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高蛋白日粮对肥胖小鼠脂代谢昼夜 
节律的调节作用

江芷晴，邓国良，曾凡航，邵 茹，诸荣翔，唐 雪*
（江南大学食品学院，江苏 无锡 214122）

摘  要：目的：研究高蛋白日粮对高脂诱导的肥胖小鼠脂代谢昼夜节律紊乱的调节作用。方法：120 只SPF级
C57BL/6J小鼠随机分成正常组、高脂组和高脂高蛋白组。干预第4周和第12周时监测小鼠活体代谢状态，饲养结束

后分别于2 时、8 时、14 时和20 时处死小鼠，测定血脂和肝脂水平以及肝脏脂肪合成与分解代谢和生物钟相关基因

的表达并分析昼夜节律变化规律。结果：高脂饲喂能够引起小鼠体质量和肥胖指数增加，活动期自主活动量和热量

消耗减少。同时，伴随着血脂紊乱及肝脏脂质水平异常升高，具体表现为肝脏脂肪合成代谢关键酶乙酰辅酶A羧化

酶和脂肪酸合成酶基因在活动期和休息期持续高水平表达，而脂肪分解代谢关键酶激素敏感性脂酶和乙酰辅酶A氧

化酶基因表达量升高缓慢，昼夜差异规律改变。与高脂干预相比，高蛋白干预可明显增加活动期自主活动量和能量

消耗，恢复脂肪合成酶基因活动期高、休息期低的表达节律，脂肪分解代谢关键酶基因ACOX亦在摄食后高水平表

达，表现出明显的昼夜节律。进一步分析表明，高蛋白干预改善高脂所致的脂代谢节律紊乱与调节肝脏时钟基因即

昼夜节律运动输出周期故障蛋白（circadian locomotor output cycle kaput，CLOCK）与脑和肌肉芳香烃受体核转运体

样蛋白1（brain and muscle-Arnt-like protein 1，BMAL1）基因的表达密切相关。结论：高蛋白膳食可以缓解高脂饮

食引起的肝脏生物钟紊乱，通过稳定昼夜节律改善小鼠肝脏脂代谢紊乱。

关键词：高蛋白日粮；脂代谢；昼夜节律；肝脏

Regulatory Effect of High-Protein Diet on Circadian Rhythm of Lipid Metabolism in Obese Mice

JIANG Zhiqing, DENG Guoliang, ZENG Fanhang, SHAO Ru, ZHU Rongxiang, TANG Xue*
(School of Food Science and Technology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China)

Abstract: This study aimed to investigate the regulatory effect of high-protein diet on circadian rhythm disturbances of 

lipid metabolism in obese mice induced by high-fat diet. Totally 120 specific pathogen-free (SPF)-grade C57BL/6J mice 

were randomly divided into normal, high-fat and high-fat/high-protein groups. The metabolic status of mice was monitored 

at the 4th and 12th week of intervention, and mice were sacrificed at 2, 8, 14, and 20 o’clock after completion of feeding. 

Lipid levels in blood and liver, the expression of genes related to fat anabolism and catabolism and the expression of 

circadian rhythm-related genes were measured, and circadian rhythm changes were analyzed. The results showed that high-

fat feeding caused an increase in body mass and obesity index and a decrease in voluntary activity and caloric expenditure 

during the active period. The changes were accompanied by dyslipidemia and an abnormal increase in liver lipid levels, 

manifested by continuous gene expression of acetyl-CoA carboxylase and fatty acid synthetase, key enzymes involved in fat 

anabolism in liver, at high levels during the active and resting periods, a slow increase in the gene expression of sensitive 

lipase and acetyl-CoA oxidase, key enzymes involved in fat catabolism in liver, and changes in the diurnal variation pattern. 

Compared with high-fat intervention, high-protein intervention significantly increased the amount of voluntary activity and 

energy expenditure during the active period, restored the expression rhythm of fat synthase that was higher during the active 

period and lower during the rest period, and resulted in high-level expression of ACOX, a key enzyme gene involved in fat 

catabolism, after ingestion, showing obvious circadian rhythms. Further analysis showed that the improvement effects of 
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high-protein intervention on circadian rhythm disorders of lipid metabolism caused by high-fat diet were closely related to 

the regulation of the expression of two clock genes in liver, circadian locomotor output cycle kaput (CLOCK) and brain 

and muscle-Arnt-like protein 1 (BMAL1). In conclusion, high-protein diets can alleviate biological clock disorders in liver 

induced by high-fat diets and ameliorate hepatic lipid metabolism disorders in mice by stabilizing circadian rhythms.
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近年来，由于饮食习惯和工作方式的转变等因素，

