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间歇性禁食联合产热脂肪活化防治小鼠肥胖作用研究
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［摘要］ 目的·研究间歇性禁食（intermittent fasting，IF）联合产热脂肪活化对小鼠肥胖的治疗和预防作用。方法·取 8周

龄雄性C57BL/6J正常小鼠以高脂饲料喂养 4个月，构建肥胖小鼠模型作为肥胖治疗实验对象；另取 8周龄雄性C57BL/6J正

常小鼠作为肥胖预防实验对象。2种实验小鼠均分为对照组、隔日腹腔注射 CL316243 （β3-肾上腺素能受体激动剂，CL）

组、IF组、IF联合隔日腹腔注射CL组。肥胖治疗实验小鼠与肥胖预防实验小鼠分别干预 38 d和 124 d，干预期间均以高脂

饲料喂养。每 2 d 记录小鼠摄食量和体质量；实验结束后，检测小鼠外周血葡萄糖浓度，收集棕色脂肪组织 （brown 

adipose tissue，BAT）、腹股沟白色脂肪组织（inguinal white adipose tissue，iWAT）、附睾白色脂肪组织（epididymal white 

adipose tissue，eWAT）和肝脏样本并称取质量，通过苏木精-伊红（H-E）染色观察脂肪组织和肝脏组织形态学的变化，采

用实时荧光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）分析脂肪组织和肝脏组织的产热基因、炎症基因，以及糖脂代谢相关基因的表

达水平。结果·在肥胖治疗实验中，IF联合CL相较于单纯 IF，可进一步减轻肥胖小鼠体质量并降低血糖（均P<0.05），减

小 eWAT和肝脏细胞内的脂滴（均 P<0.05），促进 eWAT与 iWAT中产热基因解偶联蛋白 1 （uncoupling protein1，Ucp1）和

细胞死亡诱导DFFA样效应蛋白α （cell death inducing DFFA like effector α，Cidea）的表达，上调 eWAT与 iWAT中脂肪酸氧

化相关基因过氧化物酶体增殖物激活受体 α （peroxisome proliferator-activated receptor α，Ppara） 和烯酰辅酶 A 水合酶

（enoyl-CoA hydratase and 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase，Ehhadh）的表达（均P<0.05）；与对照组相比，IF联合CL还可

抑制 eWAT和肝脏中炎症相关的基因表达（均P<0.05），促进肝脏糖代谢相关基因表达（均P<0.05），但与单纯 IF相比差异

无统计学意义。在肥胖预防实验中，IF联合CL相较于单纯 IF，可进一步减小 eWAT和 iWAT细胞内的脂滴，促进 eWAT与

iWAT中Ucp1和Cidea的表达，上调 eWAT与 iWAT中Ppara和Ehhadh的表达（均P<0.05）；与对照组相比，IF联合CL还可

抵抗高脂饮食诱导的体质量增长，以及改善血糖（均P<0.05），并抑制肝脏脂肪酸氧化相关基因的表达水平（均P<0.05），

但与单纯 IF相比差异无统计学意义。结论·在肥胖治疗与预防模型中，与单纯 IF相比，IF联合产热脂肪活化均可减少脂肪

组织中脂肪沉积，促进白色脂肪中产热基因及脂肪酸氧化基因的表达；但两者对体质量和血糖的联合作用在肥胖治疗模型

中优于单纯 IF，在预防模型中则无明显优势。
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[Abstract]  Objective·To investigate the effects of intermittent fasting (IF) combined with thermogenic fat activation on the 

treatment and prevention of obesity in mice. Methods·Male C57BL/6J mice aged 8 weeks were fed by high-fat diet for 4 months 

and then used as obesity treatment models. The prevention model was conducted on male and 8-week-old C57BL/6J mice. High-fat 

diet-induced obese mice and normal mice were respectively assigned into four groups: control group, alternate-day intraperitoneal 

CL316243 (β3-adrenergic receptor agonist, CL) injection group, IF group, and IF combined with alternate-day intraperitoneal CL 
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injection group. Obesity treatment experimental mice and obesity prevention experimental mice were intervened for 38 d and 124 d, 
respectively, and they were all fed with high-fat diet during the intervention. The food intake and body weight were measured every 
two days. The blood glucose was measured at the end of the experiments. The brown adipose tissues (BAT), inguinal white adipose 
tissues (iWAT), epididymal white adipose tissues (eWAT), and livers were collected and weighed after the mice were sacrificed. The 
effect of IF combined with CL on morphologic changes was investigated by hematoxylin-eosin (H-E) staining. The expression levels 
of the genes related to thermogenesis, inflammation, and glucose and lipid metabolisms in the livers and adipose tissues were 
detected by real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Results·In the treatment model, compared with IF alone, 
IF combined with CL further reduced the body weight and blood glucose of obese mice (P<0.05), reduced the lipid droplet size in 
the eWAT cells and the liver cells (P<0.05), promoted the expression levels of the thermogenic genes uncoupling protein 1 (Ucp1) 
and cell death inducing DFFA like effector α (Cidea) in the eWAT and the iWAT, and up-regulated the expressions of the fatty acid 
oxidation related genes in the eWAT and the iWAT, i. e., peroxisome proliferator-activated receptor α (Ppara) and enoyl-CoA 
hydratase and 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase (Ehhadh) (P<0.05). IF combined with CL also inhibited the expressions of 
inflammation-related genes in the eWAT and the liver (P<0.05) and promoted the expressions of glucose metabolism-related genes 
in the liver compared with the control group (P<0.05), but there were no significant differences compared with IF alone. In the 
prevention model, compared with IF alone, IF combined with CL further reduced the lipid droplet size in the eWAT cells and the 
iWAT cells, promoted the expression levels of Ucp1 and Cidea in the eWAT and the iWAT, and up-regulated the expression of Ppara 
and Ehhadh in the eWAT and the iWAT (P<0.05). IF combined with CL also resisted the weight gain induced by high-fat diet, 
improved blood glucose (P<0.05), and inhibited the expression levels of fatty acid oxidation-related genes in the liver compared 
with the control group (P<0.05), but there were no significant differences compared with IF alone. Conclusion·Both in the obesity 
treatment and prevention models, IF combined with thermogenic fat activation can reduce lipidosis in the adipose tissue and 
promote the expression of thermogenic genes and fatty acid oxidation genes in the white adipose tissue compared with IF alone; 
however, the combined effects of them on body weight and blood glucose are superior to IF in the obesity treatment model, but not 
in the prevention model.

