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微生态制剂调节便秘、腹泻人群肠道菌群结构与
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摘  要：为探究微生态制剂对健康、便秘和腹泻人群肠道菌群结构的调节能力。本研究以健康、便秘和腹泻人群

为对象，令其定时、定量摄入水苏糖（stachyose tetrahydrate，Sta）、益生菌纯粉（probiotics power，PP）、益生

菌剂（probotic preparations，PPrs）3 种微生态制剂，共6 周，采集新鲜粪便样本并提取DNA，利用Ion torrent PGM
二代测序技术进行16S rRNA V3区扩增子测序，并用气相色谱检测粪便中的短链脂肪酸（short-chain fatty acids，
SCFAs）表达水平，最后联合多变量统计学分析方法对测序数据进行多样性分析。结果表明：绝大多数序列属

于硬壁菌门（Firmicutes）和拟杆菌门（Bacteroidetes），约占总序列数的94.37%。随着微生态制剂的摄入，受

试人群肠道菌群的群落结构多样性明显增加，毛螺菌科（Lachnospiraceae）中的Blautia、Lachnospira以及瘤胃菌

科（Ruminococcaceae）中的Faecalibacterium、Oscillospir等与产SCFAs相关的菌属都明显地增长，其中Blautia和
Faecalibacterium与SCFAs含量呈显著正相关。SCFAs的含量以及肠道中相应菌群的增长与减少都与微生态制剂的成

分相关，在3 组受试人群中，服用Sta组，丙酸含量显著增加，乙酸与丁酸含量也在2 周左右有所增加，并伴随产

SCFAs的菌属快速且大量增长；PP组肠道中只有乙酸含量有所增加，丙酸和丁酸含量呈现降低的趋势，而产SCFAs
的菌属增长较明显；服用PPrs组，乙酸和丁酸含量明显增加，且便秘和腹泻人群在停止服用后，其SCFAs的含量

接近于健康人群，常见的Bifidobacterium、Lactobacillus、Parabacteroides等外源性益生菌均明显增长，可能性致病

菌相对丰度降低，表明服用PPrs对肠道菌群结构的调节作用以及影响更大。此外，根据肠型的分析，Bacteroides和
Prevotella在饮食的共同驱动下会调整并改变肠型，而仅通过所选择的微生态制剂的作用，在驱动肠型改变方面不

显著。综上所述，肠道疾病状态的人群服用微生态制剂后，肠道菌群结构向正常人群的状态调整，菌群多样性和

SCFAs表达水平提高，表现出持续抑制肠道有害细菌生长，促进有益菌的增殖，以此来维持肠道菌群结构的稳态。

经扩增子测序分析获得初步结论为：微生态制剂有改变腹泻、便秘人群肠道菌群整体结构的功效，并且PPrs要比单

一的Sta或PP调整肠道菌群的能力更突出。
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Abstract: This study was devised to explore the ability of probiotics to regulate the gut microbiota in healthy, constipated 

and diarrheal populations. These populations were asked to ingest three different microecologics: storyose tetrahydrate (Sta), 

probiotics power (PP), and probiotics preparations (PPrs) at a fixed dose at fixed times daily for 6 weeks. Fresh fecal samples 

were collected for DNA extraction. The V3 region of the 16S rRNA gene was sequenced using Ion Torrent PGM and short-
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chain fatty acids (SCFAs) in feces was quantified by gas chromatography. The sequencing data was used to make diversity 

analysis by multivariate statistical analysis. The results showed that the most identified sequences were from Firmicutes 

and Bacteroidetes, accounting for 94.37% of the total number of sequences. Ingestion of probiotics significantly increased 

the structural diversity of intestinal flora in the tested populations. Significant growth rates were observed for the intestinal 

bacteria associated with SCFAs, such as Blautia and Lachnospira in the Lachnospiraceae family and Faecalibacterium and 

Oscillospir in the Ruminococcaceae family. Furthermore, Blautia and Faecalibacterium were positively correlated with 

SCFAs. In addition, changes in both the contents of SCFAs and the corresponding intestinal microbial communities were 

related to the composition of probiotics. Propionic acid content significantly was increased by Sta ingestion; moreover, 

the contents of acetic acid and butyric acid were likewise increased at about 2 weeks along with rapid and highly efficient 

growth of the SCFAs-producing strains for all three populations. PP caused an increase in acetic acid but led to a decreasing 

trend of propionic and butyric acid, accompanied by significant growth of the SCFAs-producing bacteria. After taking PPrs, 

the contents of acetic acid and butyric acid were significantly increased in the subjects, and the fecal content of SCFAs 

in constipated and diarrheal populations was close to that in healthy people. Concomitantly, the exogenous probiotics 

such as Bifidobacterium, Lactobacillus and Parabacteroides showed a significant increase, and the relative abundance of 

possible pathogenic bacteria decreased, indicating that PPrs exert greater regulation on the gut microbiota structure. In 

addition, enterotype analysis showed that Bacteroides and Prevotella could be adjusted driven by the diet, thus changing 

the enterotype, but no significant change was achieved by simply using the microecologics. In summary, the gut microbiota 

structure of populations with gut diseases can be adjusted toward the normal after ingestion of microecologics through 

increasing the bacterial community diversity and the expression of fecal SCFAs. Microecologics can sustainably inhibit 

harmful bacteria and promotes beneficial bacteria in the gut, thereby maintaining the stability of intestinal flora structure. 

