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体外发酵荔枝皮多酚对多酚抗氧化能力和
肠道菌群的影响
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摘要!荔枝皮多酚经人肠道菌群体外发酵!分别在发酵
#

!

$

!

'

!

!%

!

%$

!

$'/

测定总酚含量"抗氧化活性!并采用高通
量测序分析该过程中肠道菌群结构的变化#结果表明%

在
#

%

$'/

发酵过程中!荔枝皮多酚含量显著降低!抗氧
化活性呈下降趋势#

$'/

时!其总酚含量"

9YV;

和
VE<Q

抗氧化性分别降低为
#/

的
(&8#"N

(

;

#

#8#M

)!

&%8!&N

!

&O8M'N

#随着发酵时间的延长!肠道菌群在科"

属"种水平丰度呈增加趋势#

$'/

时!梭杆菌属和脱硫弧
菌属分别增加至

#/

的
!O8M'

!

!#8&M

倍!拟杆菌属和梭菌
属分别降低至发酵前的

M(8!"N

!

%#8'(N

#肠球菌属与考
拉杆菌属呈协同关系!脱硫弧菌属与双歧杆菌属呈竞争
关系#研究结果表明!荔枝皮多酚可以改变肠道菌群结
构!肠道菌群可能在荔枝皮多酚生物活性作用过程中发
挥着重要的作用#

关键词!荔枝皮$多酚$体外厌氧发酵$肠道菌群$高通量
测序
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荔枝!

L*/=B*=B*+'+.*.Q?118

#为亚热带无患子科荔枝
属植物%主产于中国%以海南,广西,广东,福建和台湾等
地栽培最多*

!

+

&荔枝的收获时间集中%除鲜食外%通常加
工成荔枝干,果醋,罐头,果酒等&在加工过程中%荔枝果

&$!

9::TUGVILWX)YZ

第
O"

卷第
$

期总第
%%%

期
"

%#%#

年
$

月
"



皮一般被当作加工废物丢弃&有文献*

%

+显示%荔枝果皮
的重量大约是其鲜果重量的

!MN

%含有丰富的多酚类物
质%具有抗氧化,降血脂,改善心脑血管疾病等活性&但
研究*

O

+显示%多酚的生物利用率极低%超过
&MN

的膳食多
酚不能被小肠吸收%而通过结肠微生物代谢&

人体肠道内大约存在
!#

!$个,

!###

多种不同的细菌*

$

+

%

这些微生物在粪便中的数量高达
!#

!!

%

!#

!%

I9b

'

2

*

M

+

&肠
道菌群被称作人体的.第二大脑/与宿主共同进化%其群
类结构及多样性为宿主提供了多种功能%如消化复杂的
膳食残渣,产生营养物质,抵御病原体和调节免疫功
能*

"

+

&研究*

(

+显示%肠道菌群在膳食功能因子的生物可
及性和功效发挥过程中起着重要的作用&肠道菌群与
膳食功效因子的互作关系受到越来越多研究者的关
注*

'

+

&已有研究*

&

+表明不同的多酚体外发酵对肠道菌
群的影响不同%而关于荔枝皮多酚对肠道菌群的影响还
未见报道&

试验拟通过离体人肠道菌群代谢荔枝皮多酚%采用
高通量测序分析肠道菌群在代谢过程中菌群结构的变
化%检测荔枝皮多酚在体外发酵过程多酚含量和抗氧化
活性的变化%以期为荔枝果皮多酚的功效作用和开发利
用提供科学依据&

!

!

材料与方法

!8!

!

材料与仪器
!8!8!

!

材料与试剂
荔枝"淮枝%广东广州某荔枝生产基地-

厌氧培养基"广州健阳生物技术有限公司-

乙醇"分析纯%国药集团化学试剂有限公司-

%

%

%

2

*

联氮双!

O*

乙基苯并噻唑啉
*"*

磺酸#二铵盐
!

VE<Q

#,铁离子还原抗氧化剂!

9YV;

#"美国
Q-

2

+,*

V.A@-6/

公司&

!8!8%

!

主要仪器设备
厌氧培养箱"

ZhZ*!