肥胖患病率逐年增加。长期摄入高能量密度膳食会打破

人体能量代谢平衡，造成脂肪细胞肥大和脂质沉积，导

致肥胖发生发展[1]。肥胖个体极易发生肝脏的脂肪过度沉

积和脂代谢紊乱，引起脂肪肝和肝细胞变性等疾病[2]。近

年来研究发现，高脂饮食引起的代谢异常往往伴随着昼

夜节律紊乱[3-4]。昼夜节律又称生物钟，由核心生物钟和

外周生物钟组成，是指生命活动在24 h内的周期性变化。

生物钟控制着哺乳动物的许多生理活动，包括运动、饮

食行为以及能量代谢等[5]。肝脏是外周生物钟之一，也是

脂质代谢与转运的重要场所，已被证明可通过昼夜节律

影响脂代谢相关调节因子和限速酶的表达以调节代谢过

程[6]。研究指出，长期高脂饮食可改变肝脏时钟基因以及

参与能量利用的时钟控制基因表达[7]，表明时钟基因紊乱

可能在脂代谢及肥胖的发展过程中起重要作用。

高蛋白膳食是一种基于控制宏观营养素含量调节体

质量的干预模式，是指蛋白质的供能比为35%～50%。研

究发现，高蛋白膳食干预能在降低体质量、体脂的同时

保持肌肉质量，在短期内达到减重效果。一方面高蛋白

膳食可增强饱腹感、提高能量消耗，达到降低体质量和

改善代谢的效果[8]；另一方面高蛋白膳食还可抑制脂肪生

成，刺激肝脏中的生酮作用以增强脂肪分解和减少脂肪

沉积[9]。研究表明，高蛋白膳食能抑制肝脏脂肪从头合成

的关键基因并诱导脂肪分解和脂肪利用相关基因表达，

在恢复脂质代谢稳态方面发挥重要作用[10-11]。高蛋白膳

食减重和对肝脏的调节作用是否与恢复昼夜节律有关，

目前少见报道，相关领域的深入研究将有助于阐释高蛋

白膳食减重机制。因此，本实验通过高脂饲喂建立肥胖

小鼠模型，研究高蛋白日粮对小鼠肝脂代谢的改善作用

以及对高脂膳食所致昼夜节律紊乱的干预作用，以阐 

释其可能作用机制，为制定高蛋白膳食干预策略提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂

SPF级C57BL/6J雄性小鼠120 只（使用许可证号：

SYXK（苏）2021-0056） 江南大学实验动物中心。

浓缩牛乳蛋白 美国Milk Specialties Global公司；

TRIzol试剂 安徽白鲨生物科技有限公司；异丙醇、

氯仿（均为分析纯） 国药集团化学试剂有限公司；

甘油三酯（triglyceride，TG）测定试剂盒、总胆固醇

（total cholesterol，TC）测定试剂盒、低密度脂蛋白胆

固醇（low density lipoprotein cholesterol，LDL-C）测定

试剂盒、高密度脂蛋白胆固醇（high density lipoprotein 
cholesterol，HDL-C）测定试剂盒 南京建成生物工程

研究所；反转录试剂盒、SYBR Green实时荧光定量聚

合酶链式反应（quantitative polymerase chain reaction，
qPCR）Mix试剂盒 南京诺唯赞生物科技公司；基因引

物由苏州金唯智生物科技有限公司合成。

1.2 仪器与设备

CLAMS综合实验动物监测系统 美国Columbus 
Instruments公司；酶标仪 美国Molecular Devices公司；

超微量紫外分光光度计 美国Thermo Fisher Scientific 
公司；聚合酶链式反应（polymerase chain reaction， 

PCR）仪 苏州东胜兴业科学仪器有限公司；qPCR仪 

美国ABI公司。

1.3 方法

1.3.1 实验动物饲养及分组

选用SPF级C57BL/6雄性小鼠120 只，3 周龄，体

质量（12.00±0.71）g，预饲2 周后随机均分为正常组

（CON组）、高脂组（HF-LP组）和高脂高蛋白组（HF-
HP组）。CON组、HF-LP组、HF-HP组中脂肪的供能比

分别为10%、44%、44%，蛋白质的供能比分别为17%、

17%、35%。饲料配方及能量构成见表1。各组小鼠自由
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采食、饮水，每周称质量一次。光暗环境时间用授时时

