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橙皮素和圣草次苷对体外模拟肠道微生态的

调节作用

程泽仁  蒙 霞  唐可静  沈 玲  顾 青  郦 萍*

（浙江工商大学食品与生物工程学院，浙江  杭州  310018）

摘要：【目的】比较橙皮素和圣草次苷对不同肠型肠道微生态的影响。【方法】通过构建体外肠道模拟发酵体

系，结合 16S rRNA 高通量测序和气相色谱-质谱联用（GC-MS）技术，评估 2 种类黄酮对不同肠型肠道微生

态的调节作用。【结果】经发酵处理后，2 种类黄酮的添加使得拟杆菌肠型和普雷沃氏菌肠型中门水平上的

Firmicutes与 Bacteroidota相对丰度的比值（F/B 值）降低；在属水平上，Paeniclostridium、Sutterella等促炎细菌

相对丰度减少。LEfSe 分析结果表明，拟杆菌肠型中橙皮素和圣草次苷的添加能显著提升 Lactobacillus 和

Lachnospiraceae_ND3007_group 等有益菌的占比。短链脂肪酸产量结果表明，拟杆菌肠型中橙皮素的添加

使得乙酸和丁酸的产量显著提升，而圣草次苷的添加无明显效果。Spearman 相关性分析结果表明，拟杆菌

肠型中橙皮素组丁酸产量与 Lachnoclostridium 的相对丰度呈显著正相关。【结论】橙皮素的添加显著提升了

拟杆菌肠型中肠道有益菌的占比，并能提高短链脂肪酸产量。该研究可为类黄酮对肠道微生态的调控提供

理论基础。
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Abstract: [Objective] This study aims to compare the effects of hesperetin and eriocitrin on the gut microbiota in 

different enterotypes. [Method] An in vitro gut fermentation model was established, which was combined with 

16S rRNA high-throughput sequencing and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) technique to 

evaluate the regulatory effects of the two flavonoids on the gut microbiota in different enterotypes. [Result] After 

fermentation, both flavonoids significantly reduced the Firmicutes-to-Bacteroidota ratio (F/B ratio) in terms of 

relative abundance at the phylum level in enterotype Bacteroides and enterotype Prevotella. At the genus level, 

pro-inflammatory bacteria including Paeniclostridium and Sutterella showed decreased relative abundance in 

treatment groups. LEfSe analysis result identified that both hesperetin and eriocitrin increased the proportions of 

beneficial genera such as Lactobacillus and Lachnospiraceae_ND3007_group in the enterotype Bacteroides. The 

quantification results of short-chain fatty acids indicated significant increases in acetate and butyrate production 

in hesperetin-treated enterotype Bacteroides, while eriocitrin treatment showed no significant alterations. 

Spearman correlation analysis result revealed a significant positive correlation between the relative abundance of 
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Lachnoclostridium and the butyrate production in the hesperetin-treated enterotype Bacteroides. [Conclusion] 

Hesperetin significantly enriched beneficial bacteria and enhanced the production of short-chain fatty acids in 

enterotype Bacteroides. The results can provide a theoretical foundation for the flavonoid-mediated regulation of 

the gut ecosystem.