[Key words] intermittent fasting; thermogenic fat activation; obesity; treatment; prevention

肥胖症（obesity）是以体内脂肪过度蓄积为特征

的慢性全身性代谢性疾病，由遗传、环境、炎症、内

分泌调节异常等多种复杂因素相互作用所致。肥胖已

成为当下亟待解决的公共卫生危机。根据 2020 年

《中国居民营养与慢性病状况报告》，中国超重和肥胖

发病率和增长速度居世界首位，是超重和肥胖人口最

多的国家，约有 50% 成人超重和肥胖。因此，寻求

科学防治肥胖症的方法对中国人群尤为迫切。

棕色脂肪 （brown adipose tissue，BAT） 细胞与

米色脂肪细胞统称为产热脂肪细胞，是哺乳动物体内

具有产热特性的脂肪细胞，具有多房脂滴的形态特

征，电子显微镜下可见丰富的线粒体，在线粒体内膜

上 高 表 达 解 偶 联 蛋 白 1 （uncoupling protein1，

UCP1）［1-2］。寒冷或β-肾上腺素能受体（β-adrenergic 

receptor，β-AR）激动剂可促进脂肪分解，以及上调

Ucp1等产热基因的表达水平，长链脂肪酸与UCP1结

合可提高线粒体内膜对质子的导电性，消耗质子梯

度 ， 使 得 氧 化 磷 酸 化 与 三 磷 酸 腺 苷 （adenosine 

triphosphate，ATP）合成解偶联，将底物氧化所产生

的能量以热能形式释放，从而维持机体体温，促进能

量消耗［3-4］。大量的啮齿类动物研究和临床研究证

实，β3-肾上腺素能受体激动剂激活棕色和米色脂肪

能够减重、减少体脂［5-6］，改善胰岛素敏感性与胰腺

β细胞功能［7］，改善游离脂肪酸与炎症水平［5-6］，升

高外周血中高密度脂蛋白与载脂蛋白 A1水平、总胆

汁酸水平［8］。因此，棕色脂肪和米色脂肪活化是治

疗肥胖症、非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty 

liver disease，NAFLD）等代谢性疾病的新途径［9］。

减少热量摄入与促进能量消耗是预防与治疗肥胖

症的主要策略。间歇性禁食（intermittent fasting，IF）

是摄食与禁食规律交替的膳食模式，其包括限时禁食

（time-restricted feeding，TRF）、5∶2禁食（5∶2 diets）、

隔日禁食（alternate-day fasting，ADF） 3种形式。临

床试验［10-11］证实，通过 8~12周的间歇性禁食，肥胖

患者的体质量可较基线减轻4%~8%。间歇性禁食还可

升高外周血脂联素水平、降低瘦素水平［12-13］，改善血

糖与胰岛素水平，改善血压和血脂水平［14-15］。间歇性

禁食带来的不仅是摄食量减少［16-17］，能量消耗增加亦

在其中发挥了重要的作用。间歇性禁食实现了从肝源

性葡萄糖到脂肪细胞源性酮体的代谢底物转换，通过

降低合成代谢、增强应激抵抗力、促进线粒体生物合

成、改善糖脂代谢过程、影响自噬、抑制炎症、增强

DNA修复和促进细胞存活等机制，发挥改善心血管代

谢性疾病的作用［18］。已有的研究表明，间歇性禁食能

够促进腹股沟白色脂肪组织 （inguinal white adipose 

tissue， iWAT） 和附睾白色脂肪组织 （epididymal 
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white adipose tissue， eWAT） 中 产 热 基 因 Ucp1 表

