
※营养卫生	 食品科学	 2023, Vol.44, No.15   147

蓝靛果多酚对免疫抑制小鼠调节肠道 
微生态的作用机制

张龄予1，潘丽佳2，侯苏芯2，姜  姗2，杨  梅2，曹家桢3，徐晓红3,*，张  楠1,*
（1.长春中医药大学吉林省人参科学研究院，吉林 长春 130117；2.长春中医药大学药学院，吉林 长春 130117；

3.长春中医药大学针灸推拿学院，吉林 长春 130117）

摘  要：目的：探究蓝靛果多酚（Lonicera caerulea berry polyphenols，LCBP）对免疫抑制小鼠免疫活性和肠道

菌群的影响。方法：将32 只小鼠随机分为空白对照组、模型组、LCBP低剂量组、LCBP高剂量组，分别在17、

19、21 d腹腔注射环磷酰胺80 mg/（kg mb·d），考察小鼠免疫相关脏器指数、血常规生化指标、结肠苏木精-伊

红染色病理情况、肠道微生物多样性与分布、结肠内短链脂肪酸质量浓度的变化。结果：与模型组比较，LCBP

高剂量组小鼠的脾脏指数与胸腺指数极显著升高（P＜0.01）；白细胞、淋巴细胞、血小板水平较模型组显著升高 

（P＜0.05），红细胞、中性粒细胞水平较模型组极显著升高（P＜0.01）；LCBP提高了免疫抑制小鼠肠道内厚壁

菌门、ε-变形菌纲、变形菌门、狄氏副拟杆菌、放线菌门和蓝细菌门的相对丰度及短链脂肪酸质量浓度。结论：

LCBP具有增加免疫抑制小鼠肠道菌群种类、调节肠道菌群结构分布、减轻免疫抑制导致的肠道损伤、增强免疫功

能的作用。
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Mechanism of Action of Lonicera caerulea Berry Polyphenols in Regulating Intestinal Microecology in 
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Abstract: Objective: In order to explore the effects of Lonicera caerulea berry polyphenols (LCBP) on immunity and 

intestinal flora in immunosuppressive mice. Methods: Thirty-two mice were randomly divided into a blank control group, 

a model group, a low-dose LCBP group and a high-dose LCBP group. Cyclophosphamide at 80 mg/(kg mb·d) was injected 

intraperitoneally after 17, 19 and 21 d of oral administration. Immune organ indices, routine blood biochemical indexes, 

intestinal microbial diversity and distribution, and the level of short chain fatty acids in colonic contents were investigated 

and colonic histopathology was examined by hematoxylin-eosin (HE) staining. Results: Compared with the model group, 

spleen and thymus indexes in the high-dose LCBP group significantly increased (P < 0.01). Also, the number of white blood 

cells, lymphocytes and platelets increased (P < 0.05), and so did the number of red blood cells and neutrophils (P < 0.01). 

LCBP increased the relative abundance of Firmicutes, Epsilonbacteraeota, Proteobacteria, Patescibacteria, Actinobacteria 

and Cyanobacteria in the intestinal tract of immunosuppressive mice and the concentrations of fecal short-chain fatty acids 
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(SCFAs). Conclusion: LCBP can increase the type of intestinal flora, regulate the structural distribution of intestinal flora, 

alleviate intestinal injury and enhance immune function in immunosuppressive mice.
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肠道微生态系统是人体中重要的微生态系统，具有

