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天然蜂粮对高脂血症大鼠肠道
微生物多样性的影响

李 震 1，刘志勇 2，张 永 1，张祖芸 1，3，曾志将 1*
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摘要：为研究天然蜂粮对大鼠肠道微生物结构和多样性的影响。使用 3个剂量（80，400，800 mg/kg）蜂粮持续灌

胃高脂血症大鼠 60 d后，取其直肠内容物利用 16S rDNA高通量测序技术测定大鼠肠道中菌群结构及其多样

性。结果表明：从Alpha多样性指数（Shannon、Simpson）、丰富度指数（Chao、Ace）可知，患有高脂血症的大鼠肠道

中细菌多样性有下降趋势。从门水平上分析，5个组的大鼠肠道中厚壁菌门Firmicutes、拟杆菌门Bacteroidetes和疣

微菌门Verrucomicrobia，占到了总细菌的94%以上。与高脂模型组相比，天然蜂粮高剂量组大鼠肠道中变形菌门

Proteobacteria丰度显著上升（P<0.05）。从属水平上分析，与空白对照组相比，3个天然蜂粮剂量组的大鼠肠道中

拟杆菌属Bacteroides、粪球菌属Coprococcus和Paraprevotella丰度显著下降（P<0.05）；与高脂模型组相比，3个天

然蜂粮组大鼠肠道中Akkermansia丰度有上升趋势（P>0.05）。

关键词：天然蜂粮；大鼠；肠道微生物；多样性

中图分类号：S896 文献标志码：A 文章编号：1000-2286（2019）06-1159-08

Effect of Natural Bee Bread on Intestinal Microbial
Diversity in Rats with Hyperlipidemia
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Abstract：This experiment aimed to investigate the effects of natural bee bread on the structure and diver⁃
sity of intestinal microorganisms in rats.After 60 days of continuous administration of three doses of bee bread
（80，400，800 mg/kg）to hyperlipidemic rats，the rectal contents were collected and the structure and diversity
of the rumen bacterial community were measured with 16S rDNA sequencing technology.The result of Alpha di⁃
versity index（Shannon，Simpson）and the richness index（Chao，Ace）showed that the intestinal bacterial di⁃
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versity in the rats with hyperlipidemia had a downward trend.And the results of 16S rDNA sequencing showed
that according to the analysis at phylum level，Firmicutes，Bacteroidetes and Verrucomicrobia in the intestinal
tract of rats in five groups accounted for more than 94% of the total bacteria.Compared with the high-fat model
group，the Proteobacteria abundance in the intestinal tract of rats in the high dose bee bread group increased sig⁃
nificantly（P<0.05）.The analysis at the genus level showed that compared with the blank control group，the abun⁃
dance of Bacteroides，Coprococcus and Paraprevotella in the intestinal tract of the rats in the three natural bee
bread dose groups decreased significantly（P<0.05）.Compared with the high-fat model group，the Akkermansia
abundance in the intestinal tract of the rats in the three bee bread groups increased（P>0.05）.