达［19］，还能增加 iWAT中细胞死亡诱导DFFA样效应

蛋 白 α （cell death inducing DFFA like effector α，
Cidea） 和血管内皮生长因子 （vascular endothelial 

growth factor，Vegf）表达，促进能量消耗［20］。此外，

间歇性禁食还可通过影响肠道菌群丰度与代谢物水平，

促进白色脂肪米色化并维持能量稳态［21］。最新的研究

证据［22］提示，符合生物节律的间歇性禁食可促进脂

肪细胞的无效肌酸循环，增加机体能量消耗，抵抗高

脂饮食诱导的肥胖进展，但其未排除UCP1在间歇性

禁食中的作用。考虑到UCP1主要在棕色脂肪和米色

脂肪中优势表达，且棕色和米色脂肪活化时能促进外

周血中葡萄糖与脂肪酸清除［23-24］，我们假设UCP1在

间歇性禁食中发挥关键作用，若缺失了UCP1的作用，

间歇性禁食的减重效应将受损，而通过β3-肾上腺素

能受体激动剂激活棕色和米色脂肪，可促进能量以

UCP1依赖的方式发生非颤抖性产热，也许能放大间

歇性禁食减重和改善代谢的作用。本研究分别在高脂

饮食诱导肥胖小鼠与非肥胖小鼠中进行间歇性禁食实

验，并隔日给予β3-肾上腺素能受体激动剂CL316243

活化产热脂肪，观察间歇性禁食联合产热脂肪活化对

高脂饮食诱导的肥胖、慢性炎症，以及机体糖脂代谢

的影响，探索间歇性禁食联合治疗能否进一步缓解肥

胖的发生发展，明晰 UCP1 在间歇性禁食中的作用，

为间歇性禁食联合β3-肾上腺素能受体激动剂在临床

中的运用提供理论支持。

1　材料和方法

1.1　实验动物

8周龄雄性C57BL/6J小鼠购自上海灵畅生物科技

有限公司，实验动物生产许可证号为 SCXK （沪）

2018-0003。小鼠饲养于上海交通大学医学院实验动物

科学部 SPF 级实验室，环境温度 （25±1）℃，湿度

50%，并保证 12 h光照/12 h黑暗交替。小鼠根据实验

设计进行隔日禁食或者自由摄取食物，所有小鼠均可

自由饮水。实验动物使用许可证号为 SYXK （沪）

2018-0027。

1.2　主要试剂及仪器

60% 高 脂 饲 料 （D12492） 购 自 美 国 Research 

Diets 公司，β3-肾上腺素能受体激动剂 CL316243

（C5976） 购自美国 Sigma 公司，TRIzol 试剂 （R401-

01）、反转录试剂盒（R222-01）、实时定量 PCR试剂

盒（Q711-02）购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司，三氯甲烷 （10006818）、异丙醇 （80109228）、