间（zeitgeber time，ZT）表示，ZT8为光照开始时间（早

8时），ZT20为光照结束时间（晚20时）。小鼠呼吸交

换率（respiratory exchange ratio，RER）、热量消耗及活

动量在饲养第4周和第12周采用综合实验动物监测系统

测定。喂养12 周后将每组小鼠随机分成4 个小组，禁食

12 h后分别在ZT2、ZT8、ZT14和ZT20 4 个时间点处死。

眼球取血，置于放有肝素钠的EP管内，3 000 r/min离心

15 min，取上清液分装保存于－80 ℃冰箱。

表 1 实验动物饲料配方及能量构成

Table 1 Formulation and energy composition of diets

指标 CON组 HF-LP组 HF-HP组
牛乳蛋白含量/（g/kg） 165.0 206.0 412.0

蔗糖含量/（g/kg） 91.1 91.1 91.1
玉米淀粉含量/（g/kg） 466.1 235.4 29.4
麦芽糊精含量/（g/kg） 125.0 125.0 125.0
大豆油含量/（g/kg） 20.0 20.0 20.0
猪油含量/（g/kg） 20.0 210.0 210.0

矿物质混合物含量/（g/kg） 50.0 50.0 50.0
维生素混合物含量/（g/kg） 10.0 10.0 10.0

纤维素含量/（g/kg） 40.0 40.0 40.0
羧甲基纤维素钠含量/（g/kg） 10.0 10.0 10.0
重酒石酸胆碱含量/（g/kg） 2.5 2.5 2.5

总计/g 1 000 1 000 1 000
蛋白质供能比/% 17 17 35
脂肪供能比/% 10 44 44

碳水化合物供能比/% 73 39 21

1.3.2 体质量、肝脏指数、肥胖指数及肌肉指数测定

记录体质量，取肝脏、肾周脂肪、附睾脂肪及腿

肌肉组织，用生理盐水去除表面血污并用滤纸吸干，称

质量并记录。肝脏指数、肥胖指数及肌肉指数分别按照 

式（1）、（2）、（3）计算。

100/%
/g

/g
 （1）

100/%
/g /g

/g
 （2）

100/%
/g

/g
 （3）

1.3.3 血浆和肝脏生化指标测定

按照试剂盒说明书分别采用磷酸甘油氧化酶法和胆

固醇氧化酶法检测血浆和肝脏TG、TC水平，采用直接法

测定血浆HDL-C和LDL-C水平。

1.3.4 qPCR检测肝脏组织基因表达

采用TRIzol法提取肝脏总RNA，测定所提总RNA的

A260 nm/A280 nm，当A260 nm/A280 nm为1.8～2.0时表示纯度符合

要求。按照反转录试剂盒说明书进行逆转录操作。20 μL
体系如下：总RNA 1 μg、5×All-in-one qRT SuperMix 
4.0 μL、Enzyme Mix 1.0 μL，加RNase free dH2O至

20 μL。反应程序：50 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。所得cDNA

保存于－80 ℃待用。

采用SYBR Green qPCR试剂盒方法定量检测相

关基因，以β - a c t i n为内标，测定乙酰辅酶A羧化酶

（acetyl-CoA carboxylase，ACC）、脂肪酸合酶（fatty 
acid synthase，FAS）、激素敏感性脂酶（hormone-
sensitive triglyceride lipase，HSL）、乙酰辅酶A氧化酶

（acyl-CoA oxidase，ACOX）、昼夜节律运动输出周

期故障蛋白（circadian locomotor output cycles kaput，
CLOCK）以及脑和肌肉芳香烃受体核转运体样蛋白1
（brain and muscle-Arnt-like 1，BMAL1）mRNA的表达

量，引物序列如表2所示。反应体系如下：0.2 μL上游

引物（10 μmol/L）、0.2 μL下游引物（10 μmol/L）、

5.0 μL 2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix、
3.6 μL无菌水和2 μL cDNA模板，反应体系10 μL。使用

qPCR仪检测各模板的Ct值，通过2－ΔΔCt法进行相对定量。

表 2 qPCR引物序列

Table 2 Primer sequences used for real-time quantitative polymerase 

chain reaction

基因 上游引物（5’-3’） 下游引物（3’-5’）
β-actin GTGACGTTGACATCCGTAAAGA GCCGGACTCATCGTACTCC
ACC GGCAGCAGTTACACCACATAC TCATTACCTCAATCTCAGCATAGC
FAS ATGCTGTGGATCTGGGCTGTC CAGTTTCACGAACCCGCCTC
HSL AGACCACATCGCCCACA CCTTTATTGTCAGCTTCTTCAAGG