Keywords：natural bee bread；rats；gut microorganisms；diversity

高脂血症是粥样动脉硬化的始动因素，粥样动脉硬化会进一步引起冠心病、2型糖尿病、高血压、非

酒精性脂肪肝、癌症和肾衰竭等一系列疾病[1-2]。随着人们生活水平的提高和生活方式的改变，高脂血症

的发病率逐年上升。2012年全国营养调查结果显示，成人高TG血症、高TC血症和低HDL血症患病率分

别为 13.1%、4.9%和 33.9%[3]。截至 2015年，全国成人患脂质代谢类异常疾病已经高达 40.4%[4]。不仅成

人患病率持续增加，青少年和老年人患病率也呈上升趋势[5]。导致高脂血症的因素很多，包括饮食习惯、

日常生活、心理压力和社会环境因素，过量的能量摄入和缺乏锻炼是引起高脂血症的主要因素。

人肠道内含有大量的共生微生物，统称为“肠道微生物群”，它们对维持粘膜屏障功能的完整性、吸收

营养物质和能量平衡至关重要[6]。最近的证据表明，肠道微生物群可能在高脂血症及其并发症的发展中发

挥重要作用[7]。高脂饮食可能会诱导肠道菌群结构发生改变甚至紊乱，例如高脂饮食模式下人和小鼠肠道

中厚壁菌门肠道菌的丰度增加，能够通过提高食物中能量的摄取、加速脂肪酸合成以及促进甘油三酯和胆

固醇沉积等方式造成高脂血症[8-9]。因此，通过科学调节肠道优势“瘦菌群”的丰度，可能是继节食、锻炼等

手段之后来治疗高脂血症的新途径[9]。当前，利用天然产物及其提取产物来治疗高脂血症仍为研究热

点[10-12]。而天然蜂粮作为一种新型蜂产品，含有大量有利于降血脂的活性成分，如多糖、类黄酮化合物以及

多酚类物质等[13-14]。天然蜂粮对高脂血症大鼠有显著降血脂效果[14]。但天然蜂粮对高脂血症大鼠个体肠

道菌群结构的影响却尚未见报道。因此，在本研究中以SPF级大鼠构建高脂血症模型，灌胃天然蜂粮60 d
以后，通过16S rDNA高通量测序法研究天然蜂粮对大鼠肠道微生物结构及多样性的影响。探究天然蜂粮

对高脂血症大鼠肠道菌群结构和多样性的影响，为天然蜂粮的深度开发提供科学理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 天然蜂粮的生产 采用江西农业大学蜜蜂研究所研制天然蜂粮生产器，2018年 7—8月利用西方

蜜蜂（Apis mellifera）在江西省石城县白莲花期时生产天然蜂粮[15-16]，生产的天然蜂粮密封瓶装放入-18 ℃
冰柜中保存备用。

1.1.2 实验动物 SPF级 SD大鼠 70只，体质量（93.44±1.19）g，单一雄性，由江西中医药大学实验动物科

技中心提供，合格证号：SCXK（赣）2018-0003。实验小鼠用饲料和垫料统一由湖北万千佳兴有限公司提

供。实验大鼠饲养在江西中医药大学实验动物科技中心 SPF级屏障系统内，环境温度为 20～23 ℃、湿度

45%～55%，使用许可号为SYXK（赣）2018-0004。
1.1.3 主要实验器材与设备 电子台秤（上海亚津电子科技有限公司）和全自动生化仪（贝克曼AU480）。
1.1.4 高脂饲料配方 88.9%基础饲料、10%黄油、1%胆固醇和0.1%猪胆盐。

1.2 试验方法

1.2.1 大鼠造模及降血脂试验 大鼠适应性饲养 4 d后开始试验，其中空白对照组饲喂普通基础饲料，

其余各组饲喂高脂饲料。大鼠高血脂模型成功后，选32只进行试验，分为4个实验组，每组大鼠8只。参

照人推荐用量 0.4 g/（d·kg）（即人用量 400 mg/（d·kg））[14]，设立 3个天然蜂粮试验组：天然蜂粮低剂量组

（BL），80 mg/（d·kg）；天然蜂粮中剂量组（BM），400 mg/（d·kg）；天然蜂粮高剂量（BH），800 mg/（d·kg）。
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高脂模型照组（M）。同时设 1个空白对照组（C）。3个蜂粮组以及高脂模型持续饲喂高脂饲料，但 3个蜂

粮组同时分别按剂量设计灌胃天然蜂粮；空白对照组一直饲喂正常基础饲料。灌胃持续60 d。
1.2.2 大鼠肠道菌群细菌 16S rDNA测序分析 第 60天麻醉处死所有大鼠，每组随机选取 3只大鼠取其

直肠粪便后立即放入液氮保存。粪便样本提取细菌DNA后，再以获得的细菌DNA为模板进行细菌 16S
rDNA V4可变区PCR扩增。采用 Illumina HiSeq2000测序技术对 16S rDNA V4区PCR产物进行测序。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，用下机得到的数据进行相应的生物信息分析（华大基因）。

