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双歧杆菌对 2 型糖尿病模型大鼠干预效果观察

徐宗凯 王蓉 杨燕1 戴锐睿 尚婧烨 余倩2

四川大学华西公共卫生学院，成都 610041

摘要: 目的 观察双歧杆菌微生态制剂对 2 型糖尿病模型大鼠糖代谢、脂代谢和

肠道菌群结构的干预效果。方法 实验大鼠按体重随机分为 4 组，空白对照组以基础

饲料喂养，模型对照组、双歧杆菌低剂量组和高剂量组以高脂高糖饲料喂养，同时低、高
剂量组每日灌胃给予双歧杆菌微生态制剂 4 和 12 ml / ( kg·d) ，6 周后腹腔注射小剂量

链脲佐菌素( 20 mg /kg) ，继续灌胃 2 周后，进行口服葡萄糖耐量( OGTT) 试验，随后处死

大鼠，采集血清和粪便，测定胰岛素和血脂含量，T-ＲFLP 技术分析大鼠肠道菌群结构变

化。结果 低剂量和高剂量微生态制剂组与模型对照组相比，OGTT 试验中 1 h 和 2 h
血糖明显降低( P ＜0. 01) ; 胰岛素敏感指数显著增加( P ＜ 0. 05) ; 血清 FFA、TG、LDL-C
含量均降低( P ＜0. 05) ，HDL-C 含量升高( P ＜ 0. 01) ; 低剂量组和高剂量组肠道中双歧

杆菌含量明显增加( P ＜0. 05) ，肠道其余 5 种菌含量均无显著差异。结论 双歧杆菌

微生态制剂能有效改善2 型糖尿病造模过程中大鼠的糖脂代谢紊乱，增加肠道双歧杆

菌数量。
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Intervention effect of probiotic bifidobacterium
on type 2 diabetes mellitus rats

XU Zongkai，WANG Ｒong，YANG Yan，DAI Ｒuirui，SHANG Jingye，YU Qian
Department of Medical Examination，Public Health of Sichuan University，Chengdu 610041，China

Abstract: Objective To observe the influences of bifidobacterium on glucose and
lipid metabolism and intestinal flora in type 2 diabetes mellitus rats．Methods Ｒats were
randomly divided into 4 groups，the blank control group was fed with basic forage，the
other 3 groups were fed with high fat diet． Meanwhile the high-dose and low-dose groups
were gavage administrated with 12 and 4 ml / ( kg·d) probiotic bifidobacterium for 6 weeks，
then，injected with low dose of streptozotocin ( 20 mg /kg ) ． All rats were sacrificed 2
weeks later，blood and feces samples were collected to analyse． Ｒesults Compared with
rats of type 2 diabetes model，glucose concentrations and serum concentrations of FFA，

TG，LDL-C of 2 experimental groups were significantly lower，serum concentrations of
HDL-C were higher，insulin sensitivity index was higher，content of bifidobacterium was
higher，but there were no significant differences in other 5 bacteria． Conclusion The
probiotic bifidobacterium could significantly ameliorate the disorder of glucose and lipid
metabolism，increase the amount of bifidobacterium of type 2 diabetes rats．
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双歧杆菌( bifidobacterium) 为人和动物肠道

中主要的 正 常 菌 群 之 一［1］，研 究 显 示，双 歧 杆

菌具有明显的降血脂和血清胆固醇作用，调节

脂代谢紊乱［2］，并在肠道微生态环境平衡中发

挥重要 的 生 理 功 能。本 课 题 组 在 构 建 大 鼠 2
型糖尿病模型的同时，用双歧杆菌微生态制剂

灌胃的方 式 进 行 干 预，通 过 观 测 糖 代 谢、脂 代

谢及肠道菌群结构的变化，观察微生态制剂对

糖尿病的预防性干预效果，希望能为糖尿病的

预防提供一种简单易行的方法，为探明微生态

制剂在预 防 和 辅 助 治 疗 糖 尿 病 中 的 作 用 积 累

资料。

1 材料与方法

1. 1 实验动物

清洁级雄性 SD 大鼠 48 只，6 周龄，体重 186 ～
222 g，购自北京华阜康生物科技股份有限公司，合

格证号 SCXK( 京) 2009-0004，饲养于四川大学华西

公共卫生学院屏障级实验动物中心，许可证号

SYXK( 川) 2009-011，室温( 20 ± 2) ℃，湿度 50% ～
60%。大鼠每 4 只一笼饲养，明暗周期 12 h( 6AM
～6PM) ，自由摄食和饮水。适应性饲养 1 周。
1. 2 双歧杆菌微生态制剂