ACOX TCGAAGCCAGCGTTACGAG ATCTCCGTCTGGGCGTAGG
CLOCK AGCACACACACTTCCTCTCTGACAT ATCAAGGGACTGAACACTCAAGACC
BMAL1 AGTCAGATTGAAAAGAGGCGTCG AGAAATGTTGGCTTGTAGTTTGCTT

1.4 数据统计与分析

使用SPSS 27.0软件对实验数据进行统计学分析，

采用独立样本T检验分析CON组和HF-LP、HF-LP以及

HF-HP组之间的差异显著性，各组时间点间的比较采用

单因素方差分析，对满足方差齐性的结果用Tukey检验进

行多重比较，方差不齐时采用Tamhane检验。采用双因素

方差分析比较组效应、时间效应以及两个因素之间的相

互作用。P＜0.05表示有显著性差异。

2 结果与分析

2.1 高蛋白日粮对小鼠体质量、能量摄入、肝脏指数、

肥胖指数及肌肉指数的影响

由表3可知，小鼠饲养12 周后，HF-LP组与CON组

体质量、能量摄入、肥胖指数和肌肉指数之间存在极显

著性差异（P＜0.01）。高脂饲喂引起体质量、能量摄

入、肥胖指数明显增加，肌肉指数明显降低。在能量摄

入相同的情况下，高蛋白日粮饲喂可在一定程度上降低
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肥胖小鼠体质量和肥胖指数（P＜0.01），增加肌肉指数 

