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基于 16S rRNA 测序技术研究染料木素和大豆苷元对大鼠肠道菌群的影响 

高葱葱 1, 2，葛  稳 1, 2，方怡超 2，刘筱婧 2，陈卫东 1，周婷婷 1, 2*  

1. 安徽中医药大学药学院，安徽 合肥  230012 

2. 中国人民解放军海军军医大学 药学系，上海  200433 

摘  要：目的  探讨不同给药时间内不同比例的染料木素和大豆苷元对大鼠肠道菌群的影响，并筛选最佳给药条件。方法  

SD 大鼠随机分为对照组、染料木素-大豆苷元（1∶1）组、染料木素-大豆苷元（2∶1）组和染料木素-大豆苷元（3∶1）组，

给予药物干预 28 d，收集粪便，采用 16S rRNA 高通量测序对对照组和不同比例染料木素-大豆苷元给药 7、14、21、28 d 后

的大鼠肠道菌群结构进行分析测定。结果  对给药组与对照组之间的 α 多样性、β 多样性及门或属水平上物种组成进行差异

分析，发现染料木素和大豆苷元可以改变大鼠肠道菌群结构和组成，显著提高肠道中乳杆菌的丰度。结论  染料木素-大豆

苷元（1∶1）给药 21 d 能够调控大鼠肠道菌群中乳杆菌的丰度。 
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Abstract: Objective  To explore the effects of genistein and daidzein in different proportions at different administration time on gut 

microbiota of rats, and to screen the best administration conditions. Methods  SD rats were randomly divided into control group, 

genistein-daidzein (1∶1) group, genistein-daidzein (2∶1) group and genistein-daidzein (3∶1) group. After 28 d of drug intervention, 

feces were collected. 16S rRNA high-throughput sequencing was used to analyze the structure of gut microbiota in control group and 

the rats treated with different proportions of genistein and daidzein for 7, 14, 21, 28 d. Results  The differences of α diversity, β 

diversity and species composition at phylum or genus level between the treatment group and control group were analyzed. It was found 

that genistein and daidzein could change the structure and composition of gut microbiota in rats, and significantly increased the 

abundance of Lactobacillus in intestinal tract. Conclusion  Genistein-daidzein (1∶1) administration for 21 d could regulate the 

abundance of Lactobacillus in gut microbiota of rats. 
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淡豆豉源于《本草卉言》，为豆科植物大豆

Glycine max (L.) Merr.的干燥成熟种子（黑豆）的发

酵加工品，染料木素和大豆苷元是淡豆豉异黄酮中

具有药理作用的主要活性成分，均具有抗肿瘤、抗氧

化、抑菌、调血脂、雌激素样和抗雌激素等作用[1-2]。

本课题组前期研究发现，淡豆豉异黄酮能与肠道菌
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群相互作用，直接或间接地改变机体肠道菌群结构，

使肠道中乳杆菌等多种有益菌群的丰度增加[3-4]。肠

道菌群作为寄居在机体肠道内的微生物群落，是机

体后天形成的一个重要的“器官”，不仅参与机体的

生理病理过程[5]，也参与药物在体内的代谢过程[6-7]。

乳杆菌是一种广泛用于人和动物疾病预防和治疗中
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的重要益生菌，它不仅可以调节体内 β-葡萄糖苷酶

的丰度[8-9]，还能调节 II 相代谢酶的丰度[10-11]；前者

有利于糖苷代谢为苷元，后者有利于苷元进一步代

谢为 II 相代谢物排出体外。本研究从组分配伍的角

度出发，利用淡豆豉异黄酮中具有药理作用的主要

活性成分染料木素和大豆苷元的不同比例来调节大

鼠肠道菌群，尝试找到能比拟淡豆豉调节大鼠肠道

菌群中乳杆菌丰度的最佳条件，为后续进一步研究

淡豆豉异黄酮成分奠定基础。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠 24 只，6～8 周龄，体质量