The results of 16S rDNA PCR amplification and sequencing show that probiotics can change the overall structure of the 

intestinal flora in patients with constipation and diarrhea, and the composite PPrs are more effective than single Sta and PP.
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肠道菌群的基因组信息被称为人类的“第二基因

组”，编码了330万 个非冗余的基因，大约是人类基因

编码能力的150 倍[1]，拥有丰富的遗传信息，参与人体营

养物质的消化吸收，调控多种代谢途径和机体的免疫系

统，故与机体健康息息相关。近些年来研究显示，宿主

和微生物基因组共同调节并通过产生短链脂肪酸（short-
chain fatty acids，SCFAs）、胆汁酸、胆碱以及吲哚等代

谢物质维持机体健康[2]，其中乙酸、丙酸、丁酸相对含

量较高，约占SCFAs总量的90%以上[3]，对人体结直肠的

健康有重要作用[4-6]：丁酸或产丁酸盐的肠道细菌具有恢

复宿主免疫功能，保护屏障完整性和调节能量代谢等作

用，丁酸盐会影响中性粒细胞的功能和转移，抑制血管

细胞的炎性细胞因子，增加结肠上皮细胞紧密连接蛋白

表达，并通过人体免疫细胞减少细胞因子和趋化因子表

达，其他SCFAs如丙酸和乙酸通过血液作用于各种不同

的器官，被用作底物的氧化、脂质合成和肝细胞代谢的

能量；此外，SCFAs还具有调节组蛋白去乙酰酶抑制剂

的功能，刺激交感神经系统从而影响啮齿动物的社会行

为，SCFAs也能刺激肠道蠕动和运输，并增加生理诱导

浓度，在体外模拟结肠黏膜系统中5-羟色胺的释放增加

8～10 倍。目前，慢性便秘、腹泻等胃肠道功能性疾病

影响着全球2%～34%的社会人群，我国便秘的患病率已

高达15.2%[7-8]。研究表明，饮食结构和营养的摄入是塑

造肠道菌群结构的最主要因素，一方面其会改变肠道菌

群的结构；另一方面食品中难以被人体吸收的成分则通

过肠道菌群的作用发挥营养作用[9]。到目前为止，越来越
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多的研究表明，微生态制剂对人体益生功效已经受到广

泛关注，这不仅体现在其可与病原体竞争结合位点和底

物，维系宿主肠道微生物区系的平衡来促进机体肠道健

康；还能够影响肠道内微生物和宿主代谢产物的分泌，

例如代谢酶类、细胞因子和SCFAs，从而降低肠道内环

境、提供能量、减少细菌易位和减轻内毒素血症等[10-12]。 

杨远志等 [13]研究表明，饲喂抗性淀粉和乳酸菌的混合

制品在降低结肠肿瘤方面的效果要优于单独使用益生

素的效果。郭壮 [14]应用实时荧光定量聚合酶链式反应

（quantity polymerase chain reaction，qPCR）技术和测

序技术综合分析评价乳酸菌在受试人群肠道的存活定植

以及该菌株对受试人群肠道菌群多样性的影响，发现服

用微生态制剂能够有效改善人体肠道菌群的组成，促进

有益菌的生长，抑制致病菌及条件致病菌的繁殖；同时

还有研究发现当受试人群停止服用微生态制剂后，其肠

道菌群又恢复到服用前的结构[15]。本实验室自2013年以

来，已利用Ion torrent PGM测序平台分别开展了益生菌和

益生元对小鼠菌群结构以及代谢产物的相关课题，分析

了瑞士乳杆菌Lactobacillus helveticus干预对小鼠肠道菌

群结构的影响[16]，探讨了魔芋葡甘露聚糖对溃疡性结肠

炎小鼠肠道菌群的调节作用[17]。尽管微生态制剂表现出

更好地维护肠道内环境稳态和增强机体健康的功效，但

促进肠道关键菌群或菌种的研究工作还需进一步深入探

究，以便更好地服务于人类健康。

基于微生态制剂具有通过调节肠道菌群结构来维持

机体与肠道菌群动态平衡的作用，加之一些学者开展了

水苏糖（stachyose tetrahydrate，Sta）、植物乳杆菌、嗜

酸乳杆菌、干酪乳杆菌、两歧双歧杆菌功效的研究[18-21]；

因此，本研究以便秘和腹泻人群为对象，在不同微生态

制剂的干预下，通过对受试者粪便DNA提取，利用Ion 
torrent PGM测序平台探究受试者肠道菌群结构信息的变

化，同时利用气相色谱检测粪便中的SCFAs表达水平，

解析微生态制剂干预前后肠道菌群多样性的变化及其与

SCFAs代谢相关的关键菌属的相关性，比较Sta、益生菌

纯粉（probiotics power，PP）以及益生菌剂（probotic 
preparations，PPrs）在调节肠道菌群结构和代谢SCFAs
产物方面的能力，研究结果将为鉴定并阐述微生态制剂