（P＜0.05），表明高蛋白膳食干预具有缓解肥胖发生发

展以及保持肌肉量的作用。

表 3 高蛋白日粮对小鼠体质量、能量摄入、肝脏指数、 

肥胖指数及肌肉指数的影响

Table 3 Effect of high-protein diet on body mass, energy intake, liver 

index, obesity index and muscle index of mice

指标 CON组 HF-LP组 HF-HP组
终末体质量/g 27.75±1.55 34.14±2.18** 31.91±2.48##

能量摄入/（kJ/d） 45.62±1.28 54.18±3.82** 57.75±3.78

肝脏指数/% 3.41±0.19 3.56±0.28 3.47±0.27

肥胖指数/% 2.72±0.49 4.81±0.99** 3.95±0.80##

肌肉指数/% 6.43±0.50 5.99±0.73** 6.36±0.53#

注：与CON组相比，**.差异极显著（P＜0.01）；与HF-LP组相比，#.差
异显著（P＜0.05），##.差异极显著（P＜0.01）。

2.2 高蛋白日粮对小鼠呼吸交换率、热量消耗及活动量的

影响

RER是指生物体在同一时间内释放二氧化碳与吸收

氧气的体积比。在氧气充足的情况下，RER可推断呼吸

底物类型（为脂肪或碳水化合物）。如图1A、B所示，

短期饲喂（4 周），正常小鼠（CON）昼夜RER范围在

0.9～1.0，说明小鼠体内主要依靠碳水化合物供能。肥

胖小鼠（HF-LP）昼夜RER与CON组之间存在极显著性

差异（P＜0.01），降低至0.8～0.9，说明高脂日粮模

式下主要依靠脂肪氧化供能。同样，HF-HP组昼夜RER

与HF-LP组接近，说明短期高蛋白日粮对小鼠供能底物

影响不大。如图1C、D所示，长期饲喂（12 周）后，

HF-LP组昼夜RER继续降至0.8以下，并且与CON组昼夜

模式下相应RER存在极显著性差异（P＜0.01），说明

HF-LP组小鼠24 h连续依靠脂肪氧化供能。与HF-LP组相

比，HF-HP组黑夜RER明显升高至0.8以上，并在一定程

度上RER恢复至正常昼夜差异，表明长期饲喂高蛋白日

粮可显著改善肥胖小鼠呼吸供能底物及昼夜差异，但不

能完全恢复至正常水平。

如图1E～H所示，与CON组相比，短期饲喂HF-LP

和HF-HP日粮后小鼠热量消耗有降低趋势，但无显著性

差异（P＞0.05）。长期饲喂HF-LP、HF-HP日粮导致

HF-LP和HF-HP组小鼠与CON组之间热量消耗存在显著

性差异（P＜0.05），即高脂日粮引起小鼠黑夜热量消

耗显著降低，而高蛋白日粮可有效升高小鼠黑夜热量消

耗，并使其接近正常水平。通过自主活动监测系统评估

小鼠活动量，结果显示，短期内各组活动量黑夜与白天

之间存在极显著性差异（P＜0.01）（图1I、J），即黑夜

活动量明显高于白天，符合小鼠昼伏夜出的活动规律。

饲喂12 周后，HF-LP组小鼠昼夜活动量都显著低于CON

组，HF-HP组黑夜活动量与HF-LP组之间存在显著性差异

（P＜0.05）（图1K、L），呈现增加的趋势，与热量消

耗趋势一致，说明肥胖小鼠自主活动量降低，热量消耗

减少，而高蛋白干预能增加小鼠自主活动意愿，通过更

多的肌肉运动消耗多余的能量摄入。
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与同组黑夜相比，＋ .差异显著（P＜0 . 0 5），＋＋ .差异极显著 

（P＜0.05）。与CON组相比，*.差异显著（P＜0.05），**.差异极显

著（P＜0.05）；与HF-LP组相比，#.差异显著（P＜0.05），##.差异极

显著（P＜0.01）；图2～6同。A.饲喂第4周24 h内RER动态变化图，其

中黑线区代表黑夜；B.饲喂第4周RER昼夜平均值；C、D.分别为饲喂

第12周RER动态变化图和昼夜平均值；E、F.分别为饲喂第4周热量消

耗动态变化图和昼夜平均值；G、H.分别为饲喂第12周热量消耗动态

变化图和昼夜平均值；I、J.分别为饲喂第4周活动量动态变化图和昼夜

平均值；K、L.分别为饲喂第12周活动量动态变化图和昼夜平均值。

图 1 高蛋白日粮对小鼠呼吸交换率、热量消耗及活动量的影响

Fig. 1 Effect of high-protein diet on respiratory exchange rate, energy 

expenditure and activity of mice

2.3 高蛋白日粮对小鼠血脂水平及昼夜节律的影响

血浆中脂质水平波动反映了脂代谢动态情况。研

究表明，血脂浓度保持在狭窄范围内，并在人类和啮

齿动物中表现出昼夜节律性 [12]。血脂指标主要包括TG
和TC浓度，其以脂蛋白的形式在血液中运输。如图2
所示，HF-LP组血浆TG、TC、LDL-C和HDL-C水平与

CON组之间总体存在显著差异（P＜0.05，P＜0.01），

HF-LP组TG、TC和LDL-C水平更高，HDL-C水平更低。

HF-HP组血脂水平与HF-LP组之间总体也存在显著差异

（P＜0.05，P＜0.01）。综上，与HF-LP小鼠相比，饲喂

HF-HP日粮能有效降低血浆TG、TC、LDL-C水平，并提

高HDL-C水平，说明高蛋白饲喂对改善肥胖小鼠血脂水

平效果显著。

啮齿动物属于黑夜活动的动物。本实验光照开始时

间为ZT8，对应小鼠活动时间结束，休息时间开始，光

照结束时间为ZT20，对应小鼠休息时间结束，活动时间

开始。因此，ZT2至ZT8时属于活动期，ZT14至ZT20时
属于休息期。如图2所示，CON组或HF-HP组TG水平在

ZT2时与ZT14时存在明显差异，呈现明显的昼夜差异。

而HF-LP组TG水平除ZT20时外，其他时间较CON组均明

显增加，昼夜节律变化与CON组存在明显差异，这可能

是由于小鼠在活动期进食摄取大量脂肪，导致血浆TG水

平急剧上升。各组TC水平在ZT14时明显低于ZT2时，昼

夜差异明显。HF-LP组TC水平和LDL-C水平在各个时间

点都显著高于CON组（P＜0.05，P＜0.01），除ZT2和
ZT14时外，HF-HP组TC水平和LDL-C水平较HF-LP组明

显降低，接近正常水平，特别是LDL-C水平在4 个时间

点都与HF-LP组存在显著性差异（P＜0.05，P＜0.01）。
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此外，各组HDL-C水平的昼夜节律变化相似，HF-LP组
与CON组在ZT2时和ZT20时存在显著性差异（P＜0.05，
P＜0.01），呈现降低趋势，HF-HP组在ZT20时得到有效

恢复。
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A～D.分别为TG、TC、LDL-C和HDL-C水平。