种类多样、数量巨大的微生物群落，其生物多样性和群

落分布结构与宿主的饮食习惯、身体发育、免疫调节状

态等方面相互影响。随着对肠道微生物环境研究的不断

深入，发现其与人体多种免疫性疾病密切关联[1]。许多

代谢产物通过肠道菌群的多种代谢作用产生，包括脂多

糖、胆汁酸、色氨酸及其衍生物以及短链脂肪酸（short-

chain fatty acid，SCFAs）。这些代谢产物作用于免疫应

答，促进或者抑制宿主的免疫功能。肠道菌群与宿主的

免疫功能之间具有较复杂的关联机制，在免疫功能的调

节中肠道菌群及其代谢产物发挥着重要作用[2-3]。但肠道

微生物与宿主的免疫调节相互作用机制尚需要进一步的

确认与深入探究。

蓝靛果（Lonicera caerulea L. var. edulis Turcz. ex 

Herd.）是一种忍冬科忍冬属蓝果忍冬的变种植物，又

名蓝靛果忍冬、黑瞎子果、山茄子果等。蓝靛果多酚 

（L. caerulea berry polyphenols，LCBP）是蓝靛果中一

类重要的活性成分，包括花青素类和花色苷类、酚酸

类、黄酮-3-醇类、黄酮醇类、黄酮类化合物等[4]。研究

显示，蓝靛果具有保护心脏神经、抗菌、抗炎等多种药

理活性 [5]，LCBP被认为是这些生物活性的主要有效成 

分[6-8]。目前吉林省蓝靛果的种植面积广、产量高，蓝靛

果产业的发展对蓝靛果的综合利用水平与作用机制的深

入研究提出了更高的要求。

本研究采用环磷酰胺（cyclophosphamide，CTX）诱

导构建小鼠免疫抑制病理模型，基于PacBio Sequel第三

代微生物16S rRNA高通量测序平台检测LCBP干预后模

型小鼠结肠内微生物菌群结构变化，结合血液中免疫细

胞指标、结肠病理组织学观察与气相色谱-质谱联用（gas 

chromatography-mass spectrometry，GC-MS）测定肠道内

SCFAs含量，探讨LCBP对免疫抑制模型小鼠的免疫功能

调节与肠道菌群分布的影响。本研究基于以往对于LCBP的

免疫调节功效研究，加入了肠道菌群调节功效考察指标， 

将肠道微环境调节与免疫功能调节相结合进行关联研

究，以期推进蓝靛果深加工产业的科学化发展，延长蓝

靛果产业链，进而促进吉林省的生态环境高水平保护和

区域经济高质量发展。

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂

8 周龄体质量20 g左右的清洁级雄性ICR小鼠由长

春市亿斯实验动物技术有限责任公司提供（生产许可证

号：SCXK（吉）-2020-0002），饲养和实验过程均严格

按照实验动物饲养规程操作。

蓝靛果由吉林良好兴峰农业科技有限公司赠送。

注射用CTX  江苏恒瑞医药股份有限公司；SCFAs

标准品（乙酸、丙酸、正丁酸、异丁酸、正戊酸、异 

戊酸）  上海麦克林生化科技有限公司；福林-酚试

剂、没食子酸标准品 上海源叶生物技术有限公司。

1.2 仪器与设备

N1300旋转蒸发仪  上海爱朗仪器有限公司；

BM830全自动血细胞分析仪 北京宝灵曼阳光科技有限

公司；GC-三重四极杆质谱仪 美国Thermo Fisher公司； 

FC5515R台式冷冻离心机 奥豪斯国际贸易（上海）有

限公司；IX73光学显微镜 奥林巴斯（北京）销售服务

有限公司；FDU-2110冷冻干燥机 东京理化器械株式

会社；1-14小型台式离心机 德国Sigma公司；ME204型

电子分析天平 梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司； 

IDA-2000数字医学图像分析系统 北京空海科技发展有

限公司；UV 1800型紫外-可见分光光度计 上海精密科

学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 LCBP提取物冻干粉的制备

参考Wu Shusong等[9]的方法提取LCBP样品。取冻

鲜蓝靛果，加入体积分数75%乙醇溶液作为提取溶剂，
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料液比为1∶4，避光超声提取2 次，每次30 min，合并提

