
2015年

报告人：李帅     

2016.11.26

R e s e a r c h  S e m i n a r



IF=11.329



主要内容

1                   背景

2

3

4

                   方法

                   结果

                   讨论



1 背景

Traditional Chinese Medicine

药用蘑菇
冬虫夏草、牛樟芝、姬松茸等

免疫调节物质

生物活性物质

灵芝 Ganoderma lucidum

三萜类

多糖类

蛋白聚糖类

抗糖尿病

抗高血脂

抗氧化

体重

肥胖
？

1.



1 背景

2. 肥胖的危害：

慢性低水平炎症

胰岛素抵抗

Ⅱ型糖尿病

脂肪肝

睡眠窒息症

癌症、恶性肿瘤

5亿“肥胖患者”

14亿“超重个体”



1 背景

肠道菌群
肥胖

脂质代谢紊乱

3. 营养物质利用

能量调节

4. 厚壁菌门

拟杆菌门
+ 其它微生物物种 肥胖

饮
食 遗

传

肠道完整性↓

LPS ↑

血液
代谢炎症
胰岛素抵抗

TLR 4 ↑



1 背景

5. 肥胖和代谢紊乱的治疗方法有哪些？

抗生素 益生元

改变肠道菌群

减轻内毒血症

提高葡萄糖耐受

（Cani, P. D. et al., 2009）

瘦素缺乏小鼠/高脂饮食小鼠

改变肠道菌群

提高肠道的紧密连接性和完整性 LPS



方法2

1、材料

试验动物：8周大雄性小鼠

养殖时间：3个月

分组情况：每组 5-7 只小鼠，每个笼子3-4只

饲料：

基础饲料（13.5% of energy from fat）

高脂饲料（60% of energy from fat）

灵芝水体物：

      取400g干燥的灵芝菌丝体

加入10L水， 121℃ ，150 

r.p.m 振荡混匀30min；

      待溶液冷却至室温（22℃）

后，4℃，5,894g离心30min，

取上清，65℃真空浓缩(最终体

积2L);

       121℃灭菌20min；

       4℃保存于深色玻璃瓶内。

粗纤维 < 5%

水解多糖 > 10%

粗蛋白 38.78%

粗脂肪 2.41%

碳水化合物 41.99%

氨基酸 5.2%

钠 76.39mg/100g

热量 345kcal/100g
水和灵芝水提物通过灌胃法添加（100μl/天）；

3个试验



方法2

2、灵芝水提物中多糖种类分析

3、粪菌移植

（1）正式试验开始 4周后，每天收集粪便样品（无菌操作）；

（2）同一处理组粪便样品混合，每100mg粪便加入1ml无菌水重悬，剧烈涡旋10s；

（3）800g离心3min，收集上清；

移植材料在当天的移植试验前10min准

备好，保证样品新鲜，微生物组成基

本无变化。

试验一

试验二

4w 12w



方法2

4、抗体

IkB-α 

JNK (c-Jun N-terminal)

phosphorylated JNK

phosphorylated IRS-1 

IRS-1 (insulin receptor substrate-1)

Akt

phosphorylated Akt 

TLR4

ZO-1 (zonula occludens-1)

occludin

一
抗

二
抗 anti-rabbit IgG

β-actin
anti-mouse IgG

内
参

FITC-conjugated anti-F4/80
PE-conjugated anti-CD11b
anti-CD11c

PE-conjugated anti-CD4

其
它

PerCp-Cy5.5-conjugated anti-CD25
Alexa Flour 488-conjugated anti-Foxp3



方法2

5、粪便中能量和脂肪含量测定

能量：adiabatic bomb calorimeter (Gallenkamp, UK).

脂肪含量：干燥粪便样品、庚烷/乙醚/乙醇（1:1:1, vol/vol）、庚烷/乙醚/乙醇/水（1:1:1:1, vol/vol）
1次 2次

上层上清液 玻璃小瓶（预称重） 末重（脂肪）
挥发溶剂

6、油红O染色
肝脏冷冻切片
（6μm）

油红O染色20min 苏木精复染1min 光学显微镜观察

每个试验动物制作20份组织切片



方法2

7、灌胃葡萄糖耐受检测

禁食一夜，给小鼠灌胃葡萄糖溶液（3g/kg，66%）；

尾静脉取血，使用葡萄糖测定仪测定血糖含量。

8、生物化学分析

血清LPS定量

血清胰岛素浓度测定

血清游离脂肪酸（FFA）定量



方法2

9、qRT-PCR

10、Western blotting

脂肪组织 肝脏组织 肠道组织

11、附睾脂肪组织形态测定分析
附睾脂肪组织 10%福尔马林过夜处理 脱水 浸蜡

切片（8
μm）

H.E染色细胞尺寸分析

（Image J software）



方法2

脂肪组织 肝脏

流式细胞仪：FACSCalibur (Becton Dickinson, USA)

数据分析软件：Kaluza flow cytometry analysis software (Beckman Coulter, USA).