图 2 高蛋白饮食小鼠血脂水平及昼夜节律变化

Fig. 2 Effect of high-protein diet on changes of blood lipid levels and 

circadian rhythms in mice

总地来说，高脂日粮引起小鼠血浆TG、TC、LDL-C
水平在各时间点大幅升高，HDL-C水平降低，部分昼夜

节律发生变化，而高蛋白干预能显著改善血脂水平，部

分恢复正常的昼夜节律。

2.4 高蛋白日粮对小鼠肝脏TG、TC水平及昼夜节律的

影响

如图3所示，HF-LP组与CON组之间、HF-HP组与

HF-LP组之间肝脏TG、TC水平总体存在显著性差异 

（P＜0.05，P＜0.01），高脂饮食引起小鼠肝脂TG、TC

水平明显升高，而饲喂高蛋白日粮后两者得到有效降低。

CON组肝脏TG水平昼夜节律变化与血浆TG相似，ZT2

时和ZT20时TG水平较高。高脂饲喂小鼠在休息期ZT20

时较CON组TG水平显著升高（P＜0.05），而HF-HP组

ZT20时较HF-LP组TG水平极显著降低（P＜0.01），与

CON组TG水平变化相比趋势较缓。除ZT14时外，饲喂

HF-LP日粮引起肝脏TC水平在所有时间点升高，高蛋白

日粮干预后肝脏TC水平在ZT2时与HF-LP组之间存在显

著性差异（P＜0.05），呈现降低趋势，接近正常水平。
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A、B.分别为TG、TC水平。

图 3 高蛋白饮食小鼠肝脏TG、TC水平及昼夜节律变化

Fig. 3 Effect of high-protein diet on changes of liver triglyceride and 

total cholesterol levels and circadian rhythms in mice

2.5 高蛋白日粮对小鼠肝脏脂肪合成代谢相关基因表达的

影响

ACC和FAS分别是脂肪酸合成限速酶和关键酶，

在调节肝脏脂肪代谢中发挥重要作用。如图4所示，

CON组ACC mRNA在活动期表达量降低，休息期先降

低后升高，呈现明显昼夜差异。HF-LP组ACC mRNA

和FAS mRNA表达量与CON组之间总体存在显著性差异 

（P＜0.05，P＜0.01）。饲喂HF-LP日粮在各个时间点

均能够提高ACC mRNA和FAS mRNA表达量，昼夜差异

消失，说明肥胖小鼠脂质合成能力一直处于高水平。

而HF-HP组FAS mRNA在ZT8、ZT14和ZT20时表达量与

HF-LP组之间存在显著性差异（P＜0.05，P＜0.01），

呈现降低趋势，并恢复正常表达节律。值得注意的是，

与活动期相比，休息期时高脂饲喂引起的ACC mRNA和

FAS mRNA表达量升高更明显，结合2.4节肝脏TG水平在
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ZT20时明显升高的结果，表明高脂饲喂使小鼠摄入大量

脂肪，导致其在休息期肝脏脂肪合成增加，而高蛋白干

预能够抑制肝脏脂肪合成，减少脂肪沉积。
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图 4 高蛋白饮食小鼠肝脏脂肪合成代谢相关基因mRNA表达水平 

及昼夜节律变化

Fig. 4 Effect of high-protein diet on changes of mRNA expression of 

fat anabolism-related genes and circadian rhythms in liver

2.6 高蛋白日粮对小鼠肝脏脂肪分解代谢相关基因表达的

影响

HSL是TG分解的关键酶，能够将组织中的TG分解并

释放出游离脂肪酸。ACOX催化脂肪酸β-氧化的初始和限

速步骤。如图5所示，CON组HSL mRNA和ACOX mRNA

表达量呈现活动期摄食后急剧升高的趋势。与CON组相

比，HF-LP组HSL mRNA和ACOX mRNA表达量在活动

期升高缓慢，在ZT14时达到峰值，表明高脂饲喂对活动

期摄入过多脂肪反应滞后，无法及时代谢多余能量。与

HF-LP组相比，HF-HP组ACOX mRNA表达量存在明显差

异，饲喂HF-HP日粮能够明显升高ACOX mRNA表达量，

且与CON组保持同步昼夜节律，即表达量在活动期急剧

升高。
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A、B.分别为HSL、ACOX mRNA相对表达量。

