可能正是这样一些优势种群保

证了肠道微生态种群在相对低多样性的情况下，维持

了其长期稳定性。因此，本实验中高脂饮食＋抗性淀

粉组 DGGE 图谱显示多样性降低的可能原因：1）未

能真实体现 HFA 小鼠结肠菌群菌株水平多样性；2）

多样性有所降低，但某种或某些具有广泛应答能力的

种系出现。DGGE 图谱中高脂饮食＋抗性淀粉组 2、4、

6 号条带所代表的三种菌明显增加，是否就是代表广

泛应答能力的菌株，还有待进一步研究。 
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