取液，6 000 r/min离心15 min，取上清液于45 ℃旋转蒸

发浓缩，－80 ℃真空冷冻干燥72 h，得到LCBP提取物 

冻干粉。

1.3.2 LCBP提取物冻干粉总多酚含量的测定

参考王海坤等[10]的方法，采用福林-酚比色法测定蓝

靛果提取物中总多酚的含量。精密称量没食子酸标准品

5 mg，配制成0.2 mg/mL的标准溶液，分别精密量取1、

2、3、4、5 mL加水定容至10 mL。分别精密量取没食子

酸标准溶液200 μL，加入福林-酚试剂1 mL，摇匀，反应

5 min后，加入800 μL 7.5%碳酸钠溶液，室温避光反应

2 h，于765 nm波长处测定吸光度。精密称取LCBP冻干

粉0.1 g，加水定容至25 mL，稀释5 倍体积，按照上述方

法操作，于765 nm波长处测定样品溶液的吸光度。以没

食子酸标准品绘制标准曲线，以吸光度为纵坐标，没食

子酸质量浓度为横坐标，以纯水为空白溶液，线性回归

方程为：y＝13.934x－0.252 1，R2＝0.995 7，线性范围为

0.02～0.10 mg/mL，线性良好。根据标准曲线方程计算，蓝

靛果提取物冻干粉中总多酚含量为（54.63±0.21）mg/g。

1.3.3 动物分组处理

将32 只清洁级ICR小鼠适应性饲养7 d后，随机分

为4 组，每组8 只，分别为空白对照组（KC组）、模

型组（MC组）、LCBP低剂量组、LCBP高剂量组。参

考Liu Yingjuan[11]、Qi Zeng[12]等的方法，结合本实验

前期预实验结果，空白对照组和MC组每天灌胃生理盐

水；LCBP低剂量组每天灌胃LCBP提取物，给药量为 

150 mg/（kg mb·d），相当于LCBP 8.20 mg/（kg mb·d）； 

L C B P高剂量组每天灌胃L C B P提取物，给药量为 

500 mg/（kg mb·d），相当于LCBP 27.32 mg/（kg mb·d）。

4 组小鼠灌胃量均为0.1 mL/10 g mb，连续21 d。除空白对照

组外，其余各组分别于17、19 d和21 d进行腹腔注射CTX

（80 mg/（kg mb·d）），构建免疫抑制小鼠模型。末次

给药24 h后，对所有小鼠进行眼球采血并保存。无菌条

件下称取小鼠结肠末端的成型粪便0.3 g置于冻存管中， 

－80 ℃超低温储存，分析待用。

1.3.4 指标测定

根据组织病理考察、免疫器官指数与血液免疫指标

筛选LCBP起效剂量，对有效剂量组进行肠道内容物的

16S rRNA高通量测序与粪便SCFAs含量测定，对LCBP对

机体免疫功能调节与肠道菌群调节作用进行联合分析。

1.3.4.1 小鼠一般状态观察与记录

观察并记录各组小鼠给药前后及造模后皮毛色泽、

进食量、自主活动等一般状态。

1.3.4.2 免疫器官指数测定

实验第21天灌胃给药24 h后，对小鼠进行摘眼球

取血，采用颈椎脱臼法处死。摘取小鼠脾脏与胸腺， 

滤纸吸干水分后称质量，按下式计算脏器指数（胸腺指

数与脾脏指数）。

A/ mg/g
m

m0 10

式中：A为脾脏指数 /胸腺指数；m为脾脏 /胸腺质 

量/mg；m0为小鼠体质量/g。

1.3.4.3 血液免疫指标测定

第21天灌胃给药24 h后，对小鼠进行摘眼球取血，

血液置于2 mL抗凝离心管中，根据全自动血细胞分析仪

检测要求，检测抗凝血中的白细胞（white blood cell，

WBC）、红细胞（red blood cell，RBC）、淋巴细胞

（lymphocyte，LYM）、血小板（platelet，PLT）、中性

粒细胞（neutrophil，NEU）水平，记录数据并分析。

1.3.4.4 结肠组织病理考察

小鼠处死后，取结肠组织置于4%多聚甲醛溶液中固

定保存48 h，采用乙醇对组织进行常规病理脱水处理，

将组织浸入无水乙醇与二甲苯混合液直至透明后浸蜡、

包埋、切片、苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染

色，光学显微镜下观察小鼠结肠形态变化。

1.3.4.5 盲肠内容物微生物16S rRNA高通量测序

基于PacBio Sequel平台进行小鼠盲肠内容物中微生

物的DNA高通量测序。对样品进行Beta多样性和Alpha物

种多样性分析，计算得出各样品的Ace、Chao1、Shannon

及Simpson指数，根据微生物分类特征对样品进行分类学

分析，绘制门、属分类学水平物种分布柱状图，寻找具

有统计学差异的生物标志物。

1.3.4.6 粪便中SCFAs水平的测定

样品预处理：用GC-MS法检测粪便中SCFAs含

量，将－80 ℃冻存的粪便置于4 ℃下解冻，精密称取

100 mg，加入2 mL超纯水，涡旋振荡混匀，4 ℃条件下

14 000 r/min离心15 min，取上清液，加入50%浓硫酸，

调节pH值为1～2，4 ℃孵育30 min，偶尔摇匀。经无水

乙醚萃取后，相同条件下离心取上清液。上清液经氮

气吹干后加入正己烷复溶，过0.22 μm微孔滤膜，用于

GC-MS分析。

标准品的处理：精密吸取乙酸、丙酸、正丁酸、

异丁酸、正戊酸、异戊酸标准品，用正己烷配制成不同

质量浓度梯度的标准溶液（0.001～0.010 mg/mL），过

0.22 μm微孔滤膜，用于GC-MS分析。

G C 条 件 ： 色 谱 柱 为 D B - H e a v y  W A X

（30 m×0.25 mm，0.25 μm）；升温程序为初始温度

70 ℃保持1 min，以15 ℃/min升至120 ℃，保持1 min，以

10 ℃/min升至200 ℃，保持5 min；载气为氮气；进样口 
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温度为270 ℃；载气流速为2 mL/min；进样量1.0 μL；
进样方式为不分流进样；检测器（氢焰离子化检测器