图 5 高蛋白饮食小鼠肝脏脂肪分解代谢相关基因mRNA表达水平 

及昼夜节律变化

Fig. 5 Effect of high-protein diet on changes of mRNA expression of 

fat catabolism-related genes and circadian rhythms in liver of mice

上述结果表明，高蛋白干预能够促进肝脏脂肪分解

代谢相关基因在活动期的表达，并在休息期保持较低的

表达量，促进肝脏脂肪分解，改善高脂饲喂引起的小鼠

昼夜节律紊乱。

2.7 高蛋白日粮对小鼠肝脏时钟基因表达情况及昼夜 

节律的影响

生物钟由多个转录-翻译反馈调节环组成，时钟基

因CLOCK和BMAL1是核心反馈回路的重要组成成分。

CLOCK和BMAL1形成异二聚体并通过结合E-box区域

激活隐色素（cryptochrome，CRY）和周期（period，
PER）基因的转录，CRY和PER蛋白在细胞质中积累到

一定程度后形成二聚体并异位到细胞核，抑制CLOCK-
BMAL1复合物的活性，最终抑制PER和CRY基因的

转录，从而形成反馈回路。如图6所示，CON组CLOCK 
mRNA和BMAL1 mRNA呈现相似的昼夜节律，即活动期

表达量低、休息期表达量高。HF-LP组CLOCK mRNA和

BMAL1 mRNA表达水平整体上显著低于CON组（P＜0.05，
P＜0.01），昼夜差异与CON组相比减弱。而高蛋白干预使

CLOCK mRNA各时间点表达量和昼夜节律接近正常水平，

BMAL1 mRNA表达量在ZT8时和ZT20时得到有效恢复。

CL
O

CK
 m

R
N

A

0
ZT2 ZT8 ZT14 ZT20

1

2

3

4 A

**

##

CON HF-LP
HF-HP

*

BM
AL

1 
m

R
N

A

0
ZT2 ZT8 ZT14 ZT20

1
2
3
4

10
20
30
40
50 B

##

CON
HF-LP
HF-HP

**

**##
**

A、B.分别为CLOCK、BMAL1相对表达量。

图 6 高蛋白饮食小鼠肝脏时钟基因mRNA表达水平及昼夜节律变化

Fig. 6 Effect of high-protein diet on changes of mRNA expression of 

clock genes in liver and circadian rhythms in mice
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上述结果表明，肥胖个体肝脏时钟基因表达下调，

昼夜节律发生波动，高蛋白干预能够改善高脂日粮诱导

的小鼠时钟基因表达异常并恢复正常昼夜节律。

3 讨 论

大量研究表明，高脂饮食引起的脂代谢紊乱是导致

肥胖发生的重要因素[13-14]。长期高脂饮食导致脂质摄入

超过脂肪组织的储存能力，吸收和释放的过量脂肪酸进

入循环并在肝脏等组织异位沉积，进而诱发了肥胖[15]。

肝脏是脂质代谢的重要部位，高脂摄入可引起肥胖小鼠

肝脏TG、TC水平增加[16]，脂代谢关键基因如FAS和蛋白

肉碱棕榈酰转移酶1（carnitine palmitoyl transferase 1，
CPT1）基因等表达紊乱[17]。本研究发现，正常小鼠肝脏

脂肪分解代谢关键酶HSL基因表达水平在活动期摄食后

大幅升高，随后逐步降低，并在休息期维持较低水平，

使得血浆和肝脏TG、TC水平表现为活动期高、休息期低

的规律，脂肪合成代谢关键酶ACC和FAS基因亦有相似变

化趋势。这种昼夜差异表明正常个体对食物摄入较为敏

感，可在活动期内有效调节代谢进程，消耗多余能量，

使休息期恢复至正常血脂水平。与之相反，长期高脂饲

喂不仅会引起肥胖小鼠昼夜自主活动量显著减少、脂肪

氧化供能比例升高，而且延缓了肝脏脂肪分解代谢关键酶

HSL基因表达，无法及时分解摄入的大量脂质；同时，脂

肪合成代谢关键酶ACC和FAS基因在活动期和休息期一直

处于高水平表达，昼夜差异消失，使得过剩能量向脂质

合成转移，引起体质量和体脂肪显著增加，血浆和肝脏

TG、TC水平在活动期和休息期均显著升高。这可能是

肥胖小鼠摄食后代谢灵敏度降低，能量消耗减少的主要

原因。大量研究表明，高蛋白饮食具有防止肝脏脂肪沉

积和降低体脂比率的作用[18]，牛乳蛋白作为重要的膳食

蛋白源具有来源广泛、营养价值高等优势[19]，可应用于

高蛋白饮食减肥方案。本研究发现，长期高蛋白干预显

著提高了小鼠活动期自主活动量，降低了脂肪氧化供能

比例，恢复了高脂摄食后肝脏脂肪分解代谢关键酶HSL
和ACOX基因的表达水平和昼夜节律，使得活动期热量

消耗显著增加，摄入的过剩能量被及时消耗，脂肪合成

代谢关键酶FAS表达水平在摄食后显著下降，血浆和肝

脏TG接近正常水平。已有研究表明，饲喂蛋白质供能比

为35%的高蛋白日粮可显著促进肝脏支链氨基酸分解代

谢，并且对脂肪分解代谢有较强的协同作用，表现为线

粒体生物发生的关键调节因子过氧化物酶体增殖物激活

受体-γ共激活因子-1α（peroxisome proliferator-activated 
receptor-γ coactivator，PGC-1α）表达水平、血浆支链氨