Keywords: hesperetin; eriocitrin; gut microbiota; short-chain fatty acid

橙皮素和圣草次苷是 2种类黄酮，它们在柑橘

类水果中广泛存在且易提取［1-2］。与大多数类黄酮

一样，橙皮素和圣草次苷具有良好的生物活性，能

发挥抗氧化、抗炎及代谢调节等功能［3-4］，被应用于

化学、食品、医疗等领域［5-6］。橙皮素和圣草次苷通

过与肠道微生物相互作用产生生物活性，具体来

说，它们通过饮食摄入后到达人体结肠中，被肠道

微生物水解、吸收后会产生能够改善人体健康的

活性物质［7］。通过动物试验和临床研究，橙皮素

和圣草次苷的生物活性和益生效力在分子作用机

制层面得到了广泛验证［8-10］，但它们对微生态、菌

群多样性、菌落结构和菌群代谢物产量等方面的

影响尚缺乏系统性研究。

肠道菌群是一个结构复杂、种类多样的生物

群落，作为当前生命科学和医学领域的研究热点，

肠道菌群研究涉及微生物学、代谢组学、疾病机制

及个性化治疗等多个方面［11］。研究表明，年龄、饮

食、精神状态及疾病等因素均可显著影响肠道菌

群 的 结 构［12］，为 解 析 肠 道 菌 群 的 作 用 机 制 ，

16S rRNA 高通量测序和关联分析等多种分析技

术被广泛应用。2011 年，肠型（enterotype）概念被

首次提出，为肠道菌群研究提供了新的视角。简

单而言，基于优势菌属的丰度，人类肠道菌群可以

被划分为三大肠型：拟杆菌（Bacteroides）肠型、普

雷 沃 氏 菌（Prevotella）肠 型 和 瘤 胃 球 菌

（Ruminococcus）肠型［13］。肠型的稳定性与人类的

血型类似，不易受年龄、性别、居住地或健康状况

等因素影响［14］，这一特性使得复杂的肠道菌群结

构可以进行降维分析，并能在临床研究中发挥重

要作用。目前已有在肠型视角下对肥胖［15］、溃疡

性结肠炎（ulcerative colitis，UC）［16］及阿尔茨海默

病（Alzheimer disease，AD）［17］等的研究。随着肠

型概念的完善及其应用范围的不断拓展，肠型逐

渐成为研究肠道菌群的重要工具。

近年来，关于类黄酮生物活性的研究指出，肠

道微生物群是其预防和治疗代谢性疾病的关键靶

点［18］。有研究表明，类黄酮能选择性地促进产短

链脂肪酸的肠道微生物生长［19］，短链脂肪酸（如乙

酸、丙酸和丁酸）是肠道菌群的重要代谢产物，它

们不仅能够维持肠道微生态平衡，还具有抗炎、调

节糖脂代谢等多种益生功能［20-22］。然而，关于类黄

酮对不同肠型人群肠道菌群的调控作用及其对不

同肠道菌群代谢产物的影响仍缺乏系统性研究。

作者采取体外肠道模拟发酵体系，利用16S rRNA

高通量测序技术分析肠道菌群结构变化，并结合

GC-MS 技术定量检测短链脂肪酸产量，再通过关

联分析进一步探究肠道菌群与短链脂肪酸产量之

间的联系，为类黄酮对人体肠道菌群调节作用的

研究提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

橙皮素、圣草次苷：色谱纯，上海源叶生物科技

有限公司；盐酸吡哆醇、盐酸硫胺素、核黄素、烟酸、

D-钙泛酸盐、对氨基苯甲酸、硫辛酸、生物素、叶酸、

维生素 B12：分析纯，上海源叶生物科技有限公司；

YCFA 培养基、L-半胱氨酸盐酸盐、碳酸氢钠、二水

氯化钙、七水硫酸镁、氯化血红素、磷酸二氢钾、磷

酸氢二钾：分析纯，浙江常青化工有限公司。

1.2　仪器与设备

冷冻离心机：H2050R 型，湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司；涡旋混匀仪：QL-866 型，海门市

其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司 ；气 相 色 谱 仪 ：

TRACE 1300 型，美国 Thermo Fisher Scientific 公

司 ；质 谱 仪 ：ISQ 7000 型 ，美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；全自动灭菌锅：MLS-3781L 型，日

本 PHCbi公司；生物分析仪：Agilent 2100 型，美国

Agilent Technologies公司。

1.3　培养基和溶液的配制

1）YCFA 培养基：将 5 g 葡萄糖、10 g 蛋白胨、

10 g酵母提取物、0.9 g氯化钠、0.45 g磷酸氢二钾、

0.45 g 磷酸二氢钾、0.09 g 二水氯化钙、0.045 g 七

水硫酸镁、0.001 g 刃天青用超纯水溶解并定容至

133



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  307 期  | 2025 年  10 月  | 食品与生物技术学报