解决便秘和腹泻相关的肠道关键菌属的关系提供科学数

据，也为通过微生态制剂以肠道菌群为靶点来调整、治

疗便秘和腹泻提供新的途径。

1 材料与方法

1.1 材料、菌株与试剂

Sta（含85%水苏糖、麦芽糊精约10%~15%）、PP
（含植物乳杆菌LP45（Lactobacillus plantarum）、嗜酸

乳杆菌La28（Lactobacillus acidophilus）、麦芽糊精， 
LP45与La28活菌数比例为3∶1，活菌数3×1010 CFU/g）、 

PPrs（含抗性糊精、菊粉、水苏糖、麦芽糊精、植物乳

杆菌LP45（Lactobacillus plantarum）、嗜酸乳杆菌La28
（Lactobacillus acidophilus）、干酪乳杆菌YMC1069
（Lactobac i l lus  case i）、两歧双歧杆菌TMC3115
（Bifidobacterium bifidum），活菌数2×1010 CFU/g） 
河北一然生物科技有限公司。

Ion Xpress™ Barcode Adapters Kit、Ion PGM™ 
Template OT2 200 Kit、Ion PGM™ Sequencing 200 Kit 
v2、Ion Plus Fragment Library Kit、Ion Library TaqMan™ 
Quantitation Kit、Pfu DNA聚合酶 美国Life-Thermo 
Scientific公司；Qubit® dsDNA HS Assay Kit 美国

Invitrogen公司；High Sensitivity DNA Kit 美国Agilent
公司；QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 德国QIAGEN
公司；MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction Kit 宝生

物工程（大连）有限公司；SCFAs（乙酸、丙酸、异丁

酸、丁酸（均为色谱纯）） 天津光复研究所；其他试

剂均为化学纯。

1.2 仪器与设备

3K18高速冷冻离心机 美国Sigma公司；DYY-2C
电泳仪 北京六一仪器厂；508-U001 Ion torrent测序

平台 美国Invitrogen公司；1005527 Ion One TouchTM 
2INS模板制备系统、8441-21 Ion One Touch™ ES模
板富集系统、900 SERIES超低温冰箱、磁力架、2.0 
Qubit荧光定量仪 美国Life-Thermo Scientific公司； 

2 1 0 0  生化分析仪、 7 8 9 0 A 气相色谱仪  美国 

Agilent公司；N8050200 GeneAmp PCR系统7900 美国 

ABI公司；II-3 Biowave DNA紫外-可见分光光度计  
英国柏诺公司。

1.3 方法

1.3.1 受试人群的分组及样本采集

研究中所有样本均采集自河北省石家庄市正定县，受

试人群年龄为18～35 岁；便秘、腹泻受试人群的临床症状

确定：通过询问受试者和其自身表述，按照临床医学给定

的便秘、腹泻等症状确定。要求受试人群在开始实验的两

个星期内未发生任何疾病，实验期间无使用抗生素等药物

或接受治疗的情况；3 个月内未参与其他实验研究。

在2014年8～11月期间，共38 名受试人员，其中男

性13 名，女性25 名。受试人群保持饮食及睡眠正常且无

限制，每日早晚各服用微生态制剂一次，2 g/次（活菌数

约3×1010 CFU/g）；干预期间记录饮酒、服药等特殊情

况。在服用微生态菌剂之前统一采集粪便一次，干预中

受试人群粪便样本每周采集2 次，共采集4 周，在停止服

用制剂后，采集志愿人员粪便样本2 次。除去3 个异常人

员外，对其余受试人员进行样本采集，并将样本统一放
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置于液氮罐中保存，共采集粪便样本280 个。用QIAamp 
DNA Stool Mini Kit提取35 个人的约220 个样粪便细菌

基因组DNA。用1%琼脂糖胶检测后，又根据细菌基因

组完整性以及浓度等判断，约有180 个样本符合要求，

保存备用。最后选择不同生理状态：健康（1男2女）、

便秘（3女）、腹泻（2男4女）以及服用不同微生态制

剂：对照组（Ctro，1男2女共3 人均为健康者）、水苏

糖组（Sta，1男2女共3 人均为腹泻者）、益生菌纯粉组

（PP，2女为便秘者，1女为腹泻者，共3 人）、益生菌

剂组（PPrs，1男1女为腹泻者，1女为便秘者，共3 人）

的12 个人共104 个样本进行高通量测序。

1.3.2 粪便中微生物总DNA的提取

迅速称量从－20 ℃冰箱取出的粪便样本0.2 g，利

用QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit提取粪便中微生物的

总DNA，提取方法在试剂说明书的基础上做了改良。

用Biowave紫外-可见分光光度计进行核酸质量检测，在

260 nm和280 nm波长处分别测定吸光度，并用1%的琼脂

糖凝胶电泳检测DNA的质量。

1.3.3 肠道菌群16S rRNA V3区的PCR扩增

利用细菌通用引物扩增16S rRNA V3区片段，上

游引物F：5’-ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’
和下游引物R：5 ’ -TTA CCG CGG CTG CTG GCA 
C-3’。PCR反应体系（50 μL）：5 μL 10×buffer（含

20 mmol/L MgSO4）、1 μL 10 mmol/L的dNTP（dNTP
终浓度为0.2 mmol/L），上、下游引物（10 μmol/L）
各0.5 μL，10～25 ng肠道细菌基因组DNA，最后加入