型%上海跃进医疗器械有限
公司-

多功能酶标仪"

G0.=-7J,1 GJO

型%美国
</4@+?

9-7/4@

公司-

;IY

仪"

[414V+

B

;IYQ

5

7=4+&(##

型%美国爱普
拜斯公司&

!8%

!

方法
!8%8!

!

荔枝皮多酚粗提物的制备
!

新鲜荔枝皮粉碎%按
料液比

!n!M

!

2

'

+P

#与
(#N

乙醇溶液混合%于
$#k

水
浴恒温浸提

O/

%

%##

目尼龙布过滤%残渣复提
!

次%抽
滤%

M#k

旋转蒸干后冷冻干燥!

S'#k

%

#8O$;,

%

$'/

#%

得荔枝皮多酚粗提物%经测定其总酚含量为!

!(8'Ml

!8'$

#

+

2

[V)

'

2

5

9K

&

!8%8%

!

人体粪便采集
!

选择
O#

名
%!

%

%M

岁的健康成人

!男
n

女
a!n!

#%无肠道病史%采样前两周内未使用过任
何药物&采集志愿者新鲜粪便%采样瓶

!/

内送到实验
室%液氮冷冻后置于

S'#k

冰箱中保存&

!8%8O

!

肠道菌群制备
!

参照文献*

!#

+并作改进%将采集
的粪便解冻%在无菌操作条件下%粪便与生理盐水按
!n$

!

2

'

+P

#比例混合均匀%蜗旋
%+-1

%用
$

层无菌纱布
过滤%滤液即为肠道菌液&按

!n&

的比例将肠道菌液加
入厌氧培养基中%混匀%液体石蜡液封后置于干燥器!含
厌氧产气包#中

O(k

培养
%$/

%得培养液%以
ON

比例进
行二次扩大培养&

!8%8$

!

荔枝皮多酚体外发酵
!

参照
Y

5

6@?>=

等*

!!

+的体外
发酵法并改进%

M8$+P

肠道菌悬液加入
#8"+P

#8O+

2

'

+P

荔枝皮多酚%混合均匀后%迅速吸取
!8#+P

加
入灭菌离心管%

O(k

厌氧培养&监测发酵不同时间点!

#

%

$

%

'

%

!%

%

%$

%

$'/

#多酚含量,抗氧化值和肠道菌群的变化&

!8%8M

!

总酚含量的测定
!

采用
9?.-1*I-?6,.=40

比
色法*

!%

+

&

!8%8"

!

抗氧化活性的测定
!

!

#

9YV;

抗氧化能力"参照文献*

!O

+%修改如下"

!M#+P

样品与
%'M# +P9YV;

工作液反应修改为
%'##

(

P9YV;

工作液中加入
%##

(

P

稀释至一定浓度
的样品&

!

%

#清除
VE<Q

\

5能力"参照文献*

!$

+&

!8%8(

!

菌群构成分析
!

样品中肠道微生物总
TXV

提取
以及高通量测序委托上海派森诺生物科技股份有限公司
进行&

!

!

#样本总
TXV

提取"采用肠道微生物
TXV

试剂
盒提取

TXV

&

!

%

#目标片段
;IY

扩增"对目标片段
!"Q@TXV]$

区域进行
;IY

扩增&以第一个引物中的
C,@6?A4

作为特
异引物扩增得到目标产物&

!

O

#扩增产物的纯化与定量"

!8%8(

!

%

#中
;IY

扩增的
产物经电泳检测后%切胶回收目标片段%采用荧光定量
;IY

扩增产物&

!

$

#文库构建与测序"使用美国
W..0+-1,

公司的试剂
盒制备测序文库&用

G-Q4

d

测序仪和使用
G-Q4

d

]O

试
剂盒对文库中的片段进行

%̀ O##C

B

的双端测序&

!8O

!

数据分析
!8O8!

!

理化指标分析
!

结果以
+4,1lQT

表示!

+a$

#&

采用
Q;QQ%%8#

软件%单因素分析方法!

VX:]V

#进行显
著性分析%

;

#

#8#M

有统计学意义&

[@,

B

/;,A;@-7+'8O

软件对数据进行图形化处理&

!8O8%

!