1.3 数据统计分析

实验所获得的数据全部利用 Statview 5.01软件中的“ANOVA or ANCOVA”进行比较分析不同组大鼠

肠道中各类微生物含量的差异显著性（P<0.05，LSD多重比较）。

2 结果与分析

2.1 测序数据的真实度

2.1.1 OTU累积曲线和相对PCA分析 通过构建累积曲线，用于描述随着抽样量的加大，物种增加的状

况。横坐标代表样品数目，纵坐标代表OTU数目（检测到的物种数）。由图 1可知，随着抽样个数的上

升，发现的物种数越来越多；而随着抽样量的继续上升，曲线末端上升趋势趋于平缓，表明本次采样量已

基本覆盖所有的肠道细菌菌群。

PLS-DA方法可将主成分分析和多元回归的功能相结合，达到循环PCA的各个成分以使其之间的间

隔达到最大化，即相对 PCA分析，结果见图 2。C
组与M、BL、BM、BH组相距最远，说明C组与其它

4组间肠道菌群丰度差异较大。同时可以看出每

组采集的 3个样品间距离较近，说明同组 3份样品

肠道菌群丰度差异较小，采样比较合理。

2.1.2 Shannon稀释曲线 稀释曲线可评价测序

量是否足够，并间接反映样品中物种的丰富程

度，当曲线趋于平缓或达到平台期时可认为测序

深度增加已经不影响物种多样性，测序量趋于饱

和。由图 3可知，当测序深度为 55 000 reads时，

曲线趋于平缓，各样品中物种多样性达到饱和

状态。

图1 OTU累积曲线

Fig.1 OTU cumulative curve
图2 OTU PLS-DA分析

Fig.2 OTU PLS-DA analysis chart

图3 5个实验组粪便样品的Shannon指数稀释曲线
Fig.3 Shannon index dilution curve of fecal

samples in 5 experimental groups
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2.2 天然蜂粮对大鼠肠道细菌菌群多样性的影响

2.2.1 OTU比较 5个处理组（C、M、BL、BM、BH）
大鼠直肠粪便样本中分别检测到 569、510、520、
552和 554个 OTU，其中 5个组共有的 OTU数为

408个（图 4）。5个处理组各自特有的 OUT为 31
个（占 C总 OTU的 5.45%），5个（占 M总 OTU的

0.98%），1个（占 BL总 OTU的 0.19%），8个（占 BM
总OTU的 1.45%），14个（占 BH总OTU的 2.53%）。

2.2.2 Alpha多样性分析 通过分析直肠粪便样

品的多样性（Alpha diversity）来检测大鼠肠道中细

菌物种的丰富度以及多样性。Chao指数和 Ace指
数是生态统计学中用来估计群落中含 OTU数目

的两种指数。Chao指数和 Ace指数越高，表明样

本中的菌类总数越多。由表 1可知：5组粪便样本

DNA文库的覆盖率都在 99.8%以上，能够较好地

反应样本的情况。与高脂模型组相比，低剂量组

和中剂量蜂粮组的 Chao指数和 Ace指数减少（P>
0.05）；而高剂量蜂粮组的 Chao指数和 Ace指数均

增加（P>0.05）。

Shannon指数和 Simpson指数的大小用来表示群落丰度的高低。Shannon指数越大，代表群落多

样性越高；而 Simpson指数越大，代表群落多样性越低。结合 2种指数可以看出，与高脂模型组相比，

3个天然蜂粮剂量组肠道菌落丰度均有下降的趋势（P>0.05）。但是随着剂量的升高，这种下降趋势

会减缓。

2.3 天然蜂粮对大鼠肠道细菌菌群结构的影响

2.3.1 大鼠肠道细菌门水平结构分析 5组大鼠肠道粪便中共检测到 8种菌门，包括厚壁菌门 Fir⁃
micutes、拟杆菌门Bacteroidetes、疣微菌门Verrucomicrobia、变形菌门Proteobacteria、软壁菌门Tenericutes、放
线菌门 Actinobacteria、蓝细菌门Cyanobacteria和 TM7。5组粪便样品中所含的细菌门主要为Firmicutes、
Bacteroidetes和Verrucomicrobia，占到了总细菌的 94%以上（表 2）。从表 2和图 5同样可以看出，与空白对