基酸水平和肝脏TG水平之间存在强相关性 [20]。另一方

面，高水平氨基酸分解代谢诱导线粒体氧化磷酸化作用增 

强[10]，高蛋白干预可通过限制含硫氨基酸增强转硫途径， 

以促进内源性硫化氢及其他抗氧化剂的产生，减少高能

量摄入引起的氧化应激的发生[18,21]。据此推测，长期高蛋

白干预一方面通过支链氨基酸代谢协同增强脂肪分解代

谢，促进过剩能量消耗；另一方面通过含硫氨基酸维持

高强度能量代谢下的氧化还原平衡，缓解高脂引起的脂

代谢紊乱，从而使肥胖小鼠保持正常肌肉量的同时体质

量和体脂肪显著降低。

肝脏生物钟在调节新陈代谢和能量稳态中起着重要

作用，部分通过控制关键代谢酶、转录因子、信号分子

和转运蛋白的表达或活性来实现[22-23]。时钟基因CLOCK
和BMAL1与其抑制因子CRY和PER形成核心自我反馈调

节环[24]。在辅助反馈回路中，视黄酸相关孤儿核受体α
（retinoid-related orphan receptor α，RORα）和孤儿核激

素受体α（REV-ERBα）不仅受CLOCK-BMAL1复合物

的调控，还能竞争BMAL1启动子中的ROR反应元件结合

位点，分别激活和抑制BMAL1的转录[5]。有研究表明，

核受体RORα/γ和REV-ERBα通过控制胰岛素诱导因子2
（insulin-induced gene 2，INSIG2）的昼夜节律表达促进

固醇调节元件结合蛋白（sterol-regulatory element binding 
proteins，SREBPs）的激活[25-26]。SREBPs调控脂肪酸合

成代谢关键酶ACC和FAS的表达[27]。此外，CLOCK通

过与E-box区域结合调节过氧化物酶体增殖激活受体α
（peroxisome proliferators-activated receptor α，PPARα）
以及反式激活PPARα控制的靶基因参与调节脂代谢稳 

态[28]。因此，肝脏生物钟通过核受体介导肝脏脂肪的合

成与分解代谢。本研究结果显示，高脂日粮饲喂下，肝

脏时钟基因CLOCK和BMAL1表达下调的同时肝脏脂肪

合成异常增加，高蛋白干预能够恢复时钟基因表达异常

以及肝脏脂肪合成与分解代谢中相关基因表达的紊乱。

过去的研究表明，高蛋白干预能够上调受成纤维细胞生

长因子（fibroblast growth factor 21，FGF-21）调节的脂

肪分解基因HSL和ACOX的表达[11]，这与本实验观察到

的趋势一致。FGF-21的昼夜节律表达受PPARα控制[29]，

PPARα可通过结合BMAL1基因启动子上的PPARα反应元

件正向调节其转录，同时PPARα也是BMAL1的下游调节

因子 [30]。除此之外，PPARα还通过与PGC-1α同步振荡

促进小鼠夜间脂肪酸利用[31]。这与本实验中观察到的高

蛋白干预显著恢复肝脏时钟基因CLOCK和BMAL1的正

常表达以及促进肝脏脂肪分解代谢趋势一致，推测高蛋

白干预通过PPARα与肝脏生物钟之间的串扰调节脂代谢

紊乱。研究发现，高蛋白干预能够通过增强转硫途径来

促进硫化氢的生成，硫化氢是调节生物钟的内源性因

子，其水平的上调对核心时钟基因表达的恢复有积极作 

用[19,32]。因此，高蛋白干预可能通过促进内源性硫化氢的

生成来恢复生物钟基因的表达，从而调节肥胖引起的脂

代谢紊乱，但具体作用机制有待有进一步研究。
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综上，高蛋白干预能够缓解高脂饮食诱导的小鼠

肝脏生物钟的紊乱，加速脂肪分解并减少内源性脂肪合

成，改善肥胖小鼠肝脏脂代谢紊乱。本研究从昼夜节律

的角度为进一步研究高蛋白干预提供了思路。
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