（160±20）g，由杭州医学院提供，实验动物生产许

可证号 SCXK（浙）2019-0002。动物于海军军医大学

动物实验中心适应性饲养 7 d，每天接受 12 h 光照，

室温（24±2）℃，相对湿度（50±10）%。动物实验

经海军军医大学生物医学研究伦理委员会批准。 

1.2  药品与试剂 

染 料 木 素 （ 质 量 分 数 为 98% ， 批 号

AF21021508）、大豆苷元（质量分数为 98%，批号

AF21021507）购自成都埃法生物科技有限公司；羧

甲基纤维素钠（CMC-Na）购自生工生物股份有限公

司；75%乙醇购自上海泰坦科技股份有限公司。 

1.3  仪器 

FA224 型电子天平（上海舜宇恒平科学仪器有限

公司）；HITECH 纯水仪（上海泰和仪器有限公司）；

KQ-800DE 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有

限公司）；−80 ℃超低温冰箱（Panasonic 公司）。 

2  方法 

2.1  动物实验 

参考前期课题组淡豆豉异黄酮提取率和异黄酮

中染料木素和大豆苷元所占比例，固定大豆苷元比

例为 1，给药剂量折合生药材 0.2 g/kg。SD 大鼠随

机分为对照组、染料木素-大豆苷元（1∶1）组、染

料木素-大豆苷元（2∶1）组和染料木素-大豆苷元

（3∶1）组，每组 6 只。染料木素-大豆苷元（1∶1）

组 ig 1.6 mg/mL 染料木素（8 mg/kg）和 1.6 mg/mL

大豆苷元（8 mg/kg），染料木素-大豆苷元（2∶1）

组 ig 3.2 mg/mL 染料木素（16 mg/kg）和 1.6 mg/mL

大豆苷元（8 mg/kg），染料木素-大豆苷元（3∶1）

组 ig 4.8 mg/mL 染料木素（24 mg/kg）和 1.6 mg/mL

大豆苷元（8 mg/kg），对照组 ig 等体积 0.5% CMC-

Na 溶液，1 次/d，连续 28 d。 

2.2  样本收集 

每 7 天收取一次大鼠粪便，用棉签蘸取 75%乙

醇于肛周消毒，并通过腹部按摩法促使大鼠排便，

用灭菌镊子无菌采集每组粪便于灭菌冻存管中，并

置于−80 ℃保存，以待后续进行 16S rRNA 测序。 

由于样本量较大，故将各给药组每次收集的大

鼠粪便混合集中作为一个样本，排除样本间差异。

除对照组外，各给药组每个时间点收集的样本为一

组，分析不同给药时间的大鼠菌群变化。 

2.3  生物信息学分析 

对基于 Illumina NovaSeq PE250 测序平台得到

的原始数据（Raw Data）进行拼接、滤过，得到有

效数据。然后再对有效数据进行可操作分类单元

（operational taxonomic units，OTUs）聚类和物种分

类分析。利用 Uparse 算法（Uparse v7.0.1001）对所

有样本的有效数据，以 97%的一致性进行 OTUs 聚

类并对 OTUs 的序列进行物种注释。使用 MUSCLE

软件（Version 3.8.31）进行快速多序列比对，得到代

表序列的系统发生关系的所有 OTUs。最后再对各

样本的数据进行均一化处理，以样本中数据量最少

的为标准进行均一化处理，后续的各种分析都是基

于均一化处理后的数据。根据 OTUs 聚类结果，对

OTUs 进行多样性指数分析，包括单样本的多样性

分析（α 多样性分析）和基于 unifrac 算法的各组样

本之间的多样性分析（β 多样性分析）；根据分类学

信息，在各分类水平上完成群落结构的统计分析。 

2.4  统计学分析 

使用 SPSS 23.0 软件进行统计学分析，采用单

因素方差分析用于多组数据组间比较，两组之间比

较采用 t 检验。数据用 x s 表示。 

3  结果 

3.1  稀释曲线和等级聚类曲线 

稀释曲线反映的是测序数据量的合理性和样本

中物种的丰富程度。它以从样本中随机抽取的测序

数据量与其对应的物种数来构建曲线，当曲线趋向

平坦时，说明测序数据量渐进合理，各样本的稀释

曲线见图 1-a，可见样本的测序深度满足分析要求。

等级聚类曲线能反映样本中物种的丰富度和均匀

度，各样本的等级聚类曲线见图 1-b，在水平方向

上，物种的丰富度由曲线的宽度来反映，宽度越大，

物种的丰富度越高；在垂直方向上，物种的均匀程