1 L，121 ℃高温高压灭菌 15 min，冷却至常温后将

4 g 碳酸氢钠、1 g L-半胱氨酸盐酸盐、0.01 g 氯化

血红素加到培养基中。

2）体外模拟培养基：在 YCFA 培养基中加入

经 0.22 μm 水系膜过滤的体积分数 1% 的维生素溶

液 ，混匀 ，将配制好的培养基分装到灭菌后的

10 mL 西林瓶中，分装量为 3.8 mL，每个西林瓶通

入氮气，压紧瓶盖，使培养基保持在无氧环境下，

置于厌氧工作站中暂存 ，厌氧环境的温度为

37 ℃ ，氮气、氢气、二氧化碳的体积分数分别为

85%、5%、10%。

3）维生素溶液：将 1 mg盐酸吡哆醇、0.5 mg盐

酸硫胺素、0.5 mg 核黄素、0.5 mg 烟酸、0.5 mg 

D-钙泛酸盐、0.5 mg 对氨基苯甲酸、0.5 mg 硫辛

酸、0.2 mg 生物素、0.2 mg 叶酸和 0.01 mg 维生

素 B12用超纯水溶解并定容至 100 mL，置于 4 ℃冰

箱暂存。

4）体积分数 0.2% 的 DMSO 溶液：量取 200 µL 

DMSO 溶液加到 100 mL 超纯水中，混匀后用于后

续溶液的配制。

5）2种类黄酮标准溶液：分别准确称取橙皮素

和圣草次苷标准品粉末，用体积分数 0.2%的 DMSO

溶液溶解，混匀，配制成质量浓度为 5 mg/mL 的橙

皮素和圣草次苷标准溶液。

1.4　样品采集

粪便样品由随机抽选的 10 名已知情并同意

的健康志愿者（5 男 5 女）提供，在早晨指定时间利

用粪便收集瓶收集 10 名志愿者的晨起粪便并进

行编号。志愿者近 1 年内居住于中国浙江省杭州

市，年龄为 20~35 岁，作息规律，饮食正常，精神良

好，无高血压、糖尿病、胃肠道炎症等慢性疾病病

史，未曾有吸烟、酗酒等不良习惯，且近期（至少 1

个月）未食用柑橘类水果、益生菌制剂和抗生素。

试验方案已经过浙江工商大学食品与生物工程学

院实验伦理审查，伦理编号为 25120936。

1.5　粪便样品预处理、接种和取样

1）粪便菌悬液的制备：各挑取每位志愿者的粪

便样本约 2 g 于 15 mL 无菌离心管中，加入 10 mL

无菌 PBS 缓冲液后涡旋混匀，用 0.24 mm 滤网过

滤，移至 15 mL 离心管中备用。此外，分别保留

2 mL 该样品于-80 ℃冰箱中保存，用于后期原始

样品短链脂肪酸的测定和 16S rRNA 高通量测序，

定义为原始样品组（Ori组）。

2）样品分组接种：利用 1 mL 的无菌针筒取

0.2 mL 的粪便菌悬液，分别注射至所有培养基中，

之后将培养基分成 3 组，每组中分别加入 0.8 mL

的圣草次苷标准溶液、橙皮素标准溶液和体积

分数 0.2% 的 DMSO 溶液，混匀，分别将其标记为

圣草次苷组（Eri 组）、橙皮素组（Hst 组）和对照组

（Con组），圣草次苷组和橙皮素组中 2种类黄酮的

终质量浓度均为 4 mg/mL，该质量浓度已被证明

足以表征大多数类黄酮的生物活性［23-24］。整个接

种过程均要在厌氧工作站中进行。

3）发酵培养及取样：将所有接种好的样品培

养基放置在厌氧工作站中，于 37 ℃培养 24 h，涡

旋摇匀后再取等量发酵好的样品保存至-80 ℃冰

箱，用于后续短链脂肪酸测定和 16S rRNA 高通量

测序。

1.6　16S rRNA 高通量测序

1.6.1　DNA 提取　

基 因 组 DNA 的 提 取 和 聚 合 酶 链 式 反 应

（PCR）扩增由杭州联川生物技术股份有限公司完

成。根据制造商的说明，使用十六烷基三甲基溴

化铵从粪便样本中提取 DNA，将总 DNA 用 50 μL

洗涤缓冲液进行洗涤，保存至-80 ℃冰箱，用于后

续 PCR 扩增。

1.6.2　16S rRNA 高通量测序程序　

根据 16S rRNA 基因的 V3—V4 高变区，采用

通用引物（341F、805R）对 DNA 进行 PCR 扩增，使

用 AMPure XT 磁珠纯化扩增产物，并通过 Qubit

荧光定量系统进行定量。制备扩增子文库后，分

别使用生物分析仪和 Illumina 文库定量试剂盒对

扩增子文库的片段大小及浓度进行质控检测。

然后在 NovaSeq PE250 测序平台进行双端测序，

并利用 FLASH 软件对双端序列进行拼接。对

fqtrim 软件（v0.94）设定特定过滤条件，然后进行

原始序列质控过滤，获得高质量序列，随后通过

Vsearch 软 件（v2.3.4）去 除 嵌 合 序 列 ，最 终 经

DADA2 算法的去除冗余和降噪处理，获得特征

表及特征序列。

1.7　短链脂肪酸检测

将 0.1 g 粪便样品、0.5 mL 超纯水、200 µL 硫

酸、50 µL 环己酮和 1 mL 乙醚混合均匀 ，匀浆

1 min，在 12 000 r/min、4 ℃条件下离心 3 min，取
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上清液装入进样瓶中。通过 GC-MS 仪获得短链