75%乙醇（80176961）购自国药集团化学试剂有限公

司，DEPC处理水（B501005-0500）购自生工生物工

程（上海）公司，实时定量PCR （RT-qPCR）引物由

生工生物工程（上海）公司设计与合成。

全自动样品冷冻研磨仪 （F6/10） 购自上海净信

实业发展有限公司，台式冷冻通用离心机（SL16R）、

酶标仪 （Multiskan Sky）、PCR 热循环仪 （2720） 购

自美国 Thermo Fisher Scientific 公司，荧光定量 PCR

仪（LightCycler®480 Ⅱ）购自瑞士Roche公司，荧光

倒置显微镜（Ts2-FL）购自日本Nikon公司。

1.3　实验设计与动物分组

肥胖治疗实验：予 8 周龄雄性 C57BL/6J 小鼠

60%高脂饲料喂养，小鼠可自由摄取食物，饲养 4个

月构建饮食诱导的肥胖小鼠模型，后续实验期间仍以

60%高脂饲料喂养。待肥胖小鼠模型构建成功后随机

将小鼠分为 4组，分别为对照组 1 （Ctrl1组）、隔日腹

腔注射 CL316243 组 1 （CL1 组）、间歇性禁食组 1

（IF1组）、间歇性禁食联合隔日腹腔注射CL316243组1

（IF+CL1组），每组 4只小鼠。其中，间歇性禁食采取

隔日禁食的策略：一日自由饮食，一日仅提供饮水，

间隔进行，持续 38 d。CL1 组与 IF+CL1 组小鼠隔日

（IF+CL1组的自由饮食日） 予 β3-肾上腺素能受体激

动剂 CL316243 腹腔注射，剂量 0.5 mg/kg，共注射

19 次。实验期间每 2 d 记录小鼠摄食量与体质量变

化，计算小鼠38 d内的累积摄食量。

肥胖预防实验：随机将 8 周龄雄性 C57BL/6J 小

鼠分为 4组，分别为对照组 2 （Ctrl2组）、隔日腹腔注

射 CL316243 组 2 （CL2 组）、间歇性禁食组 2 （IF2

组）、间歇性禁食联合隔日腹腔注射 CL316243 组 2

（IF+CL2 组），每组 5 只小鼠，均以 60% 高脂饲料喂

养。4组小鼠禁食策略与药物干预方法与治疗实验一

致，干预 124 d。实验期间每 2 d记录小鼠摄食量与体

质量变化，计算小鼠124 d内的累积摄食量。

实验结束后，取小鼠尾尖静脉血于血糖试纸上，

用血糖仪检测小鼠外周血葡萄糖浓度；以CO2窒息法

处死小鼠，取小鼠肝脏组织、BAT、 iWAT 与 eWAT

用于后续分析。
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1.4　RNA提取与RT-qPCR分析

分别取肝脏、 BAT、 iWAT 与 eWAT 加入适量

TRIzol 试剂，并于冷冻研磨仪中破碎组织，根据

TRIzol 试剂说明书提取 RNA，用 DEPC 处理水溶解

RNA，分光光度计测量RNA浓度，琼脂糖凝胶电泳检

测 RNA。根据反转录试剂盒说明书将 RNA 反转录成

cDNA，根据实时定量 PCR 试剂盒配制 10 μL 反应体

系：2 μL cDNA模板、0.2 μL上游引物（10 μmol/L）、

0.2 μL下游引物（10 μmol/L）、5 μL 2×ChamQ SYBR 

qPCR Master Mix、2.6 μL双蒸水。反应程序：预变性

95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共 40个循环。数

据以核糖体蛋白侧茎亚基P0（ribosomal protein lateral 

stalk subunit P0，Rplp0）为内参，以2-ΔΔCT计算各基因

的mRNA相对表达水平。引物序列见表1。

1.5　肝脏与脂肪组织苏木精-伊红染色

取新鲜肝脏、脂肪组织浸没于通用型组织固定液

（中性）过夜，并交由赛维尔公司进行组织石蜡包埋、

切片与苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，H-E）染色。

在光学显微镜下观察肝脏和脂肪组织结构，于不同倍

镜视野下观察细胞形态、脂滴大小等，并拍照。运用

Image J软件测量脂肪细胞与肝细胞直径。

1.6　统计学分析

数据采用 GraphPad Prism 9.0 软件进行分析。定

量资料以 x±sx表示，组间比较采用成组 t检验或单因

素方差分析。所有统计检验采用双侧检验，P<0.05

表示差异具有统计学意义。

表1　RT-qPCR 引物序列

Tab 1　Primer sequences for RT-qPCR

Gene

Rplp0

Ccl2

Ccl5

Il-1b

Il-6

Ucp1

Cidea

leptin

adiponectin

Ppara

Pparg

Ehhadh

Hmgcs2

Cidec

Srebp1c

Fasn

Scd1

Dgat2

Gck

Pfkl

Hk2

Pkm

Glut1

Glut4

Pepck

G6Pase

Forward sequence (5′→3′)

GAAACTGCTGCCTCACATCCG

AGGTCCCTGTCATGCTTCTG

TGCCCACGTCAAGGAGTATTT

GAAATGCCACCTTTTGACAGTG

AGTTGCCTTCTTGGGACTGA

GGCATTCAGAGGCAAATCAGCT

GCAGCCTGCAGGAACTTATCAGC

AGCAGTGCCTATCCAGAA

CAACTGAAGAGCTAGCTC

AGAGCCCCATCTGTCCTCTC

CTGACCCAATGGTTGCTGAT

CAGATGAAGCACTCAAGCTTG

GACATCAACTCCCTGTGCCTG

TCGACCTGTACAAGCTGAACCCT

GATGTGCGAACTGGACACAG

GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT

GCTGGAGTACGTCTGGAGGAA

GCGCTACTTCCGAGACTACTT

AGGAGGCCAGTGTAAAGATGT

TCCGCACCTACAACATCCAC

TGATCGCCTGCTTATTCACGG

GCCGCCTGGACATTGACTC

TCAAACATGGAACCACCGCTA

GTGACTGGAACACTGGTCCTA

CATATGCTGATCCTGGGCATAAC

ACACCGACTACTACAGCAACAG

Reverse sequence (5′→3′)

GCTGGCACAGTGACCTCACACG

TCTGGACCCATTCCTTCTTG

TTCTCTGGGTTGGCACACACT

TGGATGCTCTCATCAGGACAG

TCCACGATTTCCCAGAGAAC

CAATGAACACTGCCACACCTC

GATCATGAAATGCGTGTTGTCC

TGCCAGAGTCTGGTCCATCT

CTTAGGACCAAGAAGACCTG

ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA

GGTGGAGATGCAGGTTCTAC

ACCTTGGCAATGGCTTCTGCA

GATGTCAGTGTTGCCTGAATC

AGGTGCCAAGCAGCATGTGACC

CATAGGGGGCGTCAAACAG

TGGGTAATCCATAGAGCCCAG

TCCCGAAGAGGCAGGTGTAG

GGGCCTTATGCCAGGAAACT

CTCCCAGGTCTAAGGAGAGAAA

GGCTGGGATGACACACATGA

AACCGCCTAGAAATCTCCAGA

CCATGAGAGAAATTCAGCCGAG

AAGAGGCCGACAGAGAAGGAA

CCAGCCACGTTGCATTGTAG

CAAACTTCATCCAGGCAATGTC

CCTCGAAAGATAGCAAGAGTAG

Note: Ccl2—C-C motif chemokine ligand 2; Il-1b—interleukin 1β; Ppara—peroxisome proliferator-activated receptor α; Pparg—peroxisome proliferator-

activated receptor γ; Ehhadh—enoyl-CoA hydratase and 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase; Hmgcs2—3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2; Cidec—

cell death-inducing DFFA-like effector c; Srebp1c—sterol regulatory element binding transcription factor 1c; Fasn—fatty acid synthase; Scd1—stearoyl-CoA 

desaturase 1; Dgat2—diacylglycerol O-acyltransferase 2; Gck—glucokinase; Pfkl—phosphofructokinase, liver type; Hk2—hexokinase 2; Pkm—pyruvate 

kinase; Glut1—glucose transporter member 1; Pepck—phosphoenolpyruvate carboxykinase; G6Pase—glucose-6-phosphatase.
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2　结果

