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小麦淀粉-绿豆皮多酚复合物基抗性淀粉对
糖尿病患者肠道菌群及其代谢产物的影响

许璐靖，王紫印，陆怡霏，滕　聪，李　莹*

（江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏南京 210014）

摘　要：为评估小麦淀粉-绿豆皮多酚复合物基抗性淀粉（WS-MBPs-R）对二型糖尿病患者的肠道益生性，本研究

采用体外发酵模型，以小麦淀粉基抗性淀粉（WS-R）和小麦淀粉基抗性淀粉/绿豆皮多酚混合物（WS-R/MBPs）
为阳性对照，测定不同时间发酵液的 pH、产气量、还原糖含量及短链脂肪酸（SCFAs）含量，并通过 16S
rRNA测序分析WS-MBPs-R对糖尿病患者肠道菌群的影响。同时，利用扫描电子显微镜、傅里叶变换红外光谱及

X射线衍射仪明确发酵过程中 WS-MBPs-R的多尺度结构变化。结果显示，与阴性（不含碳源）和阳性对照组相

比，发酵 24 h时，WS-MBPs-R组发酵液的 pH显著降低至 4.47，而产气量显著升高至 8.6 mL（P<0.05）。三种抗

性淀粉发酵均促进了 SCFAs的产生，尤其是 WS-MBPs-R，其总酸浓度在发酵 24 h时达 246.51±3.01 mmol/L。
WS-MBPs-R发酵可改善糖尿病患者肠道菌群结构，促进 Prevotella、Bifidobacterium 等有益菌的增殖，抑制

Escherichia_Shigella、Fusobacterium 等有害菌的生长。发酵后WS-MBPs-R的短程有序结构和总结晶度增大，表明

肠道微生物优先利用抗性淀粉的无定形区。综上，WS-MBPs-R这一新型抗性淀粉具有良好的益生性，可作为糖尿

病人群功能食品原料进行开发利用。
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Effects of Wheat Starch-Mung Bean Hull Polyphenol Complex-based
Resistant Starch on Gut Microbiota and Their Metabolites

in Diabetes Patients
XU Lujing，WANG Ziyin，LU Yifei，TENG Cong，LI Ying*

（Institute of Agro-Product Processing, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing 210014, China）

Abstract： To  evaluate  the  prebiotics  of  wheat  starch-mung  bean  hull  polyphenol  complex-based  resistant  starch  (WS-
MBPs-R) on the intestinal tract of T2DM patients, this study used the in vitro fermentation model, with wheat starch-based
resistant  starch  (WS-R)  and  wheat  starch-based  resistant  starch/mung  bean  skin  polyphenols  mixture  (WS-R/MBPs)  as
positive controls, to determine the pH, gas production, reducing sugar content and short chain fatty acids (SCFAs) content
of  the  fermentation  broth  at  different  times,  and  analyzed  the  impact  of  WS-MBPs-R  on  the  intestinal  flora  of  diabetes
patients by 16S rRNA sequencing. Meanwhile, the multi-scale structural changes of WS-MBPs-R during the fermentation
process  were  characterized  using  scanning  electron  microscopy,  Fourier  transform  infrared  spectroscopy,  and  X-ray
diffraction. The results showed that compared with the negative (without carbon source) and positive control groups, the pH
of the fermentation broth in the WS-MBPs-R group significantly decreased to 4.47 after 24 hours of fermentation, while the  
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gas production significantly increased to 8.6 mL (P<0.05). Fermentation with three types of resistant starch promoted the
production  of  SCFAs,  especially  WS-MBPs-R,  whose  total  SCFAs  concentration  reached  246.51±3.01  mmol/L  after
fermentation for 24 h. WS-MBPs-R fermentation could improve the intestinal flora structure of diabetes patients, promote
the proliferation of beneficial bacteria such as Prevotella and Bifidobacterium,  and inhibit  the growth of harmful bacteria
such  as  Escherichia_Shigella  and  Fusobacterium.  After  fermentation,  the  short-range  ordered  structure  and  total
crystallinity  of  WS-MBPs-R  increased,  indicating  that  gut  microbiota  preferentially  utilized  the  amorphous  region  of
resistant starch. In conclusion, WS-MBPs-R, a new type of resistant starch, has good probiotics and can be developed and
utilized as a functional food raw material for people with diabetes.