脂肪酸谱图。进样口、色谱柱和检测器温度分别

保持为 220、230、220 ℃。温度梯度程序：0~1 min，

60 ℃ ；1~3 min，以 升 温 速 率 30 ℃/min 升 至

210 ℃。上样量为 1 µL，流量为 1 mL/min。以环

己酮为内标计算短链脂肪酸产量。

1.8　数据统计与分析

每组试验均进行了 5 次生物学重复 ，采用

LEfSe 分析微生物物种的差异，并通过线性判别

分析（LDA）筛选 lg （LDA 值）≥2.0 的最终生物标

志物。采用迈维云平台进行 Spearman 相关性可

视化。采用 GraphPad Prism 8 软件分析数据，结果

以平均值±标准差表示，P<0.05 表示差异具有统

计学意义。

2　结果与讨论

2.1　2种类黄酮对肠道菌群的影响

2.1.1　16S rRNA 高通量测序结果　

16S rRNA 高通量测序常用于分析细菌群落

的多样性，利用 16S rRNA 中 V3—V4区的特征，建

立了一个关于小片段 DNA 的特异性文库，再利用

Illumina 数据库量化工具和 NovaSeq 6000 测序器

完成该文库的双端测序，从而进一步挖掘橙皮素

和圣草次苷对模拟肠道模型的影响。结果表明，

40 个样品共测得 5 137 347 条序列，之后经过拼接

和过滤得到 5 098 447条高质量读取序列。根据操

作分类单元聚类结果，发现 Ori组、Con组、Eri组和

Hst 组中，分别存在 2 783、1 495、1 930、1 790 种微

生物物种。

2.1.2　物种组成变化　

参照物种丰度表和物种注释表，默认选取不

同水平上丰度最高的十几个物种分类，进行相对

丰度计算，获得相对丰度文件，绘制比较样品相

对丰度的堆叠柱状图，以便更直观地比较样品的

相对丰度。在各个不同层级中，可以直观地看到

优势物种的表达情况及在各个组别中的变化趋

势。

参照 Costea 等［25］提供的肠型分类学方法，人

类的肠型可分为拟杆菌肠型、普雷沃氏菌肠型和

瘤胃球菌肠型。根据 Ori 组在微生物属水平的物

种 组 成 规 律 ，将 10 名 志 愿 者 的 肠 型 分 为 以

Bacteroides 为 优 势 菌 的 拟 杆 菌 肠 型 和 以

Prevotella_9 为优势菌的普雷沃氏菌肠型，其中

6位志愿者（1号、4号、5号、8号、9号、10号）为拟杆

菌肠型；4 位志愿者（2 号、3 号、6 号、7号）为普雷沃

氏菌肠型。将 4组（Ori组、Con 组、Eri 组和 Hst 组）

样本按肠型进一步编号，用于后续组间和个体间

肠道菌群变化分析。拟杆菌肠型个体编号分别

为 ：Ori1、Ori4、Ori5、Ori8、Ori9、Ori10；Con1、

Con4、Con5、Con8、Con9、Con10；Eri1、Eri4、Eri5、

Eri8、Eri9、Eri10；Hst1、Hst4、Hst5、Hst8、Hst9、

Hst10。普雷沃氏菌肠型个体编号分别为：Ori2、

Ori3、Ori6、Ori7；Con2、Con3、Con6、Con7；Eri2、

Eri3、Eri6、Eri7；Hst2、Hst3、Hst6、Hst7。

分别对 2种肠型样品的物种组成进行分析，在

门水平上选取相对丰度最高的 10 个物种进行分

类 。 如 图 1 所 示 ，2 种 肠 型 的 优 势 菌 门 均 为

图 1　门水平上肠道菌群的相对丰度

Fig. 1　Relative abundance of gut microbiota at the phylum level
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Firmicutes、Bacteroidota 和 Proteobacteria。拟杆菌

肠型中，各组中 Firmicutes 和 Bacteroidota 的总相

对丰度为 70%~80%；而在普雷沃氏菌肠型中，各

组中这 2 个菌门的总相对丰度约为 90%。经发酵

处理后，与 Ori组相比，2 种肠型的 Con 组、Eri组和

Hst 组 的 Firmicutes 相 对 丰 度 从 50% 左 右 降 至

30%~40%，而 Proteobacteria 的相对丰度增加至

Ori 组的 2 倍左右。已有研究发现，F/B 值能粗略

表征机体的健康程度，且 F/B 值的降低与抑制肥胖

和保护代谢能力呈正相关［26-27］。而本研究结果表

明，与 Con 组相比，2 种肠型中的 Eri 组和 Hst 组的

F/B 值总体降低，由此合理推测橙皮素和圣草次苷

可能与预防肥胖和代谢疾病相关。

在属水平上，选取了相对丰度最高的前 30 个

物种进行分类，6名拟杆菌肠型志愿者在属水平上

肠道菌群的相对丰度见图 2。各组中，Bacteroides

均为最大优势菌属，其中排名前 3 的优势菌属除

Bacteroides 外 ，还 有 Escherichia-Shigella 和

Megamonas。与 Ori 组相比，经发酵的其他 3 组样

品的 Escherichia-Shigella相对丰度增加到了 Ori组

的 7~10 倍，Megamonas 相对丰度则增加至 Ori 组

的 2 倍左右。Escherichia-Shigella 多数为非致病

菌 ，属 于 人 体 正 常 肠 道 菌 群 的 一 部 分［28］，而

Megamonas 作为一种促进脂质吸收的肠道细菌，

其相对丰度的增加与肥胖发生密切相关［29］。值得

注意的是，有研究报道，与普雷沃氏菌相比，拟杆

图 2　拟杆菌肠型属水平上肠道菌群的相对丰度

Fig. 2　Relative abundance of gut microbiota in enterotype Bacteroides at the genus level
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菌肠型主导的肠道菌群类型表现出更强的减肥抵