0.2 μL Pfu DNA聚合酶（2.5 U/μL），加无菌水至50 μL。
为避免非特异性扩增采用降落PCR的方法进行扩增，

反应程序为：95 ℃ 3 min，95 ℃ 1 min，70 ℃ 30 s，

开始每个循环降0.5 ℃，72 ℃ 1 min，共15 个循环；

95 ℃ 1 min，62 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，共10 个循环，

72 ℃ 1 min，最后72 ℃ 10 min。PCR产物用3%的琼脂糖

凝胶电泳检测并用MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction 
Kit回收纯化，纯化后的扩增产物用Qubit® dsDNA HS 
Assay Kit进行PCR产物的定量分析。

1.3.4 Ion torrent PGM测序

首先，用Ion Plus Fragment Library Kit和Ion Xpress™ 
Barcode Adapters Kit进行测序文库的构建。然后，进行

测序模板的制备，Ion One Touch™ ES模板富集系统自动

对携带有测序模板的Ion Sphere™ Particles进行富集。最

后，在Ion torrent PGM测序平台上进行上机测序。

1.3.5 测序数据生物信息学和多变量统计学分析

首先，用FastQC软件将原始数据进行质控，并利

用NGStool kits过滤掉低质量序列。将质控得到的高质

量序列根据样本Barcode和引物进行数据的正、反方向

分选，进入微生物生态学定量研究（quantitative insights 

into microbial ecology，QIIME）[22]后再次质控并去除嵌

合体，利用usearch方法在97%的相似水平下划分分类操

作单元（operational taxonomic units，OTUs）；选取每

个OTU中丰度最高的序列为代表序列，再参照样本的信

息，生成以序列数代表的每个样本中每个OTU丰度的

OTU Table。然后，依据OTU Table数据进行每个文库多

样性分析，并利用R（版本3.1.3）软件绘制观测物种指

数、Shannon多样性指数、Ace指数以及反映样本文库库

容的Good’s coverage指数等。同样，以OTU Table为基

础进行物种分类地位的确定，生成系统发育树，样本中

各水平相对丰度划分并生成堆积图。最后，为了减少因

某些样本中含有丰度极高的OTU而造成的样本间距离

分布异常和测序时带来的偏差，研究中对所有样本中的

OTUs丰度进行转化，转换后的数据即样本中各进化水

平相对丰度百分比用R（版本3.1.3）绘制后续的丰度分

布热图、堆积图并进行加权和非加权UniFrac距离矩阵

的PCoA分析。

1.3.6 气相色谱分析粪便SCFAs
取粪样均质液2 mL，在12 000 r/min离心2 min后，

取上清液1 mL，加入体积分数50%硫酸溶液200 μL振
荡混匀15 s；再加入乙醚1 mL，再次涡旋振荡15 s，静

置2 min进行萃取；室温下12 000×g离心5 min，转移上

层有机相过滤膜，至一次性样品瓶中进行气相色谱分

析。研究利用6890N气相色谱仪进行检测，配备极性的 

HP-FFAP色谱柱（30 m×0.25 mm，0.25 μm）以及氢火焰

离子化检测器（flame ionization ditector，FID）检测器。

检测的SCFAs标准品包括乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、

戊酸和异戊酸共6 种。升温程序：初始柱温为140 ℃，

持续10 min，以5 ℃ /min的速率升温至165 ℃，再以 

25  ℃ /m in升至270  ℃，持续2  min。检测器温度为

280 ℃，进样口温度为250 ℃。SCFAs保留出峰先后顺序

为：乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、戊酸。

2 结果与分析

2.1 肠道菌群16S rRNA V3区测序文库的检测

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Marker

500 bp

300 bp

200 bp

V3
Barcode 260 bp

V3 180 bp

泳道1～12.分别代表12 个受试人员。

图 1 肠道菌群16S rRNA V3区PCR扩增产物

Fig. 1 PCR fingerprints of the V3 region of the 16S rRNA of  

gut bacteria
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图1为肠道菌群16S rRNA V3区PCR扩增产物建库后

加上接头和Barcode的3%琼脂糖凝胶电泳图。最终获得

的V3区测序文库大小集中在260 bp左右，完全符合细菌 

16S rRNA基因V3区平均长度为180 bp的要求，即测序长

度可以覆盖V3区全长。

2.2 服用微生态制剂后肠道微生物α多样性的分析

2.2.1 多样性指数分析
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a.观测物种指数；b. Shannon多样性指数；c. Good’s coverage指数。

图 2 样本测序分析

Fig. 2 Sequencing analysis of all samples

从图2中反映样本物种测序深度的观测物种指数、反

映微生物多样性和均匀度的Shannon多样性指数以及反映

测序覆盖率的Good’s coverage指数可以看出，各组样本的

OTU数目随着测序深度的增加基本达到饱和，具有很高

的测序覆盖率，说明当前测序深度足以发现各样本生境

中的大部分物种，这与2.1节的结果一致。

2.2.2 微生态制剂干预下的肠道菌群多样性的变化

为研究微生态制剂对受试人群肠道微生物多样性的

影响，从各样本肠道菌群的丰富度和均匀度的层面研究

肠道微生物的多样性。首先通过反映样本物种丰富度的

Ace指数来研究几组受试人群之间菌群多样性的差异，其

次通过反映微生物多样性和均匀度的Shannon多样性指数

来研究几组样本的多样性和均匀度的差异，发现微生态

制剂对肠道微生物α多样性造成了一定程度的影响，结果

如图3所示。
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a. Ace指数；b.测序量为3.001×104 条时的Shannon多样性指数。