W..0+-1,G-Q4

d

平台测序数据分析
!

高通量测序的
原始数据进行质控,过滤,去嵌合体%得到的有效数据%进
行分类操作单元的划分以及系统发育学分析%菌群结构差
异及差异微生物种类采用

hWWG)

*

!M

+

,

b74,@6/

*

!"

+分析&

'$!

"

]?.8O"

$

X?8$

黄小霞等!体外发酵荔枝皮多酚对多酚抗氧化能力和肠道菌群的影响



%

!

结果与分析

%8!

!

总酚含量的变化
由图

!

可知%

#/

与
$'/

相比%对照组!灭活肠道菌
群#总酚含量无显著性变化%表明在无肠道菌群作用下%

荔枝皮多酚相对稳定&荔枝皮多酚在发酵过程中呈显著
下降趋势%代谢

$'/

后其总酚含量和
#/

相比降低了
%#8&$N

!

;

#

#8#M

#%说明荔枝皮多酚在肠道菌群作用下发
生了生物转化&

小写字母不同表示组内显著性差异!

;

#

#8#M

#

图
!

!

体外发酵过程中荔枝皮多酚含量的变化
9-

2

0@4!

!

T4

2

@,A,=-?160@F4?>.-=6/-

B

4@-6,@

BB

?.

5B

/41?.7

C

5

-1=47=-1,.+-6@?>.?@,

%8%

!

抗氧化活性的变化
%8%8!

!

9YV;

抗氧化活性
!

荔枝皮多酚体外发酵
$/

时%

其
9YV;

抗氧化值为
#/

的
!!!8M&N

!

;

(

#8#M

#%之后随
发酵时间延长%

9YV;

抗氧化活性呈降低趋势%发酵
%$/

和
$'/

时%

9YV;

抗氧化值分别为
#/

的
&%8&(N

和
&%8!&N

!

;

(

#8#M

#&

9YV;

抗氧化值的变化%可能是由不
同发酵时间点微生物转化生成的代谢产物种类和量不同
引起的&

%8%8%

!

VE<Q

\

5抗氧化活性
!

如图
O

所示%在
#

%

$'/

时
VE<Q

\

5抗氧化活性无显著差异&发酵
$

%

'

%

!%

%

%$

%

$'/

时%

VE<Q

\

5抗氧化值分别为
#/

的
!#%8M'N

%

!#M8"$N

%

!#O8&"N

%

&'8"#N

和
&O8M'N

!

;

(

#8#M

#&表明多酚被肠
道菌群生物转化成的产物仍然具有良好的抗氧化活性&

%8O

!

体外发酵荔枝皮多酚对肠道菌群的影响
%8O8!

!

肠道菌群基本分析
!

图
$

为各分类水平的主要类
群%从内到外依次为门,纲,目,科&从门的水平上%体外
培养肠道菌群样品中主要的类群依次为"厚壁菌门!

3*6(

;*=0/'.

#,变形菌门!

S61/'1R5=/'6*5

#,拟杆菌门!

?5=/'(

61*4'/'.

#%占其总含量的
&(8$(N

-从纲的水平上%主要的
类群依次为梭菌纲!

A91./6*4*5

#,变形菌纲!

%5;;5

:

61(

/'1R5=/'6*5

#,拟杆菌纲!

?5=/'61*4*5

#,芽孢杆菌纲!

?5=*99*

#,

&

*

变形菌纲!

7'9/5

:

61/'1R5=/'6*5

#%占其总含量的
&M8"MN

-

小写字母不同表示组内显著性差异!

;

#

#8#M

#

图
%

!

体外发酵荔枝皮多酚
9YV;

抗氧化活性的变化
9-

2

0@4%

!

I/,1

2

47?>9YV;,1=-?H-A,1=,6=-F-=

5

?>P;;C4>?@4

,1A,>=4@-160C,=-?1D-=/-1=47=-1,.+-6@?C-?=,

图
O

!

体外发酵荔枝皮多酚
VE<Q

\

.抗氧化活性的变化
9-

2

0@4O

!

I/,1

2

47?>VE<Q

\

.