抗性［30］，这一发现与本研究中 Megamonas 是拟杆

菌肠型中的优势菌属结果吻合。Bacteroides 和

Prevotella_9 的相对丰度虽然也有一定程度增加，

但并没有显著提升。与 Con 组相比，Eri 组和 Hst

组 中 Paeniclostridium 的 相 对 丰 度 明 显 变 少 ，

Paeniclostridium 是一种潜在的促炎细菌，对机体

无益［31］。此外，Bacteroides 和 Escherichia-Shigella

的相对丰度呈增加趋势，但差异不显著。

在属水平上，4 名普雷沃氏菌肠型志愿者肠

道菌群的相对丰度见图 3。各组中，Prevotella_9

均为最大优势菌属，另外两大优势菌属分别为

Bacteroides 和 Faecalibacterium。与 Ori 组相比 ，

经发酵的其他 3 组样品的 Sutterella 相对丰度明显

增加，尤其是 Con 组的变化最明显；3 组发酵样品

的 Enterobacter 相对丰度也增加至 Ori 组的 5 倍。

此外 ，Prevotella_9 和 Faecalibacterium 等菌属在

3组发酵样品中也有少量的增加。与 Con组相比，

Eri 组和 Hst 组的 Escherichia-Shigella 相对丰度有

一定程度增加，而 Sutterella 相对丰度有一定程度

减少。有研究表明，Sutterella 相对丰度与肠道炎

症的发展呈正相关［32］。综上，橙皮素和圣草次苷

能 显 著 改 变 拟 杆 菌 肠 型 志 愿 者 的 肠 道 菌 群

结构。

图 3　普雷沃氏菌肠型属水平上肠道菌群的相对丰度

Fig. 3　Relative abundance of gut microbiota in enterotype Prevotella at the genus level
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2.1.3　差异物种分析　