度由曲线的平滑程度来反映，物种分布越均匀，曲

线越平缓[12]。
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R-对照组  A-给药 7 d 样本  B-给药 14 d 样本  C-给药 21 d 样本  D-给药 28 d 样本，下图同 

R-control group  A-sample of 7 d after administration  B-sample of 14 d after administration  C-sample of 21 d after administration  D-sample of 28 d after 

administration, same as below figures 

图 1  各样本稀释曲线图 (a) 和等级聚类曲线图 (b) 

Fig. 1  Rarefaction curve (a) and rank abundance (b) of each sample

3.2  α 多样性指数分析 

大鼠肠道微生物菌群的丰富度和多样性主要通

过 α 多样性指数来反映，其中 Shannon 及 Simpson 指

数用于评价群落分布多样性，Shannon 指数越大，群

落多样性越高，物种分布越均匀；Simpson 指数与之

相反。Chao1 及 Ace 指数用于评价群落分布丰度，数

值越大说明群落中含有的 OTUs 数目越多，群落的丰

度越大。如表 1 所示，与对照组比较，给药 7、14、

21、28 d 样本的 Simpson 指数显著升高（P＜0.05、

0.01），给药 28 d 样本的 Shannon 指数显著升高（P＜

0.01），表明大鼠粪便菌群多样性显著增加；给药 7、

14、21 d 样本的 Chao1 指数和 Ace 指数均显著降低

（P＜0.01），表明群落丰度显著减小，给药 28 d 样本的

Chao1 指数和Ace 指数均显著升高（P＜0.01），表明群

落丰度显著增大。表明给予染料木素和大豆苷元干预

后，大鼠肠道菌群分布多样性发生了不同程度的改变。 

3.3  β 多样性分析 

β 多样性能反映不同组间的群落多样性，主要

用于样本组间差异的比较。与 unweighted unifrac 算

法相比，weighted unifrac 算法在计算群落样品之间

的距离时候会考虑到样品中 OTUs 的丰度信息，而

前者不考虑相对丰度信息，因此利用 weighted 

unifrac 算法来分析样本群落的多样性。β 多样性指

数组间差异检验中，给药 7、21 d 样本的菌群多样

性相对于对照组有显著性变化（P＜0.05），但给药

14、28 d 样本的菌群多样性没有显著性变化。主坐

标分析（principal coordinates analysis，PCoA）评估

了 5 组样本菌群结构和组成中的 β 多样性，该分析

的前 2 个主成分分别解释了总变量的 51.9%和

20.83%（图 2）。β 多样性指数组间差异检验和 PCoA

结果表明，不同处理组中样本在群落结构和组成上

和对照组之间的存在差异。 

表 1  各组肠道菌群多样性 ( x s , n = 3) 

Table 1  Diversity of gut microbiota in each group ( x s , n = 3) 

组别 Shannon 指数 Simpson 指数 Chao1 指数 Ace 指数 

R 5.89±0.14 0.94±0.01 1 046.48±47.90 1 056.20±48.83 

A 6.39±0.05 0.96±0.01* 886.04±13.86** 881.21±13.88** 

B 6.27±0.56 0.96±0.01* 783.24±43.70** 782.42±45.53** 

C 6.17±0.09 0.96±0.01* 784.43±15.06** 788.75±13.17** 

D 7.12±0.15** 0.97±0.01** 1 418.00±26.75** 1 416.39±26.81** 

R-对照组  A-给药 7 d 样本  B-给药 14 d 样本  C-给药 21 d 样本  D-给药 28 d 样本  与 R 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