（flame ionization detector，FID））温度280 ℃。

MS条件：电子轰击离子源；离子源温度250 ℃；四

极杆温度250 ℃；电子能量70 eV；扫描模式为全扫描；

质量扫描范围m/z 30～500。

1.4 数据处理与分析

所 有 数 据 以 平 均 值 ± 标 准 偏 差 表 示 ， 采 用

SPSS 20.0软件的单因素方差分析（One-way ANOVA）

和Tukey检验进行差异显著性分析，P＜0.05代表差异有

统计学意义。

2 结果与分析

2.1 小鼠一般状态

各组小鼠给药前的状态基本无区别。给药后，空白

对照组小鼠表现为毛色正常且有光泽、行动敏捷、腰背

平直、眼睛明亮、进食量良好；LCBP高剂量组小鼠出现

进食量增加的现象。第17天开始造模后，MC组小鼠出现

了轻微的精神萎靡、皮毛疏松、食欲不振、外形消瘦等

现象。LCBP高、低剂量组的小鼠较MC组状态均得到不

同程度的改善，进食量趋于正常，精神状态良好。

2.2 LCBP对小鼠免疫器官指数的影响 

脾脏和胸腺是人体主要的免疫器官，其对应脏器指

数的变化可以反映机体免疫能力的变化[13]。由表1可知，

与空白对照组比较，MC组小鼠的脾脏指数和胸腺指数极

显著降低（P＜0.01），说明小鼠的免疫抑制模型造模成

功；与MC组相比，LCBP低剂量组小鼠的脾脏指数显著

增加（P＜0.05），LCBP高剂量组小鼠的脾脏指数与胸

腺指数均极显著增加（P＜0.01）且接近空白对照组，说

明LCBP对免疫抑制小鼠的免疫器官有一定的保护和促进

功能恢复的作用，其中高剂量LCBP作用显著。

表 1 LCBP对免疫抑制小鼠免疫器官指数的影响

Table 1 Effect of LCBP on immune organ indexes of 

immunosuppressed mice

组别 脾脏指数/（mg/g） 胸腺指数/（mg/g）

KC组 4.528±0.012 3.052±0.008

MC组 2.234±0.006** 1.528±0.004**

LCBP低剂量组 3.217±0.004# 1.622±0.005

LCBP高剂量组 5.017±0.007## 2.698±0.001##

注：与K C组比较， * .差异显著（P＜ 0 . 0 5）， * * .差异极显著 
（P＜0.01）；与MC组比较，#.差异显著（P＜0.05）；##.差异极显著
（P＜0.01）。下同。