为进一步研究橙皮素和圣草次苷对肠道菌群

的影响，利用 LEfSe 分析法筛选 Con 组、Eri 组和

Hst组之间的差异微生物，选择 lg （LDA 值）≥2.0的

微生物作为研究对象。结果表明，2种肠型中拟杆

菌肠型的差异微生物具有统计学意义，因此对其

进行研究分析。如图 4所示，聚类树图中由内至外

辐射的圆圈代表由门水平至属水平的分类级别，

不同分类级别上的每一个小圆圈代表该水平下的

一个分类，小圆圈的直径大小代表相对丰度的大

小。颜色无显著差异的物种统一着色为黄色，差

异显著的物种跟随组别进行着色，红色节点表示

在红色组别中起重要作用的微生物类群，蓝色节

点表示在蓝色组别中起重要作用的微生物类群。

条形图展示了 lg （LDA 值）大于预设值的差异物

种，即具有统计学差异的生物标志物。

结果表明，在门水平上，与 Con 组相比，Hst组

的 Spirochaetota 相对丰度显著增加，而 Eri 组无显

著变化；在科水平上，Con 组的 Butyricicoccaceae

起 主 要 差 异 作 用 ，Eri 组 的 Clostridium_

methylpentosum_group 起主要差异作用，Hst 组在

该水平上并无优势菌科；在属水平上，Con组的优势

菌属为 Ruminococcus、Coprococcus 和 Butyricicoccus

等 ，Eri 组 的 优 势 菌 属 为 Lactobacillus 和

Ligilactobacillus， Hst 组 的 优 势 菌 属 为

Lachnospiraceae_ND3007_group和 Intestinimonas等，

Lactobacillus 和 Ligilactobacillus 是对健康有益的益

生菌，能预防和治疗多种疾病［33］，且 Lachnospiraceae_

ND3007_group 是已被证实为能够分泌多种短链

脂肪酸的有益菌［34］；在种水平上，Con 组的优势菌

为 Lactiplantibacillus_plantarum、Lachnospiraceae_

bacterium_GAM79、Lacticaseibacillus_rhamnosus 和

Limosilactobacillus_fermentum 等，Eri组的优势菌为

Lactobacillus_murinus，而 Hst 组在该水平上并无

优势菌。结果表明，橙皮素和圣草次苷能明显

影响拟杆菌肠型肠道菌群的结构组成，且表现

为增加 Lactobacillus 和 Lachnospiraceae_ND3007_

group等有益菌的占比，因此合理推测，2种类黄酮

能对肠道菌群产生正向调节作用。LEfSe 分析结

果也验证了该推测，即橙皮素和圣草次苷对拟杆

菌肠型志愿者的肠道菌群可产生显著影响，具体

作用效果体现为几种有益菌丰度的增加。

2.2　2种类黄酮对短链脂肪酸产量的影响

7 种短链脂肪酸（乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、

戊酸、异戊酸、己酸）产量的测定结果表明，乙酸产