R-control group  A-sample of 7 d after administration  B-sample of 14 d after administration  C-sample of 21 d after administration  D-sample of 28 d after 

administration  *P < 0.05  **P < 0.01 vs R group 
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图 2  基于 weighted unifrac 算法的 PCoA 图 

Fig. 2  PCoA graph based on weighted unifrac algorithm 

3.4  物种组成分析与差异性分析 

如图 3 所示，门水平上，大鼠粪便菌群主要由

拟杆菌门（Bacteroidota）和厚壁菌门（Firmicutes）

组成，两者约占全部菌群的 90%，其中对照组中拟

杆菌门占比约为 65.5%，厚壁菌门相对丰度为

25.1%；给药 7 d 样本的拟杆菌门相对丰度为

38.2%，厚壁菌门占比约为 50.7%；给药 14 d 样本

的拟杆菌门相对丰度为 53.2%，厚壁菌门相对丰度

为 40.6%；给药 21 d 样本的拟杆菌门相对丰度为

35.7%，厚壁菌门相对丰度为 55.7%；给药 28 d 样

本的拟杆菌门相对丰度为 44.3%，厚壁菌门相对丰

度为 41.5%。此外，还有 unidentified_Bacteria、疣

微 菌 门 （ Verrucomicrobiota ）、 变 形 菌 门

（Proteobacteria）和放线菌门（Actinobacteria）等主

要菌门组成。 

如图 4 所示，与对照组比较，给药 7、14、21、 

 

图 3  大鼠肠道菌群在门水平上的相对丰度 

Fig. 3  Relative abundance of gut microbiota at phylum level 

of rats 

 

*P＜0.05  **P＜0.01，图 5 同 

*P < 0.05  **P < 0.01, same as fig. 5 

图 4  染料木素-大豆苷元干预的大鼠肠道菌群相对丰度在门水平上的差异 

Fig. 4  Difference of relative abundance of gut microbiota in rats at phylum level induced by genistein-daidzein
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28 d 样本的菌群结构发生了明显的变化，给药 7 d

样本的厚壁菌门相对丰度较对照组有显著升高，而

拟杆菌门、变形菌门和放线菌门相对丰度显著降低；

给药 14 d 样本的放线菌门、Chloroflexi 和芽单胞菌

门（Gemmatimonadota）的相对丰度均显著降低；给

药 21 d 样本的拟杆菌门相对丰度显著降低，而厚壁

菌门相对丰度显著增加；给药 28 d 样本的拟杆菌门

相对丰度显著降低，厚壁菌门、unidentified_Bacteria

以及 Nitrospirota 相对丰度显著增加。可见，染料木

素和大豆苷元暴露能使大鼠粪便菌群结构发生明显

改变，多表现为拟杆菌门相对丰度的降低和厚壁菌

门相对丰度的增加。 

给药14 d样本在属水平上与对照组没有明显差

异。如图 5 所示，属水平上，相较于对照组，给药

7 d 样本的 MND1 相对丰度显著降低，而颤螺菌属

Oscillibacter、[Eubacterium]_xylanophilum_group、

GCA-900066575 和 Lachnospiraceae_UCG-001 相对

丰度显著增加；给药 21 d 样本的 MND1 相对丰度

也 显 著 降 低 ， 而 乳 酸 杆 菌 Lactobacillus 和

[Eubacterium]_xylanophilum_group 的相对丰度显著

增加；给药 28 d 样本的 Colidextribacter、Blautia、

[Eubacterium]_xylanophilum_group 、 Clostridium_ 

sensu_stricto_1 等菌属的相对丰度均显著增加。表明

染料木素和大豆苷元暴露使肠道菌群物种组成发生

了显著性改变。此外，在根据总体丰度前 35 的属在

各样品中丰度水平制作的热图（图 6）中得到了类

似的结果，且热图中可以看到染料木素-大豆苷元

（1∶1）给药 21 d 样本中乳杆菌属丰度最高。

 