2.3 LCBP对免疫抑制小鼠血液免疫指标的影响

由表2可知，MC组小鼠WBC、RBC、LYM、PLT、

NEU水平均低于空白对照组（P＜0.05、P＜0.01），

其中W B C、L Y M水平极显著下降（P＜ 0 . 0 1）， 

提示免疫抑制模型造模成功。给药21 d后，LCBP低剂量

组小鼠的WBC、LYM、PLT水平相较MC组均有所回升 

（P＜0.05），RBC、NEU水平较MC组无显著差异；

LCBP高剂量组小鼠的WBC、RBC、LYM、PLT、NEU

水平较MC组均有所回升（P＜0.05、P＜0.01），其中

WBC、LYM、PLT极显著回升（P＜0.01）。由此可

知，LCBP能够提升机体免疫功能细胞水平，其中高剂量

LCBP作用显著。

表 2 LCBP对免疫抑制小鼠血液生化指标的影响

Table 2 Effect of LCBP on blood biochemical indicators of 

immunosuppressed mice

组别
WBC水平

（×109 个/L）
RBC水平

（×1012 个/L）
LYM水平

（×109 个/L）
PLT水平

（×109 个/L）
NEU水平

（×109 个/L）

KC组 5.97±0.67 9.58±0.99 4.54±1.11 903.20 ±190.66 1.82±0.41

MC组 1.56±0.29** 8.30±0.54* 1.52±0.69** 436.67±98.83* 0.55±0.38*

LCBP低剂量组 3.45±1.94# 8.42±0.76 2.97±1.15# 563.75±68.98# 0.76±0.67

LCBP高剂量组 9.37±2.24## 9.54±0.82# 5.71±1.04## 1 087.00±118.04## 2.35±1.84#

2.4 病理学观察结果

由图1可以看出，空白对照组小鼠结肠形态正常，杯

状细胞和U型隐窝数量较多，腺体分布整齐，炎症细胞浸

润及渗出程度低。MC组小鼠的杯状细胞和U型隐窝明显

减少，腺体排列无序且发生变形，可见炎性细胞浸润，

黏膜充血水肿。与MC组相比，LCBP低剂量组小鼠杯状

细胞和U型隐窝有所增多，腺体排列较整齐，水肿减轻，

炎症细胞浸润减少；LCBP高剂量组小鼠已经表现出正常

杯状细胞和U型隐窝，腺体排列整齐，炎症细胞浸润明显

变少。说明LCBP可减轻CTX引起的小鼠肠道组织损伤，

其中高剂量LCBP作用明显。

50 µm 50 µm
U

A B

50 µm 50 µm

C D

A. KC组；B. MC组；C. LCBP低剂量组；D. LCBP高剂量组。

图 1 小鼠结肠组织HE染色（20×）

Fig. 1 HE stained colonic tissue in mice (20 ×)

2.5 16S rRNA测序结果

2.5.1 肠道菌群Beta多样性分析

维恩图能够展示组间的共有及特有特征操作分类单

元（operational taxonomic unit，OTU）数目，直观地表

现出组间特征的重合与区分情况[14]。由图2可知，空白对
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照组、MC组、LCBP高剂量组（以下简称LCBP组）3 组

小鼠共分析得到OTU物种447 个，空白对照组肠道菌群

中共得到413 个OTU，MC组中共得到373 个OTU，LCBP

组共得到378 个OTU，3 组共有物种数目311 个；空白对

照组特有物种数目21 个，MC组和LCBP组特有物种数目

均为10 个。通过OTU数目分布分析得到，免疫抑制模型

造成了小鼠肠道菌群数量的减少，而LCBP组小鼠的肠道

菌群丰度有一定的回升，由此得出LCBP对免疫抑制小鼠

肠道菌群的丰度具有正向调节作用。

KC
LCBP
MC

14
1010

311
43 38

21

图 2 小鼠肠道菌群维恩图

Fig. 2 Venn diagram of intestinal microflora in mice

2.5.2 肠道菌群Alpha多样性分析

Alpha多样性反映单个样品物种丰度及物种多样性，

有多种衡量指标：Ace指数和Chao1指数可用于衡量物

种丰度；Simpson指数用于评价物种多样性[15]。Simpson

指数在0～1之间，0表示无限接近多样，1表示没有多 

样性。

由图3可知，空白对照组小鼠肠道菌群Ace、Chao1

指数均高于MC组、LCBP组，但LCBP组小鼠肠道菌群

的Ace指数、Chao1指数较MC组均有所回升，说明LCBP

对免疫抑制小鼠肠道菌群总体丰度的升高起到了促进作

用。MC组小鼠肠道菌群的数量最少，但是Simpson指数

与Shannon指数最高，这说明MC组小鼠肠道菌群的均匀

度较LCBP组与空白对照组有所升高，可能与有益菌丰度

降低、致病菌丰度升高有关。
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A～D.分别为Ace指数、Chao1指数、Shannon指数与Simpson指数。