量在 7 种短链脂肪酸中的占比最多。此外，选择

变化较明显的乙酸、丙酸和丁酸进行更具体的

分析。

乙酸产量的测定结果见图 5（a）~（b）。与 Ori

组相比，发酵后的 3 组样本的乙酸产量均显著增

加，且在 2 种肠型中，这种变化在拟杆菌肠型中更

为显著，而在普雷沃氏菌肠型中，只有 Eri 组的乙

酸产量显著高于 Ori 组（P=0.022）。此外，在拟杆

菌肠型中，与 Con 组相比，Hst 组的乙酸产量增加

图 4　组间菌群结构的 LEfSe分析

Fig. 4　LEfSe analysis of gut microbiota structure between groups
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非常显著（P=0.001），说明橙皮素能促进拟杆菌肠

型中乙酸产量的增加。有研究发现，乙酸作为一

种肠道菌群的重要代谢产物，其作用包括调控微

生物群落结构、抑制幼儿支气管肺病的发病和恶

化［35］。Valdes 等［36］整合验证了大量临床数据，发

现膳食补充乙酸不仅能抑制超重和肥胖，在Ⅱ型糖

尿病的治疗中也能起到辅助治疗的作用，说明乙

酸可能是一种潜在的可用于治疗慢性病和代谢性

疾病的物质。

由图 5（c）~（d）可知，2 种肠型中样品经发酵

后，丙酸产量均有所增加，且拟杆菌肠型中的丙酸

产量增加更为显著。在普雷沃氏菌肠型中，只有

Eri 组的丙酸产量相较于 Ori 组增加非常显著

（P=0.008），这可能是因为体外发酵的培养基促进

了一些产丙酸菌的生长。研究表明，丙酸是肠道

菌群和生理健康之间的主要介质，肠道菌群通过

促进丙酸的产生在治疗肥胖和Ⅱ型糖尿病中发挥

作用［37］。

丁酸产量的变化见图 5（e）~（f），与乙酸和丙

酸的变化趋势相同，丁酸产量也会因发酵处理而

增加。在拟杆菌肠型中，相较于 Ori组，Con 组（P=

0.029）和 Hst 组（P=0.014）的丁酸产量均显著增

加 ，且 Hst 组 的 丁 酸 产 量 显 著 高 于 Con 组（P=

0.034）；而在普雷沃氏菌肠型中，只有 Con 组的丁

酸产量非常显著高于 Ori 组（P=0.009），其余组之

间无显著差异，说明橙皮素和圣草次苷的添加并

没有引起普雷沃氏菌肠型中丁酸产量的显著变

化。越来越多的研究表明，丁酸在人体健康中发

挥着重要作用，它不仅能加固肠道屏障，抑制结肠

炎症的发生，还有抗癌、抗氧化应激等重要生理活

性，是一种潜在的疾病治疗物，值得在临床试验中

被深入研究［38］。

结果表明，拟杆菌肠型志愿者中，圣草次苷与

橙皮素能够影响肠道菌群的乙酸、丙酸和丁酸的

*—差异显著（P<0.05）；**—差异非常显著（P<0.01）；***—差异极显著（P<0.001）。

图 5　短链脂肪酸产量

Fig. 5　Production of short-chain fatty acids
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产量，其中与发酵后的 Con 组相比，橙皮素对乙酸