图 3 微生态制剂对肠道微生物α多样性指数的影响

Fig. 3 Effect of microecologics on α diversity index of gut microbiota

图3a表示服用不同微生态制剂后志愿受试人群肠道

菌群的Ace指数的变化，Ace指数反映了各组受试人群肠

道菌群的物种丰富度，从中可看出3 种微生态制剂对肠

道菌群的影响具有一定差异，其中，Sta和PP组受试人群

肠道菌群丰度远不及PPrs组，说明PPrs对肠道菌群的多样

性调节作用更明显。图3b结果表明PPrs组受试人群服用

第1周后，肠道菌群的生物群落结构多样性明显好转，随

着服用时间的延长，逐渐与Ctro组接近，而且在停止服

用后，肠道生物群落结构多样性也没有大幅度降低，说明

PPrs对调节肠道菌群结构具有良好的作用。与PPrs不同的

是，服用PP的受试人群的肠道菌群的生物群落结构多样性

在第1周没有明显好转，随着服用时间的延长，向Ctro组接

近，并且停止服用后，肠道菌群的生物群落结构多样性恢

复了原有状态。而Sta组受试人群肠道菌群的群落结构多样

性明显低于其他组，但在服用Sta期间，肠道菌群的生物群

落结构多样性有升高的趋势，而且在停止服用Sta后，肠道

菌群的生物群落结构多样性较服用前有所升高，说明Sta也
具有调整肠道菌群结构的作用。总体而言，PPrs的干预效

果较其他两种制剂好，这也与图3a结果一致。

2.3 微生态制剂对肠道菌群整体结构的影响

2.3.1 肠道菌群结构分析

根据各变量之间的进化距离和丰度信息，基于加权

UniFrac选取不同微生态制剂干预下的各组受试人群肠道

菌群在属水平上的相对丰度的差异做PCoA分析，并根据

分组的信息得到图4。



160  2018, Vol.39, No.05             食品科学	 ※营养卫生

1

a

0

1

2

3

4 2 0 2 4
PC1 64.68%

PC
2

9.
89

%

Sta
PPrsCtro

PP

1

b

0

1

2

3

4 2 0 2 4
PC1 64.68%

PC
2

9.
89

%

PP
Ctro
PPrs
Sta

1 2

图中点代表测序样本。a.根据服用不同微生态制剂的关

系进行连接；b.根据样本中相对丰度的距离自然聚类。

图 4 基于加权UniFrac PcoA分析

Fig. 4 UniFrac weighted PcoA analysis  

图4a中根据服用不同微生态制剂的关系进行连接，

发现服用微生态制剂组样本与Ctro组有交叠的趋势，各

组样本并不能完全分开，说明相比较其他因素，微生态

制剂对肠道菌群结构的调节作用更为明显。在图4b中，

根据样本中相对丰度的距离自然聚类为两簇，沿第一主

成分也是贡献率最大的主成分（64.68%）完全分离，

根据数据提示这与Prevotella和Bacteroides的相对丰度相

关。此外，从图4a中可看出，PP组样本在X轴上距离较

大，说明在PP干预下肠道菌群结构多样性变化较大；

PPrs组人群的肠道菌群结构逐渐向Ctro组靠近，提示PPrs
具有更强的改变肠道菌群失调的能力。

2.3.2 肠道菌群中不同分类水平相对丰度的分析

在QIIME中，通过Usearch在97%相似水平划分得到

1 619 个OTUs，所有OTUs被划分进化水平，结果如图5
所示。
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A. Sta组；B. PP组；C. PPrs组。图6同。

图 5 益生菌制剂对人群肠道菌群门水平上相对丰度的影响

Fig. 5 Effect of microecologics on relative abundance of dominant 

intestinal bacterial phyla in human

在 门 的 水 平 上 ， 主 要 有 放 线 菌 门

（Actinobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、硬壁

菌门（Firmicutes）、变形菌门（Proteobacteria）、梭杆

菌门（Fusobacteria）及蓝藻细菌门（Cyanobacteria），

其中绝大多数序列属于Bacteroidetes和Firmicutes，约占

总序列数的94.37%。Sta组的肠道菌群结构中Firmicutes
相对丰度有一定的增长，由14 .08%升至22 .4%，而

Bacteroidetes和Proteobacteria相对丰度下降明显。PP组
便秘人群的肠道菌群结构中Bacteroidetes相对丰度明显

增加，而Firmicute、Proteobacterias和Actinobacteria都
相应减少；而腹泻人群的Bacteroidetes相对丰度明显减

少，只有Firmicutes明显增加。PPrs组腹泻人群在干预

期间肠道菌群结构中除Firmicutes有较明显的减少外，

Actinobacteria、Bacteroidetes和Proteobacterias都相应有

所增长；而便秘组除Bacteroidetes外，Actinobacteria、
Proteobacterias和Firmicutes都有明显有增长。

另外，通过Usearch在97%相似水平划分得到OTUs被
划为科和属的水平共114 个，结果如图6所示。
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图 6 微生态制剂对人群肠道菌群科和属水平上相对丰度的影响