2.1　肥胖治疗实验结果

2.1.1　对体质量和血糖的影响　为探究间歇性禁食

联合产热脂肪活化对肥胖的治疗作用，我们采用隔日

禁食单独或联合 CL316243 腹腔注射处理肥胖小鼠

（图 1A）。在高脂饮食饲养条件下，与 Ctrl1组相比，

CL1组的摄食量无明显变化，IF1组与 IF+CL1组摄食

量显著减少（均 P<0.05），说明间歇性禁食能够有效

减少高脂饮食条件下小鼠的摄食量 （图 1B）。经过

38 d 干预后，IF1组与 IF+CL1组小鼠的体质量较 Ctrl1

组显著下降（均P<0.05）；与 IF1组相比，IF+CL1组肥

胖小鼠体质量下降更加显著（P<0.05，图 1C）。为了

解间歇性禁食联合产热脂肪活化对血糖的改善作用，

我们测量了小鼠的随机血糖，结果显示：与Ctrl1组相

比，CL1组、IF1组与 IF+CL1组均能显著降低肥胖小

鼠血糖（均P<0.05）；与 IF1组相比，IF+CL1组随机血

糖下降更加显著（P<0.05，图1D）。

2.1.2　对脂肪和肝脏组织脂肪沉积的影响　为明确

间歇性禁食联合产热脂肪活化对肝脏和脂肪组织质

量、组织形态的影响，对脂肪和肝脏质量进行分析，

结果显示：IF+CL1组的 BAT 和肝脏质量占体质量的

百分比与 Ctrl1组相比无显著差异，但 iWAT 与 eWAT

质量百分比显著下降（图 2A）。对脂肪组织与肝脏组

织切片进行 H-E 染色，结果显示： IF+CL1 组小鼠

eWAT和 iWAT脂肪细胞脂滴明显减小，eWAT中花冠

样结构（浸润的炎症细胞）减少，高脂饮食诱导的棕

色 脂 肪 脂 滴 沉 积 减 少 ， 肝 脏 中 脂 滴 浸 润 减 少

（图 2B）。进一步对脂肪细胞与肝脏细胞直径进行分

析，与Ctrl1组相比，CL1组、IF1组、IF+CL1组脂肪细

胞、肝脏细胞直径均减小，其中 IF+CL1组脂肪细胞

与肝脏细胞直径较CL1组也显著减小（图2C）。

2.1.3　对脂肪和肝脏组织炎症的影响　为进一步明

确间歇性禁食联合产热脂肪活化对肥胖相关的慢性炎
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Note： A. The schematic outline of the obesity treatment experiment. B. Accumulative food intake in four groups during intervention (38 d). C. Body weight in 

four groups during intervention. D. Blood glucose in four groups at the end of experiment. ①P=0.001, ②P=0.002, ④P=0.027, ⑥P=0.005, ⑦P=0.019, compared 

with the Ctrl1 group; ③P=0.002, compared with the CL1 group; ⑤P=0.049, ⑧P=0.010, compared with the IF1 group.

图 1　间歇性禁食联合产热脂肪活化对肥胖小鼠体质量及血糖的影响
Fig 1　Effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on the body weight and blood glucose of obese mice
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Note： A. The relative weight of eWAT, iWAT, BAT, and liver in the four groups. B. H-E staining of eWAT, iWAT, BAT, and liver sections in the four groups 

(×100). Scale bar=100 μm. C. The average diameters of the cells in eWAT, iWAT, BAT, and liver sections in the four groups. ①P=0.009, ②P=0.025, ③P=0.012, 
④P=0.000, ⑦P=0.002, ⑨P=0.001, compared with the Ctrl1 group; ⑤P=0.000, ⑧P=0.020, ⑩P=0.010, compared with the CL1 group; ⑥P=0.000, compared with 

the IF1 group.

图 2　间歇性禁食联合产热脂肪活化对肥胖小鼠脂肪和肝脏组织脂肪沉积的影响
Fig 2　Effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on fat deposition in the fat and liver tissues of obese mice
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症的影响，运用RT-qPCR检测 eWAT与肝脏组织的炎