口服液由昆明滇虹生物制品有限公司提供

( 批号: 111101; QS 号 530106010501 ) ，其种属为

长双歧杆菌长亚种( Bifidobacterium longum subsp．
Longum) ，编号 ＲU29-20，双歧杆菌含量为 6. 3 ×
108 CFU /ml。
1. 3 饲料

普通饲料和高脂高糖饲料均由北京华阜康生

物科技股份有限公司提供，高脂高糖饲料配方为

65. 75%的基础饲料、20% 蔗糖、10% 猪油、3% 蛋

黄粉、1%胆固醇、0. 25%胆酸钠。
1. 4 主要试剂和溶液

DNA Marker、6 × Loading buffer 购自 Tiangen
生物技术公司，Taq DNA 聚合酶 ( 5 U /μl) 、10 ×
PCＲ Buffer、dNTP Mixture、MgCl2 购自宝生物工程

有限公司，链脲佐菌素( STZ) 购自 Sigma 公司，游

离脂肪酸( FFA) 试剂盒购自南京建成有限公司，

粪便 DNA 提 取 试 剂 盒 购 于 OMEGA BIO-TEK，

DNA 纯化试剂盒购于 Bioer Technology Co． Ltd，

Ｒat InsuLin ELISA Kit 购自 Bio-Swamp。
1. 5 16S rＲNA 基因通用引物［3］

516f: 5' TGCCAGCAGCCGCGGTA-3' ( 5'-FAM

标记)

1510r: 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
ＲsaⅠ 酶切位点为GT^AC

CA^TG
BfaⅠ 酶切位点为C^TAG

G^ATC
1. 6 动物分组与干预

48 只大鼠均用普通饲料适应性喂养 1 周，

按体重随机分成 4 组，每组 12 只，分别为空白对

照组、2 型糖尿病模型对照组、双歧杆菌低剂量

组、双歧杆菌高剂量组。空白对照组以基础饲

料喂养，模型对照组、双歧杆菌低剂量组和高剂

量组以高脂高糖饲料喂养。空白对照组和模型

对照组每日 1 次按 10 ml /kg 灌服生理盐水。高

剂量和低剂量组每日灌服 10 ml /kg 相应浓度双

歧杆菌 制 剂，高 剂 量 为 人 体 推 荐 剂 量 的 30 倍

［12 ml / ( kg·d ) ］; 低 剂 量 为 人 体 推 荐 剂 量 的

10 倍 ［4 ml / ( kg·d ) ］，人 体 推 荐 剂 量 为

0. 4 ml / ( kg·d) ，灌胃 6 周后，禁食 14 h。次日，

模型对照组、高剂量组和低剂量组腹腔注射 1%
STZ( 20 mg /kg) ，空白对照组注射相应体积枸橼

酸-枸橼酸钠缓冲液。继续饲养和灌胃 2 周。试

验期间，每周测定大鼠体重。
1. 7 标本采集及处理

末次灌胃后禁食 14 h，做口服葡萄糖耐量

( OGTT) 试验: 按 2 g /kg 给予各组大鼠 20% D-葡
萄糖溶液，剪尾取血测 0、0. 5、1 和 2 h 的血糖值。
OGTT 试验后正常进食饮水，第 2 天无菌采集各