照组相比，高脂模型组和蜂粮高剂量组大鼠肠道中Tenericutes丰度显著下降（P<0.05），蜂粮低、中剂量组

大鼠肠道中Tenericutes含量差异不显著（P>0.05）。与高脂模型组相比，蜂粮高剂量组大鼠肠道中Proteo⁃
bacteria丰度显著上升（P<0.05）；蜂粮低、高剂量组大鼠肠道中Firmicutes丰度有下降的趋势（P>0.05），蜂

粮中剂量组有上升趋势（P>0.05）；3个蜂粮剂量组大鼠肠道中Bacteroidetes丰度有下降趋势，但差异无统

计学意义（P>0.05），同时Verrucomicrobia丰度有上升趋势（P>0.05）。

图4 5个处理组大鼠直肠粪便样本中的OTU韦恩图
Fig.4 OTU Wayne diagram in rectal stool
samples of rats in 5 treatment groups

表1 5组粪便样品Alpha多样性指数统计（X
-
±SE）

Tab.1 Alpha diversity index statistics of five groups of fecal samples（X
-
±SE）

项目 Items
Chao index
Ace index

Shannon index
Simpson index
Coverage

C
486.582±19.587a
483.591±18.170a
4.193±0.162a
0.053±0.015a
99.88%

M
447.976±7.922a
443.570±7.245a
4.183±0.084a
0.039±0.008a
99.87%

BL
445.347±17.339a
434.240±15.059a
3.482±0.443a
0.144±0.067a
99.86%

BM
433.724±31.491a
423.648±32.190a
3.413±0.598a
0.126±0.072a
99.86%

BH
486.613±11.621a
477.214±15.376a
4.013±0.419a
0.077±0.050a
99.88%

同列字母相同表示差异不显著（P>0.05），不同表示差异显著（P<0.05）
The same lowercase letter in the same column indicated no significant difference（P>0.05），different lowercase indicated no

significant difference（P>0.05）
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2.3.2 大鼠肠道细菌属水平结构分析 将粪便样品中的细菌进一步分化到属水平分析大鼠肠道细菌群

落的结构发现，采集的直肠粪便样品中共涉及细菌群落17个属。其中未注释菌属Others、艾克曼菌属Ak⁃

kermansia、颤螺菌属Oscillospira和副普雷沃氏菌属Paraprevotella共 4个菌属丰度占整体的 80%以上（表

3）。与空白对照组相比，高脂对照组和3个蜂粮剂量组的大鼠肠道中拟杆菌属Bacteroides、粪球菌属Copro⁃

coccus和Paraprevotella丰度显著下降（P<0.05）；高脂对照组大鼠肠道中罗斯氏菌Roseburia丰度显著下降

（P<0.05），蜂粮低剂量组和中剂量组大鼠肠道中Roseburia丰度有上升趋势，差异无统计学意义（P>0.05）。

与高脂模型组相比，3个蜂粮组大鼠肠道中Akkermansia丰度有上升的趋势，但无统计学差异（P>0.05）。

表2 天然蜂粮对大鼠肠道细菌菌群在门水平的丰度影响（X
-
±SE）

Tab.2 Effect of natural bee beard on abundance of intestinal bacterial flora at phylum level of rats（X
-
±SE）

门 Phylum
Firmicutes
Bacteroidetes
Verrucomicrobia
Proteobacteria
Tenericutes
Actinobacteria
Cyanobacteria

TM7
Others

C
0.432±0.029a
0.502±0.046a
0.048±0.028a
0.012±0.003a
0.003±0.001a
0.001±4.665×10-4 a

_
_
0

M
0.554±0.118a
0.360±0.130ab
0.072±0.065a
0.013±0.003a

2.170×10-4±7.307×10-5 b
9.490×10-4±4.539×10-4 a

_
_
0

BL
0.467±0.135a
0.233±0.079b
0.283±0.151a
0.014±0.003a
0.002±2.001×10-4 ab

8.034×10-4±4.579×10-4 a
_
_
0

BM
0.652±0.057a
0.148±0.065b
0.181±0.005a
0.012±0.006a
0.002±2.948×10-4 a
0.003±0.003a