,1=-?H-A,1=,6=-F-=

5

?>P;;

C4>?@4,1A,>=4@-160C,=-?1D-=/-1=47=-1,.+-6@?C-?=,

从目的水平上%主要的类群依次为梭菌目
!

A91./6*4*59'.

#,肠杆菌目!

I+/'61R5=/'6*59'.

#,拟杆菌目
!

?5=/'61*459'.

#,乳杆菌目!

L5=/1R5=*9959'.

#,假单胞菌目
!

S.'041;1+5459'.

#,脱硫弧菌目!

7'.09

2

18*R6*1+59'.

#%

占其总含量的
&$8&&N

-从科的水平上%主要的类群依次

图
$

!

各分类水平的主要类群
9-

2

0@4$

!

</4+,-1

2

@?0

B

7,=4,6/6.,77->-6,=-?1.4F4.
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为肠杆菌科!

I+/'61R5=/'6*5='5'

#,拟杆菌科!

?5=/'61*(

45='5'

#,梭菌科!

A91./6*4*5='5'

#,韦荣氏菌科!

['*991+'9(

95='5'

#,肠球菌科!

I+/'61=1==5='5'

#,消化链球菌科
!

S'

:

/1./6'

:

/1=1==5='5'

#,链球菌科!

H/6'

:

/1=1==5='5'

#,莫
拉菌科!

<165C'995='5'

#,瘤胃球菌科!

>0;*+1=1==5='5'

#,

脱硫弧菌科!

7'.09

2

18*R6*1+5='5'

#,假单胞菌科!

S.'041(

;1+545='5'

#,毛螺菌科!

L5=B+1.

:

*65='5'

#%占其总含量
的

&#8'(N

&由鉴定结果可知%粪便样品分离制备肠道菌
群及体外厌氧发酵方法具有可行性&

%8O8%

!

对肠道菌群
"

多样性的影响
!

如表
!

所示%

%$

个
样品共获得

'"$#$#

条
!"Q@TXV

有效序列量%采用
hWWG

对有效序列以
&(N

的序列相似度进行归并和
:<b

的划分&结果显示%随着体外发酵时间的延长%香浓指数
有所升高%表明菌群的多样性提高&

表
!

!

发酵荔枝皮多酚过程中肠道菌群信息及
"

多样性
<,C.4!

!

Q,+

B

.4-1>?@+,=-?1,1A

"

A-F4@7-=

5

?>-1=47=-1,.

+-6@?C-?=,

&

+a$

'

发酵时间'
/

测序量
:<b

数 香浓指数
# O$('$l&(! %("lO( '8($l#8$!

$ O"('"l!%M# %"$l$! '8O&l#8$O

' O(#$!l!!&$ %M#l%" &8%#l#8!'

!% OM!'Ml"(( %""lO! &8%'l#8!'

%$ O$(&Ml%#(O %O(l%" &8O#l#8%'

$' O($!&l!%O# !('l%$ &8##l#8$#

%8O8O

!

对肠道菌类群的影响
!

图
M

为荔枝皮多酚代谢的
菌群

:b<

聚类分析&从图
M

中可以发现%门,纲,目水平
上的微生物类群数目随发酵时间的延长无明显变化%但
科,属,种水平上的微生物类群在

%$

%

$'/

呈增加趋势&

根据
P-

等*

!(

+的报道%荔枝皮多酚及其发酵产生的代谢产
物可能促进或抑制某些菌属的生长%从而引起肠道菌类
群的变化&
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图
M

!

不同发酵时间各分类水平的微生物类群的变化
9-

2

0@4M

!

</46/,1

2

47?>+-6@??@

2

,1-7+

2

@?0

B

10+C4@

-1A->>4@41=-160C,=-?1=-+4

%8O8$

!

对优势菌属及其相对丰度的影响
!

荔枝皮代谢过
程中优势菌属的热图!图

"

#分析结果显示%肠道菌群前三
优势菌属为肠球菌属!

I+/'61=1==0.

#,拟杆菌属!

?5=/'(

61*4'.

#和梭菌属!

A91./6*4*0;

#&其中肠球菌属!

I+/'61(

=1==0.