症相关基因，结果显示：在 eWAT 中，CL1 组 Ccl5 

mRNA 表达水平较 Ctrl1 组下调， IF+CL1 组 Ccl2、

Ccl5、 Il-1b 和 Il-6 mRNA 表达水平较 Ctrl1 组均下调

（均P<0.05，图 3A）；在肝脏组织中，IF1组、IF+CL1

组 Ccl2、Ccl5、 Il-1b 和 Il-6 mRNA 表达水平均下调

（均P<0.05，图 3B），但 IF+CL1组与 IF1组之间差异无

统计学意义。

2.1.4　对白色脂肪组织代谢的影响　为明确间歇性禁

食联合产热脂肪活化对白色脂肪组织代谢的影响，我

们采用RT-qPCR检测了eWAT与 iWAT的产热基因及脂

肪酸代谢相关基因，结果显示：CL1组 eWAT与 iWAT

的产热基因Ucp1、Cidea mRNA水平较Ctrl1组显著上

调 （均 P<0.05）；与 IF1 组相比，IF+CL1 组产热基因

Ucp1、Cidea mRNA 水平上调 （均 P<0.05，图 4A、

C）。关于脂肪酸氧化相关基因，IF+CL1组促进 eWAT

中脂联素（adiponectin）基因表达上调（P<0.05）；与

Ctrl1 组相比， CL1 组、 IF1 组、 IF+CL1 组 eWAT 的

Ppara、 Ehhadh 表达均上调 （均 P<0.05，图 4B）。

iWAT 中仅有 IF+CL1组的 Ppara、Ehhadh mRNA 表达

水平上调，显著高于其他3组（均P<0.05，图4D）。

2.1.5　对肝脏糖脂代谢的影响　为探讨间歇性禁食

联合产热脂肪活化对肝脏糖脂代谢的影响，我们采用

RT-qPCR检测了肝脏糖酵解、糖异生、脂肪酸合成与

氧化等相关基因，结果显示：与 Ctrl1 组相比， IF+

CL1组脂肪酸氧化相关基因 Ehhadh mRNA 水平、脂

肪 酸 合 成 相 关 基 因 Scd1 mRNA 水 平 显 著 上 调

（图 5A），同时糖异生通路中 G6Pase、Pepck 的表达

上调，糖酵解相关基因 Pfkl、Gck、Pkm 与葡萄糖转

运蛋白 Glut1、Glut4 mRNA水平显著上调，但与 CL1

组和 IF1组相比联合效应并不明显（图5B）。

2.2　肥胖预防实验结果

2.2.1　对体质量和血糖的影响　为研究间歇性禁食

联合产热脂肪活化对肥胖的预防作用，我们采用隔日

禁食单独或联合 CL316243腹腔注射处理正常体质量

小鼠（图 6A），同时进行高脂饲料喂食，结果显示：

与Ctrl2组相比，CL2组小鼠摄食量有升高的趋势，但

差异无统计学意义 （P>0.05），IF2 组和 IF+CL2 组的

124 d 累 积 摄 食 量 与 Ctrl2 组 差 异 无 统 计 学 意 义

（图 6B）。与 Ctrl2组相比，CL2组、IF2组、IF+CL2组

小鼠的体质量增长被抑制，且 IF2组、IF+CL2组体质

量较 CL2组更低，差异均有统计学意义（均 P<0.05，

图 6C）。在血糖方面，CL2组、IF2组与Ctrl2组小鼠血

糖无明显差异，仅 IF+CL2组小鼠血糖显著低于 Ctrl2

组（P<0.05，图6D）。

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
l

Il-1b

④

e
W

A
T

①

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
l

Ccl2

Ctrl1 CL1 IF1 IF+CL1

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
l

Ccl5

②
③

Ctrl1 CL1 IF1 IF+CL1 Ctrl1 CL1 IF1 IF+CL1

Il-6

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
l

⑤

Ctrl1 CL1 IF1 IF+CL1

Il-6

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
l

Ccl2

L
iv

e
r

⑥

⑦

Ctrl1 CL1 IF1 IF+CL1

Ccl5

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
l

⑧
⑨

⑨

Ctrl1 CL1 IF1 IF+CL1

Il-1b
R

e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
l

⑩

Ctrl1 CL1 IF1 IF+CL1

⑪

0

1

2

3

4

5

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
l

Ctrl1 CL1 IF1 IF+CL1

⑪ ⑫

A

B

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

0

4

8

12

16

20

0

4

8

12

16

0

5

10

15

20

25

Note： A. Inflammation genes in the eWAT analyzed by RT-qPCR. B. Inflammation genes in the liver analyzed by RT-qPCR. ①P=0.014, ②P=0.017, ③P=0.002, 
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图 3　间歇性禁食联合产热脂肪活化对肥胖小鼠脂肪和肝脏组织炎症的影响
Fig 3　Effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on inflammation in the fat and liver tissues of obese mice
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Note： A. The expression of thermogenic genes in the eWAT analyzed by RT-qPCR. B. The expression of fatty acid oxidation genes in the eWAT analyzed by 

RT-qPCR. C. The expression of thermogenic genes in the iWAT analyzed by RT-qPCR. D. The expression of fatty acid oxidation genes in the iWAT analyzed 

by RT-qPCR. ①P=0.019, ②P=0.008, ④P=0.017, ⑤P=0.001, ⑧P=0.025, ⑨P=0.000, ⑩P=0.042, ⑬P=0.016, ⑭P=0.007, ⑮P=0.036, ⑯P=0.031, ⑰P=0.013, ⑱P=
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图 4　间歇性禁食联合产热脂肪活化对肥胖小鼠白色脂肪组织代谢的影响
Fig 4　Effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on metabolism of white fat tissues in obese mice
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图 5　间歇性禁食联合产热脂肪活化对肥胖小鼠肝脏组织糖脂代谢的影响
Fig 5　Effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on glucose and lipid metabolism in the liver tissue of obese mice
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2.2.2　对脂肪和肝脏组织脂肪沉积的影响　脂肪组