_
_
0

BH
0.480±0.045a
0.278±0.070ab
0.190±0.113a
0.049±0.020b
0.001±2.079×10-4 b

7.436×10-4±3.539×10-4 a
_
_
0

“-”代表细菌含量太低。同行字母相同表示差异不显著（P>0.05），不同表示差异显著（P<0.05），下同

“-”It means that the bacterial content is too low。The same lowercase letter in the same letter indicated no significant differ⁃
ence（P>0.05），different lowercase indicated no significant difference（P>0.05）.The same as in the following table

表3 天然蜂粮对大鼠肠道细菌菌群在属水平的丰度影响（X
-
±SE）

Tab.2 Effect of natural bee beard on abundance of intestinal bacterial flora at family level of rats（X
-
±SE）

属 Genus
Others

Akkermansia

Allobaculum

Bacteroides

Coprococcus

Desulfovibrio

Lactobacillus

Oscillospira

Parabacteroides

Paraprevotella

Prevotella

rc4-4
Ruminococcus

Sutterella

Dorea

Roseburia

Helicobacteraceae

C
0.505±0.031a
0.048±0.028a
0.008±0.004a
0.014±0.004a
0.032±0.008a
0.005±0.003a
0.013±0.010a
0.070±0.016a
0.006±0.003a
0.180±0.055a
0.043±0.010ab
0.009±0.002a
0.044±0.010a
0.004±0.001a
0.016±0.007a

2.374×10-4±1.882×10-4 a
_

M
0.544±0.023a
0.070±0.065a
0.004±0.003a
0.004±0.002b
0.008±0.003b
0.001±3.624×10-4 a
0.004±0.001a
0.173±0.052a
0.019±0.008a
0.030±0.010b
0.087±0.052a
0.010±0.003a
0.021±0.004a
0.006±0.002a
0.001±3.090×10-4 b
0.012±0.004b

_

BL
0.471±0.132a
0.280±0.151a
0.003±0.002a
0.002±0.001b
0.005±0.001b
0.003±0.002a
0.009±0.006a
0.123±0.020a
0.012±0.007a
0.014±0.009b
0.018±0.008ab
0.019±0.006a
0.019±0.013a
0.010±0.004a
0.004±0.004ab
0.008±0.004ab

_

BM
0.525±0.060a
0.181±0.005a
0.014±0.013a
0.003±0.002b
0.008±0.003b
0.004±0.001a
0.039±0.036a
0.143±0.086a
0.006±0.003a
0.017±0.016b
0.007±0.003b
0.009±0.005a
0.017±0.009a
0.009±0.006a
0.006±0.005ab
0.011±0.006ab

_

BH
0.473±0.085a
0.191±0.113a
0.010±0.004a
0.003±0.001b
0.008±0.003b
0.018±0.006b
0.006±0.003a
0.144±0.033a
0.011±0.003a
0.044±0.027b
0.016±0.008ab
0.015±0.002a
0.022±0.014a
0.009±0.002a
0.002±0.001b
0.004±0.001ab