#的相对含量在整个代谢过程中呈增加趋势%

$'/

时增加至
#/

的
!8$(

倍%而拟杆菌属!

?5=/'61*4'.

#和梭
菌属!

A91./6*4*0;

#呈降低趋势&由图
(

的结果显示%其
相对含量在

$'/

分别降低至
#/

的
M(8!"N

和
%#8'(N

&

梭杆菌属!

30.1R5=/'6*0;

#和脱硫弧菌!

7'.09

2

18*R6*1

#的
相对含量较低%但在整个发酵过程中呈增加趋势%在

$'/

时%其相对丰度分别是
#/

的
!O8M'

倍和
!#8OM

倍!图
(

#&
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蓝色代表相对含量较低%颜色越深%相对丰度越低-红色代表相对
含量较高%颜色越深%相对丰度越高&

图
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优势属的相对丰度变化
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主要差异属的相对丰度变化
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黄小霞等!体外发酵荔枝皮多酚对多酚抗氧化能力和肠道菌群的影响



与相关报道比%试验肠道微生物的优势菌属与潘亚平
等*

!'

+的研究结果相近&拟杆菌属是人和动物体内大量存
在的正常菌群%报道*

!&

+显示拟杆菌属在炎症性肠病中具
有促炎作用%其降低能减少肠道炎症的发生%试验结果显
示%荔枝皮多酚能够降低拟杆菌属肠道中的相对丰度%提
示荔枝皮多酚的抗肠道炎症作用可能与其引起拟杆菌的
变化有关&梭杆菌属是肠道内主要的产丁酸菌%丁酸是
短链脂肪酸的一种%具有为肠上皮细胞提供能量,促进肠
黏膜修复%调节肠道免疫等作用*

%#

+

%其在荔枝皮多酚发酵
过程中逐渐富集%表明荔枝皮多酚可能被梭杆菌属酵解
生成短链脂肪酸丁酸%进一步发挥维护肠道健康的作用&

%8O8M

!

优势菌属的相互关系
!

菌群关联分析结果!图
'

#

显示%发酵荔枝皮的优势菌属存在相互协同或相互竞争
的关系&其中%肠球菌属!

I+/'61=1==0.

#,萨特氏菌属
!

H0//'6'995

#与考拉杆菌属!

SB5.=1956=/1R5=/'6*0;

#呈显
著的正相关%表现为协同关系&脱硫弧菌属!

7'.09

2

1(

8*R6*1

#,颤螺旋菌属!

G.=*991.

:

*65

#与双歧杆菌属
!

?*

2

*41R5=/'6*0;

#呈现竞争关系&微生物对多酚结构的
敏感性不同%不同的多酚需要不同的菌属单独或协同进
行生物转化%从而表现出菌属间竞争或协同关系&这种
结果提示%微生物间的相互关系也可能是引起菌群结构
变化的原因之一&

计算优势菌属之间的斯皮尔曼等级相关系数%在其中
@/?

(

#8"

且
;

#

#8#!

的优势菌属之间构建关联网络&红色线为正相关%黑
色线为负相关

图
'

!

优势属的相互关系
9-

2

0@4'

!

</4@4.,=-?17/-

B

C4=D441A?+-1,1=

2

4107

O

!

结论
荔枝皮多酚在肠道菌群发酵过程中总酚含量显著下

降%抗氧化活性在
#

%

$'/

呈现先增加后降低的趋势%可
能是因为不同发酵时间转化生成的代谢产物种类和量不
同%代谢产物具有一定的抗氧化活性&在

$'/

发酵过程
中%荔枝皮多酚能提高肠道菌群的

"

多样性&优势菌属
的相对丰度随发酵时长变化%其中%梭杆菌属和脱硫弧菌
属的相对丰度显著提高%拟杆菌属和梭菌属显著降低%肠
球菌属与考拉杆菌属表现为协同关系%脱硫弧菌属与双
歧杆菌属表现为竞争关系&荔枝皮多酚对肠道菌群的影
响与其他报道的植物多酚相比存在差异%可能与多酚单
体的组成不同有密切关系%后续试验将进一步考察多酚
单体在发酵过程中的生物转化产物生成和变化&
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