组大鼠粪便，－ 70 ℃保存。从 18 点到次日 8 点，

禁食 14 h，股动脉取血，每只大鼠取血 3 ～ 4 ml，
37 ℃孵育 30 min，3000 r /min 常温离心 15 min，收

集血清，－ 20 ℃保存。
1. 8 血清胰岛素( FINS) 测定

Ｒat InsuLin ELISA Kit 测定大鼠血清胰岛素

含量。胰岛素敏感指数 = 1 / ( FBG × FINS) ［4］。
1. 9 血脂测定

用全 自 动 生 化 分 析 仪 检 测 血 清 总 胆 固 醇

( TC) 、甘 油 三 酯 ( TG ) 、高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇

( HDL-C) 、低密度脂蛋白胆固醇 ( LDL-C) 含量。
游离脂肪酸( FFA) 含量采用相应试剂盒测定，操

作方法严格按说明书进行。
1. 10 T-ＲFLP 技术分析大鼠肠道菌群结构

1. 10. 1 粪便 DNA 的提取 按粪便 DNA 提取试

剂盒的操作说明进行 DNA 提取。
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1. 10. 2 PCＲ 扩增 16S rＲNA 基因 PCＲ 反应采

用 40 μl 体系，模板量为 2 μl，PCＲ 反应条件为:

95 ℃预变性 15 min; 95 ℃ 变性 30 s，50 ℃ 退火

30 s，72 ℃ 延伸 1 min，35 个循环; 72 ℃ 终 延 伸

10 min。
1. 10. 3 限制性内切酶酶切 按表 1 加样，37 ℃
水浴 4 h，经 65 ℃水浴 20 min 使酶失活。酶切产

物用普通 DNA 产物纯化试剂盒纯化回收。
表 1 酶切反应体系

Table 1 The reaction system of enzyme digestion
试剂 体积 /μl
PCＲ Ｒeaction mixture 10. 0
Muclease-free water 16. 0
10 × Buffer TangoTM 3. 0
ＲsaⅠ 1. 0
BfaⅠ 1. 0
扩增产物 10. 0

1. 10. 4 纯化产物的检测 将酶切纯化后的末端

限制性片段 ( T-ＲFs) 送往上海基康，用高效毛细

管电泳对其进行检测。运输过程中低温( 置于冰

上) 、避光。
1. 11 T-ＲFLP 数据的处理

根据公式计算样品的物种丰度 S，多样性指

数 H 和物种均度 E。利 用 Microbial Community
Analysis Ⅲ网站获得 ＲDP 数据库，将测得的 T-
ＲFs 图谱中每个峰值与 ＲDP 数据库进行比对。
根据每个 T-ＲF 大小比对查找相应的菌种。本实

验主要分析肠球菌、大肠杆菌、双歧杆菌、产气荚

膜梭菌、拟杆菌、乳杆菌 6 种人体肠道主要细菌。
1. 12 统计分析

计量数据均以均数 ± 标准差表示。用 SPSS
13. 0 软件对数据进行方差分析，各组间的两两比

较采用 LSD 检验。

2 结果

2. 1 双歧杆菌微生态制剂对 2 型糖尿病大鼠体

重的影响

如图 1 所示，从第 2 周起各组大鼠的体重开

始出现差异，6 周后模型对照组体重明显高于空

白对照组( P ＜ 0. 05 ) ，高剂量组和低剂量组体重

明显低于模型对照组( P ＜ 0. 05 ) ，且干预 5 周后

高剂 量 组 大 鼠 体 重 与 空 白 对 照 组 已 无 显 著

差异。

图 1 各组大鼠不同时间体重变化比较

Figure 1 Weight changes of rats at different times

2. 2 双歧杆菌微生态制剂对 2 型糖尿病大鼠胰

岛素敏感指数的影响

各组大鼠胰岛素敏感指数检测结果，模型

对照组( 0. 035 ± 0. 0042 ) 明显低于空白对照组

( 0. 048 ± 0. 0077 ) ( P ＜ 0. 05 ) ，低 剂 量 组

( 0. 042 ± 0. 0113 ) 和 高 剂 量 组 ( 0. 048 ±
0. 0159 ) 明显高于模型对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ，但与