织和肝脏组织称重结果显示：与 Ctrl2 组相比，CL2

组、IF2组、IF+CL2组 BAT、iWAT 和 eWAT 质量占体

质量的百分比显著下降（均P<0.05），但CL2组和 IF+

CL2组肝脏质量占体质量的百分比较Ctrl2组显著上升

（均 P<0.05，图 7A）。进一步对脂肪组织和肝脏组织

切片进行 H-E 染色，结果显示：CL2组、IF2组、IF+

CL2组的 eWAT和 iWAT脂肪细胞脂滴沉积减少；CL2

组、IF2组、IF+CL2组 eWAT 脂肪细胞间质花冠样结

构显著减少；IF+CL2组的小鼠 iWAT与BAT中的多房

脂滴数量更多，肝脏脂滴显著减少（图 7B）。脂肪细

胞与肝细胞直径分析结果显示：CL2组、IF2组、IF+

CL2组的脂肪细胞和肝细胞直径较Ctrl2组均减小，且

IF+CL2组脂肪细胞直径较 CL2组进一步减小 （均 P<

0.05，图7C）。

2.2.3　对脂肪和肝脏组织炎症的影响　为探究间歇

性禁食联合产热脂肪活化对高脂饮食诱导的慢性炎症

的改善作用，我们检测了脂肪组织与肝脏组织中的炎

症相关基因，结果显示：在 eWAT 中，CL2 组 Ccl2、

Il-6 mRNA表达水平较Ctrl2组显著降低（均P<0.05），

IF+CL2 组仅 Ccl2 mRNA 表达水平降低 （P<0.05），

Ccl5、Il-1b和 Il-6 mRNA表达水平都呈现出下降的趋

势，但差异无统计学意义（均P>0.05，图 8A）；在肝

脏中，IF2组 Ccl2、Il-1b mRNA 表达水平较 Ctrl2组显

著降低（均P<0.05，图8B）。

2.2.4　对白色脂肪组织代谢的影响　为探讨间歇性

禁食联合产热脂肪活化对高脂饮食小鼠白色脂肪组织

功能的影响，我们采用RT-qPCR检测了eWAT与 iWAT

的产热基因与脂肪酸代谢相关基因（图 9）。eWAT的

检测结果显示：与Ctrl2组相比，IF2组产热基因Ucp1、

Cidea mRNA 表达水平无明显差异，而 CL2 组和 IF+

CL2组这 2种基因表达水平显著升高（均P<0.05），且

IF+CL2组 Ucp1 mRNA表达水平较 IF2组、CL2组显著

升高 （均 P<0.05，图 9A）；与 Ctrl2 组相比， IF2 组、
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图 6　间歇性禁食联合产热脂肪活化对高脂饮食引起的肥胖及血糖升高的预防作用
Fig 6　Preventive effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on high-fat diet-induced obesity and hyperglycemia
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图 7　间歇性禁食联合产热脂肪活化对高脂饮食诱导的脂肪和肝脏组织脂肪沉积的预防作用
Fig 7　Preventive effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on high-fat diet-induced fat deposition in the fat 

and liver tissues
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图 8　间歇性禁食联合产热脂肪活化对高脂饮食诱导的脂肪和肝脏组织炎症的预防作用
Fig 8　Preventive effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on high-fat diet-induced inflammation in the fat 

and liver tissues
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图 9　间歇性禁食联合产热脂肪活化对高脂饮食小鼠白色脂肪组织代谢的影响
Fig 9　Effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on metabolism of white fat tissues in mice on a high-fat diet
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CL2 组和 IF+CL2 组 adiponectin、Ppara、Ehhadh 等脂