_
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3 结论与讨论

哺乳动物和人体的肠主要分为小肠，大肠和直肠 3段，主要起到消化食物和吸收营养成分的作用。

而上述过程同样依赖肠道微生物群的酵解，这一内源性肠道菌群不仅提供营养，还参与调控上皮细胞活

性并且指示先天免疫[17]。不同于胃内的强酸性环境，肠道中弱酸性环境更有利于益生菌群的生长，因此

肠道可以看成是一个厌氧微生物的“发酵罐”[18]。

尽管人体内部存在极其复杂生理生化过程来调节平衡，但是高脂血症的患病率不断上升，这很大

程度上是由于当代环境的变化。暴饮暴食和缺乏体育锻炼通常是被认为导致高脂血症的主要原

因 [19]。而这一模式是不完整的，证据表明其它因素也会造成这种慢性“流行病”（感染、表观性遗传学、

内分泌物干扰、医源性疾病等）[20]。此外，最近的研究证据表明，高脂血症患者体内脂代谢异常会导致

肠道菌群紊乱失调，而肠道菌群的失调则会进一步加重机体的高脂血症症状 [21]。本研究发现，高脂对

照组和 3个蜂粮剂量组大鼠在连续饲喂高脂饲料 60 d后，较于空白对照组，大鼠肠道中厚壁菌门 Fir⁃
micutes丰度均有增加趋势；增幅分别为 25.93%、8.10%、50.93%和 11.11%。3个蜂粮剂量组的拟杆菌

门 Bacteroidetes丰度显著低于空白对照组（P<0.05），高脂对照组相较于空白对照组的降幅为 28.29%
（P>0.05），这与Kallus等 [22]的研究相一致。导致这两种菌丰度改变的原因可能是拟杆菌门类细菌参与

脂质和碳水化合物代谢的酶的基因比厚壁菌门类细菌少 [23]，而机体在长期摄入大量营养物质后，则需

要更多的厚壁菌门细菌来参与代谢。这表明患有高脂血症的大鼠肠道可能受到高脂饮食诱导，自发

的改变了肠道菌群结构。蜂粮高剂量组大鼠肠道中变形菌门 Proteobacteria丰度显著上升（P<0.05），

而变形菌门含量上升是肠道紊乱的标志 [24]。此外，蜂粮高剂量组大鼠肠道中软壁菌门 Tenericutes较
蜂粮中剂量组相比显著下降（P<0.05），接近高脂模型组水平。这表明高剂量组可能设置过高，对紊乱

的肠道菌群结构没有起到有益调节作用。与高脂模型组相比，蜂粮低、中剂量组大鼠肠道中 Fir⁃
micutes丰度有下降趋势（P>0.05），降幅分别为 15.70%和 13.36%。这表明天然蜂粮可能会调控高脂血

症大鼠肠道中 Firmicutes丰度趋于正常水平，但具体调控机制有待进一步研究。蜂粮中剂量组与蜂粮

低、高剂量组相比，大鼠肠道中 Firmicutes却呈上升趋势（P>0.05），这可能是大鼠的个体调控能力差异

所造成的。

从肠道细菌属水平上来分析，高脂对照组和3个蜂粮剂量组大鼠肠道中的菌群丰度呈现显著下降趋

势（P<0.05）。但 3个蜂粮剂量组大鼠肠道中艾克曼菌属Akkermansia与高脂对照组相比显示出上升趋势

（P>0.05）。Akkermansia可利用肠道上皮细胞黏膜层中的黏蛋白作为其能量来源，从而通过竞争作用保

护肠道免受病原体侵害[25]。而Akkermansia在降解黏蛋白时，会释放出一种重要的短链脂肪酸——乙酸，

起到控制体质量的作用[26]。研究表明，给小鼠灌胃活的Akkermansia细菌，能够在不影响食欲的情况下有

效预防饮食诱导性肥胖[27]。Akkermansia同时也是肠道中最为丰富的黏膜细菌，其丰度降低会导致肠道

黏膜层变薄，从而导致肠道屏障功能弱化，使肠道中的有毒有害物质更易侵入人体。患有结肠炎、高脂

血症和肥胖症的患者体内 Akkermansia含量会有所降低。而蜂粮中富含的多酚对 Akkermansia具有益生

元效应。多酚类物质可以促进了肠上皮内层中杯状细胞的分化，产生黏液，从而为Akkermansia的茁壮成

长提供了一个良好环境[28]。

综合Alpha多样性、肠道细菌门水平和属水平可知，高脂血症大鼠肠道菌群的多样性及丰度均下

降。但高脂血症大鼠在灌胃低、中剂量蜂粮后，其部分肠道菌的丰度会发生调整，其能调节导致肥胖

的厚壁菌门的丰度趋于正常水平，同时能提高有益菌艾克曼菌属的丰度，其详细分子机理有待进一步

研究。
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