空白对照组无显著差异。
2. 3 双歧杆菌微生态制剂对 2 型糖尿病大鼠糖

代谢的干预效果

如表 2 所示，模型对照组大鼠各时间点血糖

值均明显高于空白对照组( P ＜ 0. 01 ) ，且模型对

照组每只大鼠 2 h 血糖值均大于 11. 0 mmol /L，表

明 2 型糖尿病模型造模成功。低剂量组和高剂量

组 1 h 和 2 h 血糖值与模型对照组相比明显降低

( P ＜ 0. 01) ，提示双歧杆菌干预可抵御 STZ 对大

鼠胰岛的损伤。

表 2 8 周后各组大鼠 OGTT 试验结果

Table 2 Ｒesults of OGTT of rats after 8 weeks ( n =12，珔x ± s) mmol /L

组别
双歧杆菌 /

［ml / ( kg·d) ］
0 h 0. 5 h 1 h 2 h

空白对照组 0 4. 52 ± 0. 37 7. 54 ± 0. 40 8. 37 ± 0. 86 6. 19 ± 0. 86
模型对照组 0 5. 51 ± 0. 65 ( 1) 17. 98 ± 2. 49 ( 1) 24. 67 ± 2. 70 ( 1) 19. 12 ± 1. 52 ( 1)

低剂量组 3 4. 90 ± 0. 71 16. 24 ± 4. 03 18. 35 ± 2. 65 ( 2) 12. 21 ± 1. 38 ( 2)

高剂量组 12 5. 10 ± 0. 85 18. 64 ± 1. 89 20. 33 ± 3. 86 ( 2) 12. 37 ± 2. 11 ( 2)

注: ( 1) 与空白对照组比较，P ＜ 0. 01; ( 2) 与模型对照组比较，P ＜ 0. 01
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2. 4 双歧杆菌微生态制剂对 2 型糖尿病大鼠脂

代谢的干预效果

由表 3 可见，与空白对照组相比，模型对照组

大鼠 血 清 FFA、TG、LDL-C 含 量 均 升 高 ( P ＜

0. 05) ，HDL-C 含量显著降低( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型

对照组相比，高低剂量组大鼠血清 FFA、TG、LDL-
C 含量均降低( P ＜ 0. 05 ) ，HDL-C 含量显著升高

( P ＜ 0. 01) ; 各组大鼠血清 TC 含量无显著差异。

表 3 各组大鼠血清 FFA、TC、TG、HDL-C 和 LDL-C 含量

Table 3 Concentrations of FFA，TC，HDL-C and LDL-C of rats ( n =12，珔x ± s) mmol /L

组别
双歧杆菌 /

［ml / ( kg·d) ］
FFA TC TG HDL-C LDL-C

空白对照组 0 1. 99 ± 0. 81 1. 87 ± 0. 42 1. 00 ± 0. 18 0. 77 ± 0. 12 0. 70 ± 0. 16

模型对照组 0 2. 92 ± 0. 93 ( 2) 1. 74 ± 0. 48 1. 50 ± 0. 12 ( 1) 0. 58 ± 0. 10 ( 2) 1. 12 ± 0. 38 ( 2)

低剂量组 3 1. 98 ± 0. 42 ( 4) 1. 91 ± 0. 37 1. 31 ± 0. 45 ( 3) 0. 67 ± 0. 07 ( 4) 0. 74 ± 0. 27 ( 4)

高剂量组 12 1. 84 ± 0. 54 ( 4) 1. 81 ± 0. 53 1. 26 ± 0. 26 ( 3) 0. 67 ± 0. 05 ( 4) 0. 69 ± 0. 38 ( 4)

注: 与空白对照组比较( 1) P ＜ 0. 05，( 2) P ＜ 0. 01; 与模型对照组比较( 3) P ＜ 0. 05，( 4) P ＜ 0. 01

2. 5 T-ＲFLP 分析大鼠肠道菌群结构的结果

从图 2 中可以看到 4 组大鼠各菌群含量的比

例发生了改变。本实验主要研究大鼠肠道的 6 种

细菌，其酶切片段大小分别为: 双歧杆菌 126 bp、
拟杆菌 142 bp、梭菌 136 bp、肠球菌377 bp、乳杆菌

311 bp、大肠杆菌 376 bp。

图 2 各组大鼠 T-ＲFs 图谱

Figure 2 Ｒesults of T-ＲFs of rats

各组大鼠肠道菌群多样性分析结果见表 4。
在本实验中采用的公式包括以下 3 个［5］:

S = 图谱中显著峰的总数 公式 1
S: 物种丰度，表示生态系统中物种的数目，

但无法表示相对丰度。
H = － ΣpiLnpi 公式 2
H: 多样性指数，pi: 某个峰的峰高占总峰高

的比例，用于估算群落多样性的高低。
E = H /Hmax 公式 3
E: 物种均度，Hmax = LnS，可以衡量物种的相

对丰度或所占比例。
模型对照组、低剂量组和高剂量组物种丰

度( S) 均低于空白对照组，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 01 ) ，低剂量组、高剂量组和模型对照组

之间差异无统计学意义，表明 2 型糖尿病大鼠

肠道菌群的种类的数目有所下降，但双歧杆菌

的灌胃未能明显改善这种情况。模型对照组和

空白对照组多样性指数 ( H) 无显著差异，但低

剂量组和高剂量组均显著低于模型对照组和空

白对照组( P ＜ 0. 01 ) ，表明灌胃在增加了双歧杆

菌这种益生菌的基础上，却影响了大鼠肠道菌

群的生物多样性。而各组大鼠之间的物种均度

( E) 相差不明显，表明各组大鼠肠道菌群占绝对

优势的菌种含量并无显著差异。
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表 4 各组大鼠肠道菌群多样性分析

Table 4 Diversity analysis of intestinal flora of rats ( n =12，珔x ± s)

组别
双歧杆菌 /

［ml / ( kg·d) ］
物种丰度 多样性指数 物种均度

空白对照组 0 44. 75 ± 11. 73 3. 38 ± 0. 27 0. 91 ± 0. 029

模型对照组 0 27. 50 ± 3. 32 ( 1) 3. 15 ± 0. 15 0. 94 ± 0. 072

低剂量组 3 29. 80 ± 3. 42 ( 1) 2. 81 ± 0. 25 ( 1，2) 0. 89 ± 0. 058

高剂量组 12 24. 50 ± 2. 12 ( 1) 2. 63 ± 0. 32 ( 1，2) 0. 88 ± 0. 015

注: ( 1) 与空白对照组比较，P ＜ 0. 01; ( 2) 与模型对照组比较，P ＜ 0. 01

肠道中 6 种主要细菌的含量见表 5，模型对照

组双歧杆菌含量明显低于空白对照组( P ＜ 0. 01) ，

低剂量组和高剂量组双歧杆菌含量都显著高于模

型对照组( P ＜ 0. 01) ，与空白对照组无显著差异。
各组大鼠肠道其余 5 种菌含量均无显著差异，低

剂量组和高剂量组的乳杆菌含量有增加的趋势。

表 5 各组大鼠 6 种主要肠道细菌相对含量

Table 5 Comparision of 6 types of gut bacteria between 4 groups ml / ( kg·d)