Fig. 6 Effect of microecologics on relative abundance of intestinal 

bacterial genera

从整体结构中可以看出不同受试人群肠道菌群结

构中科和属水平的差异较明显，服用微生态制剂后，

属的相对丰度明显增加。健康受试人群的肠道菌群以

Bacteroidales为核心菌属，而便秘和腹泻受试人群则以

Bacteroidales、Prevotellaceae和Ruminococcaceae为主。

就腹泻受试人群的肠道菌群而言，服用Sta和PPrs后，

Bacteroidales和Prevotellaceae占相当大的比例，而服用

PP后的Bacteroidales所占比重较大。便秘受试人群的

肠道中以Prevotellaceae和Ruminococcaceae为主，服用

PP后Bacteroidales的相对丰度降低，而服用PPrs的受试

人群肠道菌群中这3 种菌属似乎处于一个相对平衡的

状态，这需要进一步去挖掘；此外，Bifidobacterium、

Lactobacillus、Parabacteroides这些常见的外源性益生菌

均在受试者肠道菌群有增长迹象。
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为了更好地体现微生态制剂作用下的肠道菌群相对

丰度的分布，在属水平做了菌属丰度的分布热图，并进

行了聚类，结果如图7所示。对比Sta组、PP组和PPrs组

受试人群的肠道菌群，肠道中与产SCFAs相关的菌属都

属于相对丰度较高的菌属，多属于Ruminococcaceae、

Lachnospiraceae、Lactobacillaceae、Clostridiaceae、

Bacteroidetes、Prevotellaceae、Enterobacteriaceae、

Desulfovibrionaceae和Rikenellaceae。此外，PPrs中的

Bifidobacteriaceae、Lactobacillus和Parabacteroides有益菌

虽然占有的丰度不高，但是在服用微生态制剂后明显有

增长的趋势，这与2.3.1节得出的结果一致。在受试人群

的肠道菌群中Citrobacter等可能性致病菌被检测出，随着

服用微生态制剂时间的延长，其相对丰度降低。为进一

步得到更多的信息，还需从中选择差异显著的菌群进行

具体分析。

2.4 肠道菌群结构中差异显著的关键菌属鉴定

2.4.1 肠型分析

Wu等[23]按照肠道菌群的种类和丰度对样本进行肠型

的归类，Prevotella和Bacteroides在健康成年人群的肠道

菌群结构中占主导地位，与其他细菌一同为人体提供营

养并维持肠道的正常生理，参与体内的拮抗反应，调节

细菌毒素的产生，增强宿主固有的免疫反应。

结合肠型分析（图 8）：在干预前，健康人群

肠道菌群内的Bactero ides相对丰度较高且稳定，便

秘和腹泻人群肠道菌群中Bactero ides的相对丰度比

Prevotella高。经过服用微生态制剂后，Sta组和PPrs

组腹泻人群中的Bactero ides随时间呈下降趋势，相

对丰度由高于50%降到低于20%，相应的Prevotel la

随时间呈上升趋势，肠型由B a c t e ro i d e s型转换到

Prevotella型；而便秘人群的Prevotella和Bacteroides

的相对丰度会随着服用微生态制剂有所改变，变化比

例没有使肠型改变。
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图 7 肠道菌群丰度分布热图

Fig. 7 Heat map of relative abundance of gut microbiota
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图序下标：1. Sta组；2. PP组；3. PPrs组。

图 8 微生态制剂对肠道中Bacteroides（a）和Prevotella （b） 

相对丰度的影响

Fig. 8 Effect of probiotics on relative abundance of Bacteroides (a) and 

Prevotella (b) in the intestine

2.4.2 关键菌属鉴定

根据肠道微生物整体结构的分析发现，微生态制

剂干预前后的肠道微生物具有一定程度的差异，进一

步在属水平数据上进行 t检验显著性差异，发现服用

S t a组受试人群的肠道结构有3 0  个属显著变化，P P

组受试人群的肠道结构有41 个属显著变化，PPrs组
受试人群的肠道结构约有68 个属显著变化，又通过

线性判别分析的LEfSe差异分析算法实现降维评估差

异物种的影响，结果如图9所示。总体而言，PPrs对
肠道结构影响较明显。Sta组、PP组和PPrs组3 组受

试人群的肠道菌群与产SCFAs相关的科、属都有明显

增长，相较其他两种制剂，PP组受试人群产SCFAs相
关菌属的相对丰度增长明显，尤其是Lachnospiraceae

中的Blautia、Lachnospira以及Ruminococcaceae中
的Faecalibacterium、Oscillospir等，其中Blautia和
Faecalibacterium与SCFAs含量呈显著正相关。

此外，我们应用环境因素对数据进行约束，采用冗

余分析（redundancy analysis，RDA）的方法，以健康、

便秘与腹泻分组作为起约束作用的解释变量，用于预

测和解释全部肠道菌属的相对丰度数据组成的响应变

量，结果如图10所示，相对丰度数据中约有14%的变

异度能够被健康、便秘与腹泻环境变量所解释，能够

代表便秘和腹泻与健康人群肠道菌群结构差异显著相

关的关键菌。

在RDA排序图中可以看到，位于3 种状态下的菌均

有显著不同，腹泻状态下的肠道菌群多样性要明显低于

便秘和健康状态。其中健康状态丰度较高的菌属多属

于Lachnospiraceae、Veillonellaceae、Streptococcaceae、
Erys ipe lo t r i chaceae等产SCFAs细菌。腹泻状态下