图 5  染料木素-大豆苷元干预的大鼠肠道菌群相对丰度在属水平上的差异 

Fig. 5  Difference of relative abundance of gut microbiota in rats at genus level induced by genistein-daidzein 

4  讨论 

淡豆豉中染料木素和大豆苷元的比例是固定

的，本研究从组分配伍的角度出发，采用了 3 种给

药比例，在此基础上探讨了给药时间对肠道菌群微

生态的影响。微生物在体内定植需要一定的时间，

据此对给药 7、14、21、28 d 后的大鼠粪便菌群进

行 16S rRNA 测序并分析各组 α 多样性、β 多样性

及门或属水平上的物种组成差异。 

α 多样性分析显示，与对照组比较，各给药组

的 Shannon 及 Simpson 指数并非都有显著变化，提

示肠道菌群的多样性是处于动态平衡的，并不会随

着给药时间的变化而发生较大改变。而 Chao1 及

Ace 指数较于对照组均有显著性变化，提示染料木

素和大豆苷元可以使微生物群落丰度增加。 
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图 6  总体丰度前 35 位的属在各样本中相对丰度 

Fig. 6  Relative abundance in each sample of top 35 genera in total abundance

在物种组成分析与差异性分析中，发现给药组

中肠道菌群丰度均发生不同程度的改变，其中以拟

杆菌门与厚壁菌门的丰度变化为主，给药 7、21、

28 d 后的大鼠粪便菌群中厚壁菌门均显著增加，同

时，各组中拟杆菌门均显著减少；但在给药 14 d 时，

大鼠粪便菌群中拟杆菌门与厚壁菌门却并无显著性

变化，这表明在 28 d 给药周期内肠道菌群并没有随

着给药时间的延长而呈现趋势变化，猜测可能在给

药前期，新生菌群与机体自身的肠道菌群之间存在

一定的“竞争”，这种“竞争”可能包括宿主营养供

给、生存空间和各菌群生长速度等[13]，继续给药后，

维持了新生菌群的生长条件，从而使新生菌群能够

在肠道内定植，成为优势菌群。在属水平上，乳杆

菌也没有随着给药时间的延长而持续增长，而是在

给药 21 d 时，乳杆菌丰度相较于对照组有显著增

加。热图中也可以看到各菌群没有随着给药时间无

限增长或减少，而是在宿主自身环境的作用下处于

动态平衡。 

本研究还发现，在属水平上，与对照组比较，

给药 7、21、28 d 样本的[Eubacterium]_xylanophilum_ 

group 的相对丰度均显著增加。 [Eubacterium]_ 

xylanophilum_group 属于厚壁菌门毛螺菌科，李鑫

萍[14]在研究乳酸菌对泻剂结肠的缓解作用中发现，

泻剂结肠小鼠菌群中[Eubacterium]_xylanophilum_ 

group 的丰度显著降低且菌群结构明显紊乱；而乳

酸 菌 干 预 后 能 使 泻 剂 结 肠 小 鼠 粪 便 中

[Eubacterium]_xylanophilum_group 丰度显著增加，

肠道稳态恢复。还有研究表明， [Eubacterium]_ 

xylanophilum_group 可能与支链氨基酸和短链脂肪

酸的产生有关[15-16]。这为淡豆豉异黄酮成分的进一

步开发与利用提供一定的参考价值。 

综上，染料木素和大豆苷元能够改变大鼠肠道

菌群的结构和组成，主要表现在抑制拟杆菌门中部

分细菌生长，促进厚壁菌门相关细菌繁殖。根据实

验结果，最终选定了染料木素-大豆苷元（1∶1）给

药 21 d的方式进行给药来调控大鼠肠道菌群中乳杆

菌的丰度，但体内 β-葡萄糖苷酶和 II 相代谢酶的丰

度，以及糖苷及苷元在体内的代谢是否受到乳杆菌

的影响还有待于进一步研究。 
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