组别 双歧杆菌 双歧杆菌 拟杆菌 梭菌 肠球菌 乳杆菌 大肠杆菌

空白对照组 0 0. 010 0. 036 0. 035 0. 018 0. 031 0. 033

模型对照组 0 0. 007 ( 1) 0. 035 0. 039 0. 021 0. 039 0. 032

低剂量组 3 0. 013 ( 2) 0. 019 0. 041 0. 028 0. 047 0. 037

高剂量组 12 0. 014 ( 2) 0. 024 0. 051 0. 023 0. 056 0. 042

注: ( 1) 与正常对照组比较，P ＜ 0. 01; ( 2) 与模型对照组比较，P ＜ 0. 01

3 讨论

目前，各种制剂干预糖尿病的效果观察大

多是在动物造模成功以后，给予一定剂量一定

时间的灌胃［6-8］，而本研究采用双歧杆菌干预与

造模同时进行 ( 高脂高糖饲料喂养联合小剂量

STZ 腹腔注射不仅能导致大鼠的糖代谢异常，且

脂代谢也紊乱，具有典型的 2 型糖尿病特征) ，

其结果更能强调该类微生态制剂对糖尿病的预

防作用。本实验按照空腹血糖≥7. 0 mmol /L 或

2 h血糖≥11. 0 mmol /L 的判断标准，模型对照组

大鼠均成功复制了 2 型糖尿病模型，而双歧杆

菌灌胃各组大鼠的血糖值都有所降低，表明双

歧杆菌降低血糖的效果明显。大量流行病学研

究证实，以高甘油三酯、低高密度脂蛋白为特征

的脂质代谢紊乱是糖尿病血管并发症的高危因

素，从本实验结果来看，模型对照组血清 FFA、
TG、LDL-C 含量明显高于空白对照组，而 HDL-C
含量则低于空白对照组，表明双歧杆菌灌胃能

有效预防各组大鼠脂代谢紊乱的发生。综上，

双歧杆菌微生态制剂能较好地抵抗造模对大鼠

体重、糖脂代谢紊乱的影响，具有一定预防高脂

高糖饮食导致 2 型糖尿病的作用。
肠道菌群，除在食物的消化、吸收转换及效率

中起重要作用外，还对机体肠道本身生理功能

( 如肠道粘膜的完整性、通透性和肠蠕动) 有着显

著的影响，进而从整体上影响机体对营养的吸

收［9］。本研究结果显示模型对照组大鼠肠道菌

群物种丰度显著降低，但双歧杆菌灌胃的两组大

鼠肠道菌群的物种丰度与模型对照组相比无显著

性差异，同时，模型对照组大鼠物种多样性指数与

空白对照组大鼠相比没有显著差异，但高剂量组

和低剂量组大鼠物种多样性指数显著降低，这可

能是由于双歧杆菌成为肠道优势菌，且含量大幅

增加，进而影响了物种多样性。另外，肠道 6 种主

要细菌中只有双歧杆菌的含量各组大鼠间有明显

差异，这与刘伯阳等［6］的研究有所不同，可能与

本实验大鼠处于 2 型糖尿病状态下的时间太短有

关，导致肠道菌群的异常不明显，亦或与本研究的

干预方式不同有关，有待进一步研究证实。
本研究的结果表明，双歧杆菌微生态制剂能

较好地阻止造模对大鼠糖脂代谢紊乱的影响，增

加肠道双歧杆菌的含量，但其能否成为阻止糖尿

病前期人群或高危人群发展为糖尿病的一种有效

制剂仍需进一步研究。
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酶反 应 体 系 主 要 由 SOD、GSH-Px、过 氧 化 氢 酶

( CAT) 等组成，可随时清除不断生成的有害自由

基，阻断自由基的链式放大反应，从而对急性酒精

性肝损伤产生良好的保护效果。但如果大剂量或

长期的乙醇负荷超过机体抗氧化系统的清除能力

时，氧化损伤难以避免，其中以肝脏的氧化损伤尤

为严重［10］。MDA 是目前反映机体脂质过氧化的

代表性指标，它能与膜上的蛋白质氨基酸残基或

核酸反应从而增加膜的通透性和降低膜的稳定

性，从而使各种细胞膜和细胞器膜的结构和功能

发生紊乱，严重时可导致细胞死亡［11］。本研究显

示，姜黄素能明显降低急性酒精中毒小鼠肝组织

中的 MDA 含量，显著升高抗氧化酶 SOD 和 GSH-
Px 活性，有效提升其机体防御体系的抗氧化能

力，降低活性氧自由基对肝细胞膜上脂质和蛋白

质的损伤，维持细胞膜结构与功能完整性，减少脂

质过氧化物的产生，从而降低酒精对肝脏的损伤。
本研究结果证明，姜黄素能够增强急性酒精

中毒小鼠体内抗氧化能力，对急性酒精性肝损伤

具有一定的保护作用。
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