Megamonas的丰度较明显，可能属于腹泻的关键菌，有

待进一步探究。便秘状态下肠道菌群处于较复杂的状态，

其中Ruminococcaceae、Rikenellaceae、S24-7、Clostridiales、
Prevotella以及Lachnospiraceae、Veillonellaceae、
Erysipelotrichaceae等产SCFAs菌数量较多。
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本中进化分支图，每个OTU代表一个菌，图中均以具体的菌展示。

图 9 肠道菌群中关键菌属的变化

Fig. 9 Changes in key bacterial genera in the intestinal flora
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图 10 冗余分析图

Fig. 10 Biplot of redundancy analysis

2.5 微生态制剂对粪便中SCFAs表达水平的影响

为对肠道菌群特异性菌属及其代谢产物进一步分

析，用气相色谱法检测粪便样本中SCFAs的含量，从表1

可看出，在测定范围内各样本均具有较好的线性关系，

相关系数均达到0.998以上。

表 1 SCFAs的回归方程及相关系数

Table 1 Regression equations with correlation coefficients for SCFAs

SCFAs标准品 回归方程 相关系数（R2）

乙酸 y＝3 892x－662 R2＝0.998 7

丙酸 y＝4 398x－1 096 R2＝0.999 1

异丁酸 y＝5 629x－1 217 R2＝0.998 7

丁酸 y＝6 317x－7 507 R2＝0.998 7

戊酸 y＝6 881x－1 581 R2＝0.999 6

异戊酸 y＝5 426x－1 205 R2＝0.998 6
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a.粪便中乙酸含量；b.粪便中丙酸含量；c.粪便中丁酸含量。*.与
相应的干预前相比有显著性差异（P＜0.05）；**.与相应的干预

前相比有极显著性差异（P＜0.01）；△.与Ctro组相比有显著性差

异（P＜0.05）；△△.与Ctro组相比有极显著性差异（P＜0.01）。

图 11 服用微生态制剂后对粪便中SCFAs含量的影响

Fig. 11 Effect of microecologics on SCFAs in feces

肠道菌群微生态制剂干预后，粪便中检测的SCFAs
多为乙酸、丁酸和丙酸，这些SCFAs都能在短时间内被

结肠细胞吸收。在Sta组、PP组和PPrs组受试人群的肠道

菌群中，与产SCFAs相关的菌属都有明显的增长，其中

PP组中产SCFAs相关菌属的相对丰度要比其他两组增长

明显。

如图11所示，与Ctro组相比，服用不同微生态制剂

后，SCFAs含量存在显著性差异。服用Sta后，丙酸含量

显著增加，乙酸与丁酸也在2 周左右有所增加，随着服用

时间延长尤其是停止服用后，SCFAs的含量基本有所增

加。腹泻人群肠道菌群结构单一，服用PPrs后肠道菌群

多样性增高。受试人群在服用PP期间，不论是便秘还是

腹泻状态，只有乙酸的含量增加，丙酸和丁酸甚至呈现

降低的现象。尤其腹泻人群在停止服用后SCFAs含量有

着显著差异。服用PP的受试人群肠道中Veillonellaceae、
Ruminococcaceae、Lachnospiraceae都增长较快，可能与

服用的微生态制剂内包含的菌种有关。受试人群在服用

PPrs后，乙酸和丁酸含量都在明显增加，而且停止服用

后，SCFAs的含量与正常对照组也没有显著差异。

3 讨 论

近年来，很多研究表明肠道菌群与宿主的健康状况

息息相关，密切影响着宿主的营养吸收、物质代谢、免疫

以及胃肠道发育等各个方面，宿主自身的基因型、年龄和

免疫系统等因素在肠道菌群结构的形成和稳定中起到了重

要作用[24]。微生态制剂作为一种无毒、无污染的环保产品

对维持肠道菌群与宿主稳态方面起着重要的作用。

本研究中，服用3 种微生态制剂前后肠道菌群的多

样性及丰度都有着不同程度的变化，并且，服用微生

态制剂组与对照组有交叠的趋势，疾病状态下的受试
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人群肠道菌群结构在微生态制剂的调节下都不同程度