图 3 小鼠肠道菌群的Alpha多样性

Fig. 3 Alpha diversity of intestinal microflora in mice

2.5.3 肠道菌群构成分析

2.5.3.1 小鼠粪便样本在门水平的菌群丰度及差异

从细菌门水平分析（图4 A），相对丰度最高的

10 个菌群分别为厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门

（Bacteroidetes）、疣微菌门（Verrucomicrobia）、

ε -变形菌纲（E p s i l o n b a c t e r a e o t a）、软壁菌门

（T e n e r i c u t e s）、变形菌门（P r o t e o b a c t e r i a）、

脱铁杆菌门（D e f e r r i b a c t e r i a）、狄氏副拟杆菌

（Patescibacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、蓝细

菌门（Cyanobacteria），其中，厚壁菌门和拟杆菌门为

肠道的优势菌群，相对丰度占比约80%以上。拟杆菌门

可通过Toll样受体4（Toll-like receptor 4，TLR4）诱导次

级免疫应答反应进而调节白细胞介素-6（interleukin 6，

IL-6）炎症因子的释放。厚壁菌门包括众多有益菌，

其中乳酸杆菌是一种常见于酸奶和其他发酵乳制品中

的益生菌。厚壁菌门微生物代谢产生乙酸盐、乳酸盐

等短链脂肪酸盐，可调整肠道内共生菌群比例，减轻

肠道炎症反应，调节免疫平衡[15-16]。本研究中，与空白

对照组比较，MC组小鼠的厚壁菌门、ε-变形菌纲、变

形菌门、狄氏副拟杆菌、放线菌门和蓝细菌门的相对

丰度降低。其中MC组小鼠粪便中厚壁菌门的相对丰度 
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较空白对照组降低了46.2%，而其在LCBP组中的平均丰

度较MC组提高了28.23%；拟杆菌门在MC组小鼠粪便中

相对丰度较空白对照组提升了98.63%，而经过LCBP干预

后其相对丰度较MC组降低了16.90%。通过对各组样品

中厚壁菌门与拟杆菌门相对丰度的对比分析发现，免疫

抑制小鼠肠道中的F/B值（F为厚壁菌门的丰度值；B为

拟杆菌门的丰度值）由空白对照组的3.40降低到了0.92，

LCBP干预后F/B值提高到1.41。结果表明，LCBP可能通

过提升厚壁菌门的相对丰度，同时降低拟杆菌门的相对

丰度，以达到调节肠道菌群结构的正向作用；其通过提

升F/B值增加有益菌比例，从而增加有益菌代谢产物丰

度，降低肠道内炎症反应，促进免疫功能的正向调节。

这与2.5.2节中菌群结构分析的结论相一致。
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图 4 门水平（A）及属水平（B）的小鼠肠道菌群相对丰度

Fig. 4 Relative abundance of intestinal microflora in mice at phylum (A) 