和丁酸产量的促进效果更显著，而圣草次苷作用

不明显。在普雷沃氏菌肠型志愿者中，相较于发

酵后的 Con 组，圣草次苷与橙皮素对几种主要短

链脂肪酸产量的影响较小。

2.3　肠道菌群与短链脂肪酸产量的相关性分析

由于橙皮素对短链脂肪酸产量的影响更为显

著，为明确不同肠型肠道菌群的相对丰度与短链

脂肪酸产量的相关性，分别将添加了橙皮素的 2组

肠型的属水平肠道微生物群的相对丰度与短链脂

肪 酸 产 量 进 行 了 Spearman 相 关 性 分 析 。 将

Spearman相关系数 |R|>0.7且 P<0.05的结果进行分

析和可视化，见图 6。在拟杆菌肠型中，有 5 种菌

属的相对丰度与部分短链脂肪酸产量呈显著正相

关，有 2种菌属的相对丰度与部分短链脂肪酸产量

呈显著负相关；在普雷沃氏菌肠型中，有 2 种菌属

的相对丰度与部分短链脂肪酸产量呈显著正相

关，有 4种菌属的相对丰度与部分短链脂肪酸产量

呈显著负相关。

2种肠型中，不同短链脂肪酸产量表现出与不

同类别肠道菌群的关联性。丙酸产量在 2 种肠型

下均与 Agathobacter的相对丰度呈显著负相关；在

拟杆菌肠型中，丙酸产量与 Lachnospira 的相对丰

度呈显著负相关；在普雷沃氏菌肠型中，丙酸产量

与 Phascolarctobacterium 的相对丰度呈显著负相

关 。 丁 酸 产 量 在 2 种 肠 型 中 均 与

Lachnoclostridium 的相对丰度呈显著正相关。戊

酸 产 量 则 与 拟 杆 菌 肠 型 中 Parabacteroides、

Escherichia-Shigella、Lachnoclostridium 等菌群的

相对丰度呈显著正相关；而在普雷沃氏菌肠型中

仅与 Allisonella 的相对丰度呈显著正相关。结果

表明，在相同类黄酮的添加条件下，肠道菌群组成

的变化与短链脂肪酸产量的变化存在肠型特异性

关系。

3　结论

类黄酮生物活性的发挥与肠道菌群密切相关，

作者构建了体外肠道模拟发酵体系，结合 16S rRNA

高通量测序和 GC-MS 技术，初步探索了橙皮素和

圣草次苷对不同肠型肠道菌群的调节作用。结果

表明，经体外发酵后，3组样本在 4 mg/mL的 2种类

黄酮处理下，均能在门水平和属水平上提高拟杆

菌肠型和普雷沃氏菌肠型中有益菌群的占比。

LEfSe 分析显示，相较于普雷沃氏菌肠型，橙皮素

和圣草次苷对拟杆菌肠型中菌群结构的正向调节

作用更显著，这体现在它们能显著增加拟杆菌肠

型中 Lactobacillus和 Lachnospiraceae_ND3007_group

等 有 益 菌 的 占 比 ，并 能 减 少 Paeniclostridium、

Sutterella 等促炎细菌的相对丰度。此外，作者采

用 GC-MS 技术对发酵样本中短链脂肪酸产量进

行测定，肠型和组间比较表明，橙皮素能显著提升

拟杆菌肠型中乙酸和丁酸产量。综上所述，2种类

黄酮的添加对拟杆菌肠型的肠道微生态均具有正

向调节作用，且橙皮素的效果要优于圣草次苷。

然而，作者仅进行了橙皮素和圣草次苷与肠道菌

群相互作用的关联性分析，具体的代谢产物或相

关通路等内在机制仍需进一步探索。
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