地朝着健康状态发展，说明微生态制剂具有调节肠道

菌群结构的作用，这与张家超等[25]的研究结论一致。在

门的水平上，测得主要有放线菌门（Actinobacteria）、

拟杆菌门（Bacteroidetes）、硬壁菌门（Firmicutes）、

变形菌门（Proteobacteria）、梭杆菌门（Fusobacteria）
及蓝藻细菌门（Cyanobacteria），其中绝大多数序列属

于Bacteroidetes和Firmicutes，约占总序列数的94.37%，

这与前人的研究结果[26]相似，它们对机体健康起着关键

作用。3 种微生态制剂中，服用Sta的受试人群肠道菌

群丰度依然较低，但是较干预前还是有一定的积极调控

作用，在Sta的作用下Firmicutes增加，这可能与腹泻状

态人群本身菌群多样性少有关；PP的作用效果具有时

效性，对肠道菌群中Bacteroidetes和Firmicutes有明显影

响，减少了便秘人群肠道中Firmicute、Proteobacterias和
Actinobacteria，并使Bacteroidetes相对丰度明显增加，

而只增加了腹泻人群肠道中的Firmicutes，这些现象只

发生在服用期间，停止服用后又恢复了原有状态；PPrs
作用效果最好，不仅仅具有时效性，而且在停止服用

后肠道菌群不会恢复到原有的疾病状态，腹泻组除了

Firmicutes有比较明显的减少外，相应Actinobacteria、
Bacteroidetes和Proteobacterias都有明显的增长；而便秘

组除Bacteroidetes外，Actinobacteria、Proteobacterias和
Firmicutes有明显的增长。说明复合制剂的作用效果优

于单一制剂，这与曲巍等[27]得出的结论一致，摄入适量

的复合微生态制剂对调节肠道菌群的平衡具有一定的帮

助，相应菌门的消长与微生态制剂的成分有很大关系，

并且，肠道菌群的多样性还与受试人群的健康状态有

关，比如，便秘人群较腹泻人群的多样性要高。

另外，在属水平上，本研究划分所得的114 个属中

有近30 个菌属丰度总和达到肠道菌群的90%以上。不

同受试人群肠道内核心菌属呈现较大的差异性，主要

分为Bacteroides和Prevotella两种肠型，这与Arumugam
等 [28]划分结果一致，也就是说，3 种微生态制剂对于

核心菌属的改变几乎无影响，说明相较于短期的微生

态制剂干预，长期固定的膳食结构对肠道菌群结构的

形成及稳定有着深远的影响。此外，在微生态制剂

干预下，Lachnospiraceae中的Blautia、Lachnospira以
及Ruminococcaceae中Faecalibacterium、Oscillospir等
与产SCFAs相关的菌属都有明显的增长，其中Blautia
和Faecalibacterium与SCFAs含量呈显著正相关，并

且PP组产SCFAs相关菌属的相对丰度最高，而PPrs
组中Bifidobacterium、Lactobacillus、Butyricimonas、
Parabacteroides这些常见的外源性益生菌都有明显的增

长，并且，随着服用微生态制剂时间的延长，可能性致

病菌相对丰度降低，提示微生态制剂中的益生菌在促进

产SCFAs相关菌增加并升高SCFAs含量的同时，也能抑制

有害菌的增长，这与益生菌的生理功能[29]密不可分，这

也是微生态制剂有益于人体肠道健康，特别是对肠道炎

症以及结直肠癌均具有治疗作用[30]的重要原因。

多项研究表明，SCFAs主要包括乙酸、丙酸、丁

酸，并且，结肠厌氧菌发酵小肠未消化吸收的碳水化合

物产生乙酸，丙酸为拟杆菌门发酵的主要产物，丁酸主

要由厚壁菌门代谢产生[31-33]，肠道中产SCFAs的相关菌

属及其代谢产生的SCFAs对宿主肠屏障功能的维护有重

要作用[17]。本研究中，服用不同微生态制剂后，粪便中

SCFAs含量存在显著性差异，这与个体及采集样本时构

成的差异等因素相关。由于Sta在体内能完整地进入结肠

而不会被人体消化酶水解，可作为双歧因子被双歧杆菌

利用后产生大量的SCFAs，服用Sta后，丙酸、乙酸与丁

酸这3 种SCFAs的含量较干预前都有所增加，这与赵杰

等[34]得出的结论相似，即Sta给肠道菌群提供发酵底物，

产SCFAs的菌种能快速而且大量增长，也不会随着外源

性微生态制剂的消失快速死亡。服用PPrs的腹泻人群从

服用到终止以后的一段时间，乙酸和丁酸含量都明显增

加，SCFAs的含量与正常对照组没有显著差异；服用PP
的人群，不论是便秘还是腹泻的状态，只有乙酸的含量

有所增加，丙酸和丁酸甚至呈现降低的现象，尤其腹泻

人群在停止服用后SCFAs含量有显著差异。此外，服用

PP的受试人群肠道中Veillonellaceae、Ruminococcaceae、
Lachnospiraceae都增长较快，该结果可能与服用的微生态

制剂的组成成分有关，微生态制剂的4 种益生菌均有构

成生物屏障、降低胆固醇并产生有益代谢产物的作用，

如此看来，如果摄入PP，肠道菌群中关键菌属会快速增

长，但是代谢产物含量不会太高。

4 结 论

本研究以受试人群健康状况作为选择的依据，探讨

了不同微生态制剂干预后，受试人群肠道菌群结构的变

化与产SCFAs相关菌属的相关性，应用Ion torrent PGM二

代测序技术和多变量统计学分析方法，获得的结论与近

些年来国内外研究成果具有一致性。研究显示受试人群

尤其PP组和PPrs组中肠道菌群结构多样性随干预时间的

延长而有明显增加，主要表现为Bacteroidetes和Firmicutes
多样性显著增加，提示食用微生态制剂会改善肠道菌群

结构的多样性，也提示肠道中相应菌属的消长均与微生

态制剂的成分有关，即PPrs比PP和Sta的作用效果和调节

能力更突出。研究还表明，微生态制剂干预后促进了肠

道内产SCFAs菌属增长，提高了外源性益生菌的丰度和

抑制了条件致病菌的增长。总之，肠道疾病状态下的人

群服用微生态制剂后，具有向健康人群的肠道菌群结构
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调整的趋势，菌群多样性和SCFAs表达水平提高，有利

于肠道菌群结构的稳态和健康。因此本研究结论为：微

生态制剂有改变腹泻、便秘人群肠道菌群整体结构的功

效，证明了与产SCFAs菌属的丰度提高有关，进一步明

确了利用微生态制剂调节和恢复便秘、腹泻人群肠道健

康的科学价值。
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