and genus (B) levels

2.5.3.2 小鼠粪便样本在属水平上的菌群丰度及差异

从图 4 B 细菌属水平上分析，相对丰度排名前

10 位的菌属有乳杆菌属（Lactobacillus）、未培养的

Muribaculaceae、艾克曼菌属（Akkermansia）、疣微菌

科UGG-014（Ruminococcaceae UGG-014）、毛螺旋菌

科（Lachnospiraceae）、螺杆菌属（Helicobacter）、

未培养的毛螺旋菌科（Lachnospiraceae）、拟杆菌属

（Bacteroides）、臭杆菌属（Odoribacter）、副拟杆菌

属（Parabacteroides）。疣微菌科UCG-014可调节脂类代

谢，并调节肥胖相关及胃肠道稳态相关的有益共生菌数 

量[17]。拟杆菌属为革兰氏染色阴性的杆菌，在机体免疫

紊乱或免疫抑制的生理状态下，会导致内源性感染[18]。

乳杆菌属是有益于宿主健康的微生物，能发酵糖类产

生乳酸，维护人体健康和调节免疫功能 [19]。从图4B可

知，与空白对照组相比，MC组小鼠粪便中的有益共生菌

（包括乳杆菌属、疣微菌科UCG-014、螺杆菌属）的丰

度均明显下降，其中乳杆菌属的丰度降低幅度最大，为

50.72%；艾克曼菌属、拟杆菌属、狄氏副拟杆菌属的丰

度较空白对照组明显增加，其中艾克曼菌属的相对丰度

由空白对照组的0.04%升高至14.81%。而LCBP组小鼠粪

便中上述菌属的相对丰度则趋于向接近空白对照组水平

变化。与MC组相比，LCBP组小鼠粪便中的乳杆菌属相

对丰度升高，说明LCBP通过调节益生菌及致病菌的分布

进而影响胃肠道内稳态。

2.5.4 组间差异显著性分析结果

三元相图可以直观地显示出不同物种在各组中的比

重和关系。三角形的3 个边分别代表3 个组，可以度量

相应组别的物种丰度。本研究通过Python软件作图脚本

制作三元相图展示空白对照组、MC组、LCBP组小鼠粪

便中不同肠道菌群的比重与关系。从图5中可以看出，

在门水平上，3 组小鼠粪便中丰度最高的5 个物种为：

ε-变形菌纲（Epsilonbacteraeota），其在空白对照组、

MC组、LCBP组中占比分别为0.428、0.237、0.334；疣

微菌门（Verrucomicrobia），其在空白对照组、MC组、

LCBP组小鼠粪便中占比分别为0.002、0.608、0.390；拟杆

菌门（Bacteroidetes），其在空白对照组、MC组、LCBP

组小鼠粪便中占比分别为0.216、0.428、0.356；软壁菌

门（Tenericutes），其在空白对照组、MC组、LCBP组小

鼠粪便中占比分别为0.243、0.404、0.353；厚壁菌门

（Firmicutes），其在空白对照组、MC组、LCBP组小

鼠粪便中的占比分别为0.449、0.242、0.310。其中疣微

菌门只在MC组和LCBP组小鼠粪便中出现，艾克曼菌属

归属于疣微菌门，其有助于维持消化道健康，其生理活

性包括降低糖尿病、炎症及肥胖等疾病的患病概率，用

CTX造模后可能使疣微菌门菌群失调，进而激发了机体的

免疫反应[20-21]。

三元相图分析结果显示，空白对照组、MC组、

LCBP组小鼠粪便中的肠道菌群分布均发生了改变，与空

白对照组比较，MC组小鼠粪便中的ε-变形菌纲、厚壁菌

门相对丰度明显降低，而疣微菌门、拟杆菌门和软壁菌

门的相对丰度升高。相比于MC组，LCBP组小鼠粪便中

这5 种细菌相对丰度均趋向于接近空白对照组水平变化。

上述细菌群落组成与图4中的结果一致。
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图 5 小鼠肠道菌群的三元相图分析