肪酸代谢相关基因的 mRNA 水平均显著上调 （均

P<0.05），且 IF+CL2组较 IF2组的Ppara和Ehhadh表达

水平更高（均 P<0.05，图 9B）。在 iWAT中，IF2组仅

Cidea mRNA水平较Ctrl2组升高（P<0.05），而CL2组

和 IF+CL2组Ucp1、Cidea mRNA表达水平均显著升高

（均 P<0.05），其中 IF+CL2 组 2 种基因的表达水平更

高，但差异没有统计学意义（均P>0.05，图 9C）。进

一步检测 iWAT 中脂肪酸代谢相关基因，结果表明：

与 Ctrl2组和 IF2组相比，IF+CL2组 Ppara与 Ehhadh表

达均上调（均P<0.05，图9D）。

2.2.5　对肝脏糖脂代谢的影响　为探究间歇性禁食联

合产热脂肪活化对高脂饮食小鼠肝脏糖脂代谢的影响，

我们采用RT-qPCR的方法检测肝脏脂代谢与糖代谢相

关基因，结果显示：与Ctrl2组相比，CL2组脂肪酸代

谢相关基因Fasn、Scd1、Dgat2、Fgf21 mRNA表达水

平显著下调， IF2 组 Fasn、Dgat2、Srebplc、Ppara、

Fgf21 与 Pparg 表达水平显著下调， IF+CL2 组肝脏

Srebp1c、Fasn、Scd1、Dgat2、Ppara、Fgf21、Pparg 

mRNA 水平等均显著下调 （均 P<0.05，图 10A）。在

糖代谢方面，CL2组、IF2组、IF+CL2组均能抑制糖异

生基因Gck表达（均P<0.05，图10B）。

3　讨论

肥胖症是当下危害个体健康与制约社会发展的

公共卫生问题，流行病学研究显示超重与肥胖人数

在多个年龄段呈现快速增长的趋势，寻求科学有效

的预防与治疗措施、减缓肥胖症患病率的增长是解

决肥胖症问题的重心。生活方式的干预贯穿于整个

肥胖症健康管理过程，是预防与治疗肥胖症的基

石。间歇性禁食是由禁食衍生出的膳食模式，通过

周期性的禁食与摄食以达到减少热量摄入的目的，

其安全性及有效性在多项临床试验中已得到证实，

且亦有临床试验通过间歇性禁食联合治疗观察其对

代谢性疾病的改善作用。一项以超重和肥胖患者为

研究对象的临床试验［14］显示，间歇性禁食联合热

量限制饮食在有效减轻体质量、减少体脂的同时，

能够有效改善血糖、胰岛素水平、血脂和血压，但
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Note： A. The expression of fatty acid metabolism genes in the liver analyzed by RT-qPCR. B. The expression of gluconeogenesis and glycolysis genes in the 
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0.031, ⑬P=0.018, ⑭P=0.017, ⑮P=0.008, ⑯P=0.022, compared with the Ctrl2 group.

图 10　间歇性禁食联合产热脂肪活化对高脂饮食小鼠肝脏组织糖脂代谢的影响
Fig 10　Effect of intermittent fasting combined with thermogenic fat activation on glucose and lipid metabolism in the liver tissue of mice 

on a high-fat diet
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间歇性禁食联合热量限制饮食与单纯热量限制饮食

的减重与代谢指标改善效果并无明显差异，提示限

制热量在间歇性禁食减重效果中的重要性。另一项

在 NAFLD 患者中开展的临床试验［25］ 显示，间歇

性禁食联合有氧运动能有效减轻体质量与减少体

脂，显著降低外周血谷丙转氨酶水平，提高胰岛素

敏感性；但是间歇性禁食联合有氧运动在改善外周

血谷草转氨酶水平、糖化血红蛋白水平以及肝纤维

化评分方面与单纯间歇性禁食组、单纯有氧运动组

之间并无明显差异，提示间歇性禁食联合有氧运动

虽可改善 NAFLD 患者肝脏脂肪变性程度，但未能

比单纯间歇性禁食获得更多的代谢效益。因此，探

索更高效的间歇性禁食联合疗法也是防治肥胖症的

新思路。

与已发表的啮齿类动物研究相似，我们的实验结

果也证实了间歇性禁食在肥胖症治疗中的作用。与我

们的假设相符的是，间歇性禁食联合产热脂肪活化比

单纯间歇性禁食取得更好的减肥效果，间歇性禁食联

合产热脂肪活化能有效减轻肥胖小鼠体质量、降低体

脂含量，改善血糖水平。此外，间歇性禁食联合产热

脂肪活化能降低肝脏和内脏脂肪组织炎症水平，并协

同促进脂肪组织中产热基因上调与脂肪酸氧化过程，

在一定程度上促进肝脏糖代谢过程，维持糖代谢稳

态。而在非肥胖小鼠间歇性禁食实验中发现，间歇性

禁食联合产热脂肪活化也能抵抗高脂饮食诱导的体质

量增长并改善血糖，缓解脂肪组织炎症水平，促进脂

肪组织脂肪酸氧化利用，同时抑制肝脏脂质合成过

程，减轻脂肪组织和肝脏中的脂肪沉积，但其获得的

代谢效益与单纯间歇性禁食效果相当。这提示我们可

在肥胖治疗中通过采用间歇性禁食与激活产热脂肪相

结合的方式，取得更好的减肥效果；而单纯间歇性禁

食即可在肥胖预防中起明显作用，可在肥胖预防领域

推广运用。

间歇性禁食联合产热脂肪活化改善小鼠体质量与

糖脂代谢过程的具体作用机制尚不明确，我们在肥胖

治疗与预防模型中均能观察到间歇性禁食联合产热脂

肪活化时产热基因Ucp1表达水平更高，提示Ucp1在

联合疗法中的重要作用，但仍需要通过构建 Ucp1敲

除小鼠模型进一步验证；此外，我们考虑间歇性禁食

联合产热脂肪活化可能通过降低血胰岛素水平，促进

脂肪组织与肝脏组织的脂肪酸氧化过程，减少脂肪酸

合成，进而减轻脂毒性，缓解机体炎症水平以实现其

改善机体代谢的作用，但具体机制仍需进一步实验验

证。既往研究［7］表明，在肥胖人群中运用β3-肾上腺

素能受体激动剂米拉贝隆可通过白色脂肪米色化过程

间接改善胰腺β细胞功能。我们在肥胖治疗与预防模

型中观察到间歇性禁食联合产热脂肪活化对肥胖小鼠

与非肥胖小鼠的血糖改善作用显著，一方面源于棕色

脂肪活化与白色脂肪米色化促进外周血葡萄糖清除，

另一方面源于间歇性禁食联合产热脂肪活化可一定程

度上促进肝脏糖代谢过程以维持糖代谢稳态。但我们

未测定胰岛素水平以及脂肪激酶如瘦素、脂联素水

平，尚不清楚间歇性禁食联合产热脂肪活化对胰岛功

能与胰岛素敏感性的改善作用。此外，β3-肾上腺素

能受体不仅在棕色脂肪细胞上高表达，也表达于膀

胱，同时β3-肾上腺素能受体激动剂可非特异性结合

其他肾上腺素能受体，继而影响心血管功能［26-27］。

我们仍需进一步评估间歇性禁食联合产热脂肪活化对

于心血管系统的影响。
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