巨噬细胞（Macrophage）

T细胞（T-cell）

F4/80 and CD11c double-positive cells

CD4, CD25 and transcription factor Foxp3

13、炎症细胞因子测定
IL-1b, IL-6 和 TNF-α 蛋白水平测定 ELISA kits (R&D Systems, USA).



方法2

14、肠道菌群分析

基因组DNA提取：Faecal DNA isolation kit (MoBio Laboratories, USA)

16S rRNA gene     V3–V5 regions

15、qRT-PCR定量分析特殊细菌的丰度

Firmicutes

Bacteroidetes

Total bacteria

比值

（Livak, K. J. & Schmittgen, T. D., 2001）

16、统计学分析 3个重复

means±s.e.m t-test one-way ANOVA
SPSS version 17.0



3                    结果

1.   WEGL prevents HFD-induced obesity in mice



3                    结果

1.   WEGL prevents HFD-induced obesity in mice

附睾脂肪组织

肝脏



3                    结果

1.   WEGL prevents HFD-induced obesity in mice

Energy intake (a), stool fat (b) and energy in feces (c)

a b c

WEGL         摄食量

能量



3                    结果

2.  WEGL reduces inflammation in HFD-fed mice

促炎细胞因子

抗炎细胞因子

mRNA

纤溶酶原激活抑制物-1



血清促炎细胞因子

蛋白质

肥胖
肝脏和脂肪
组织内的免

疫细胞

M1巨噬细胞

MCP-1

单核细胞趋化蛋白-1



巨噬细胞 T细胞



内毒素血症

TLR4信号

促炎细胞因子

慢性炎症

胰岛素抵抗 (Cani, P. D. et al., 2008)



JNK

(Han, M. S. et al., 2013; Cai, D. et al., 2005)

TLR4

NF-kB

TLR4-related signalling 
pathways

IkB-α

负相关

促炎细胞因子

抑制性卡巴蛋白



JNK

NF-kB

IRS-1磷酸化作用

Akt脱磷酸化作用

胰岛素抵抗

(Qatanani, M. & Lazar, M. A., 2007)

磷酸化Akt

磷酸化IRS-1

胰岛素受体底物-1

蛋白激酶B



灌胃——葡萄糖耐受试验

空腹血清胰岛素、葡萄糖糖水平

胰
岛
素
抵
抗
指
数



3                    结果

4.  WEGL regulates lipogenic gene expression.

肝脏、脂肪组织

脂肪生成相关基因



3                    结果

5.  WEGL reverses HFD-induced gut dysbiosis. 肠道菌群

691,370 raw reads

16,461±5,411 reads per sample

292,952 effective reads

6,975±2,192 effective reads per 
sample

(n=7 for each group)





HFD组增加而8% WEGL组减少 8% WEGL组较HFD组增加 Chow+8% WEGL组较HFD组增加

Mucispirilum shaedleri Parabacteroides goldsteinii E.coprostanoligenes

Escherichia fergusonii Bacteroides spp. C. methylpentosum

Enterococcus spp. Roseburia hominis P. goldsteinii

Lactococcus lactis Anaerotruncus colihominis Bacteroides spp.

Clostridium 
lactatifermentans(Clostridium XIVb)

Clostridium 
methylpentosum(Clostridium IV)

A. colihominis

Oscillibacter valericigenes Clostridium XIVa and XVIII R. hominis

(已有报道的肥胖相关细菌) Eubacterium coprostanoligenes Clostridium XIVa and XVIII



3                    结果

6.  WEGL maintains intestinal integrity in HFD mice.

肠道紧密结合蛋白

mRNA与蛋白水平表达量



3                    结果

7.  WEGL faecal transplants reduce obesity.
供体小鼠（4周）

粪
菌
移
植



受体小鼠

体重

附睾脂肪

皮下脂肪

肝脏重量



受体小鼠

肝脏、脂肪组织

脂肪生成相关基因



受体小鼠

炎症细胞因子

单核细胞趋化蛋白-1



受体小鼠

肠道紧密结合蛋白



3                    结果

7.  WEGL faecal transplants modulate gut microbiota composition









3                    结果

7.  WEGL high molecular weight polysaccharides reduce obesity.

灵芝中的高分子量多糖组成、多糖（分子量大于300kDa ）的单糖组成



有效多糖成
分？

体重

皮下脂肪 附睾脂肪 肝脏重量



4                    讨论

药用真菌

肠道微生物

炎症

肥胖
大分子多糖

血糖 Ⅱ型糖尿病



具体细菌功能



SCFAs 促炎/抗炎细胞因子

细菌发酵多糖等益生元产生（Bacteroides spp.）

Polysaccharides (>300 kDa)

specific bacterial species

作用机
制？

疑问：试验中，小鼠炎症减轻是由SCFAs影响导
致，还是由于WEGL或其它分子物质的影响？



Thanks  for  your 
listening !