Fig. 5 Ternary phase diagram analysis of intestinal microflora in mice

2.6 小鼠粪便SCFAs质量浓度的测定结果

SCFAs是指碳原子数量小于6的羧酸，是肠道微生

物的一类重要代谢产物，SCFAs可以作为结肠、回肠细

胞的能量来源，也可以调控肠上皮细胞的屏障与防御功

能，其中肠道中含量最高的3 种SCFAs分别为乙酸、丙

酸和丁酸[22]，其是细菌发酵多糖过程的最终产物，构成

了肠道环境的基本部分，有助于肠功能的调节，也可以

保护结肠的生理状态，它们（特别是丁酸）还对上皮

生长有刺激作用，被刺激的细胞为肠黏膜提供能量来

源；SCFAs通过降低肠道pH值来阻止肠道中致病菌的

复制，因此也抑制了感染性疾病的发展[23]。SCFAs具有

调节先天免疫的功能，可以影响免疫细胞（巨噬细胞、

NEU和树突状细胞）向外周募集[24]。SCFAs混合标准品

的GC-MS总离子流图及分析结果分别如图6、表3所示。

由图7可知，免疫抑制小鼠的SCFAs总量由空白对照组

的1.66 mg/mL降低至0.83 mg/mL（P＜0.01），LCBP

干预后，小鼠粪便中的SCFAs总量回升至1.83 mg/mL 

（P＜0.01），表明免疫抑制模型小鼠粪便结肠内SCFAs

含量明显降低，LCBP可能通过干预SCFAs含量变化从而

调节体内免疫功能。肠道微生物菌群能够刺激免疫系统

的正常发育，并在免疫细胞的成熟过程中发挥着重要作

用，乙酸是一种双歧杆菌高产的SCFAs，通过刺激G蛋白

偶联受体43抗体（G protein-coupled receptor 43，GPR43）

调节肠道炎症，帮助维持肠道上皮屏障功能 [ 2 5 - 2 7 ]。 

SCFAs可调节T细胞和B细胞的分化及其介导的抗原

特异性适应性免疫 [28]。此外，SCFAs是脂类合成的原

料，具有调节能量稳态和能量代谢的潜在作用 [29]。研

究表明，丁酸可抑制组蛋白去乙酰化，进而影响树突

状细胞的分化成熟[30-31]；同时，丁酸还可以抑制巨噬细

胞和树突状细胞的募集，最终调节WBC转运，抑制单

核细胞的树突状细胞中趋化因子的表达 [32-35]。在NEU

中，SCFAs（丁酸）的存在降低了细胞模型中趋化受体 

（C5A过敏毒素趋化因子受体（C5a anaphylatoxin chemo

tactic receptor，C5AR））和磷酸化细胞表面趋化因子受

体2抗体（chemokine(C-X-C motif) receptor 2，CXCR2）

的表达，并通过G蛋白偶联受体GPR43抑制NEU在体内

的趋化[36]。如图7所示，CTX导致免疫抑制后小鼠结肠内

的6 种SCFAs质量浓度均有一定程度的下降，其中乙酸、

丙酸、异丁酸、异戊酸4 种SCFAs的质量浓度较空白对照

组极显著降低（P＜0.01），LCBP干预后，6 种SCFAs的

质量浓度较MC组均提高，其中，丙酸、异丁酸、正丁酸

3 种SCFAs的质量浓度极显著增加（P＜0.01）。结果表

明，LCBP可调节肠道菌群分泌SCFAs水平，从而调节肠

道的上皮屏障功能以及免疫细胞的募集程度，进而调节

机体的免疫状态。

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

4 5 6 7 8 9 10 11

100

/%

/min

4.32 4.90 5.59 5.77

5.97
1

6.18 6.86

7.03

7.40 

8.03

8.13

8.64
9.33

9.43

10.13 10.65 11.48

2

3

4

5

6

1～6.分别为乙酸、丙酸、异丁酸、正丁酸、异戊酸、正戊酸。

图 6 6 种SCFAs混合标准品的GC-MS总离子流图

Fig. 6 Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) total ion 

current (TIC) chromatogram of mixed standard solution of six SCFAs

表 3 6 种SCFAs的GC-MS分析

Table 3 GC-MS analysis of six SCFAs

序号
保留

时间/min
相对分子
质量

化合物 回归方程
决定系数

R2

1 5.97 60.05 乙酸 y＝3×106x－140 667 0.999 8

2 7.03 74.08 丙酸 y＝7×106x＋5×107 0.999 5

3 7.40 88.11 异丁酸 y＝3×106x＋53 373 0.999 9

4 8.13 88.11 正丁酸 y＝4×106x－127 995 0.999 6

5 8.64 102.13 异戊酸 y＝5×106x－265 760 0.999 8

6 9.43 102.13 正戊酸 y＝1×107x－460 861 0.999 9
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与KC组比较，*.差异显著（P＜0.05）；**.差异极显著（P＜0.01）；

与MC组比较，#.差异显著（P＜0.05）；##.差异极显著（P＜0.01）。

图 7 各组小鼠结肠中SCFAs质量浓度变化

Fig. 7 Colonic levels of SCFAs in mice from three groups
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3 讨 论

机体的整体状态影响着其免疫功能，免疫功能的

强弱与机体内环境稳定及平衡与否有着必然的内在联

系，而免疫功能又受到肠道微生态的直接影响。肠道有

大量的淋巴组织，肠道内壁是机体最大的免疫器官，肠

道菌群主要通过影响黏膜免疫进而影响免疫性疾病的发

生发展[37]。多酚可以促进细胞免疫反应，除了抗菌、抗

病毒功能外，其还在调节免疫系统中发挥关键作用，可

以将自然免疫应答与适应性免疫应答联系起来，促进自

然免疫细胞对病原体的识别，诱导特异性免疫应答的 

产生[38]。本研究以LCBP作为研究对象，采用CTX诱导构

建免疫抑制小鼠模型，基于PacBio Sequel第三代微生物

16S rRNA高通量测序平台考察LCBP对小鼠结肠内微生

物菌群结构分布的影响，结合血液中免疫细胞指标、结

肠病理组织学观察与肠道内SCFAs质量浓度的测定探究

LCBP对免疫抑制模型小鼠免疫功能调节与肠道菌群分布

的影响。结果表明，LCBP能够显著提高免疫抑制小鼠的

免疫器官（胸腺、脾脏）指数以及血液中免疫细胞的水

平；改善免疫抑制病理状态下结肠组织的炎性等损伤状

态，增加免疫抑制小鼠肠道菌群的多样性，改善有益有

害菌群分布比例，促进厚壁菌门、ε-变形菌纲、变形菌

门、狄氏副拟杆菌、放线菌门和蓝细菌门的生长，抑制

拟杆菌门的增殖；显著提高免疫抑制小鼠体内的SCFAs

总量，并使乙酸、丙酸、正丁酸、异丁酸、正戊酸、异

戊酸6 种SCFAs的质量浓度显著提高。因此，LCBP可

能通过调节肠道的上皮屏障功能以及免疫细胞的募集程

度，进而调节机体的免疫状态。本研究为植物多酚对人

体肠道内环境的调节提供了理论依据，同时为机体免疫

调节与肠道环境的关联性研究提供了新的思路与证据，

为蓝靛果应用于食品、保健食品、特殊医学用途食品等

领域提供了科学依据，为益生元产业中多酚的应用提供

了新的方向。本研究通过GC-MS检测技术对肠道微生物

的代谢产物SCFAs进行检测，并探索了其与宿主免疫功

能的关联性，确认二者存在关联，但对其他肠道微生物

类代谢产物的功能仍需进一步探究。
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