Key words：wheat starch；mung bean hull polyphenol；complex；resistant starch；diabetes；gut microbiota

2型糖尿病（Type 2 diabetes mellitus，T2DM）是

一种复杂的慢性代谢性疾病，其特征是胰岛素抵抗

和/或分泌不足、β 细胞功能障碍和持续的高血糖[1]。

T2DM患者占全球糖尿病患者总数的 90%~95%，预

计到 2035年将超过 5.9亿[2]。T2DM会增加肾病、

视网膜病变、糖尿病和心血管疾病的风险，对健康构

成威胁，并造成巨大的公共卫生和社会经济负担[3]。

最近的证据表明，T2DM可能部分是由肠道生态失

衡引起的，包括微生物组成和代谢物的变化[4]。

人类肠道微生物群是一个由大约 100万亿个微

生物组成的复杂群落[5]。它们与宿主表现出共生关

系，参与营养、能量代谢和免疫调节相关的过程[6]。

糖尿病患者的微生物群落与健康人群不同，包括丰度

和多样性的损失，以及不同分类水平上特定微生物的

变化[2]。在门水平上，T2DM患者厚壁菌门和变形菌

门的丰度显著增加，而拟杆菌门的丰度有所降低[4]。

在属水平上，Bifidobacterium 是 T2DM研究中最常

见的有益属，Faecalibacterium、Akkermansia、Rose-
buria 及 Prevotella 也被报道与 T2DM的发生发展

呈负相关，而 Ruminococcus、Fusobacterium、Blautia
等则在糖尿病患者中丰度较高[7]。此外，微生物失调

将通过减少紧密连接蛋白来增强肠道通透性，从而导

致胰岛素抵抗和炎症[8]。

抗性淀粉被认为是一种新型膳食纤维，可作为

底物被肠道微生物群利用，改善菌群结构，并产生有

益代谢产物，其益生元活性已在体内外研究中被广泛

证明[9−10]。根据来源和抗性机理的不同，抗性淀粉可

分为物理包埋淀粉（RS1）、未糊化的天然淀粉颗粒

（RS2）、回生淀粉（RS3）、化学改性淀粉（RS4）及淀

粉-脂质复合物（RS5）五大类[11]。其中，RS5由脂质

通过非共价相互作用被包裹在直链淀粉螺旋腔中形

成，V型单螺旋紧凑稳定的结构能够抵抗酶的降解。

有报道称，与 RS2和 RS3相比，RS5在刺激丁酸的

产生方面更有效[12]。近年来，基于淀粉-多酚复合物

的抗性淀粉也被认为属于 RS5。淀粉-多酚复合物可

由二者通过氢键、疏水相互作用和静电相互作用形

成，多酚可部分包封在淀粉的疏水螺旋空腔内形成 V

型包合物，或与淀粉直接结合形成分子间聚集体[13]。

淀粉-多酚复合物中抗性组分含量增加，经消化后所

得的复合物基抗性淀粉的肠道益生性值得关注。

Liu等[14] 研究表明，与高直链玉米淀粉相比，大米淀

粉-阿魏酸复合物基抗性淀粉促进了 Bacteroides、
Bifidobacterium、Lachnospiraceae_UCG-001等有益

菌的增殖及短链脂肪酸 （ short  chain  fatty  acids，
SCFAs）的生成。大米淀粉-花青素复合物基抗性淀

粉可以减缓 SCFAs的产生速度，从而使其在远端结

肠中充分发挥作用[15]。此外，与小麦淀粉相比，基于

小麦淀粉-苹果幼果多酚复合物的抗性淀粉增加

了 SCFAs的浓度，特别是乙酸和丙酸，并促进了

Prevotella 等有益菌的生长[16]。由此可见，淀粉-多酚

复合物基抗性淀粉具有更强的益生性，这是因为当其

进入结肠被肠道菌群利用的同时，会释放出酚类物

质，这些酚类物质也可调节肠道微生物群结构并促进

有益代谢产物形成，进而发挥协同益生作用[13]。

绿豆（Vigna radiata L.）是东南亚地区广泛种植

的豆类作物[17]，绿豆皮中的多酚含量相对较高，但通

常在加工过程中被丢弃。团队前期研究结果表明，

绿豆皮多酚（Mung bean hull polyphenols，MBPs）与
小麦淀粉（Wheat starch，WS）复合可增强其消化抗

性[18]，但基于该复合物的抗性淀粉的肠道酵解特性

及结构变化规律仍需进一步探究。本研究采用厌氧

体外发酵模型评估了抗性淀粉与糖尿病患者肠道微

生物之间的相互作用，并探究了发酵过程中抗性淀粉

微观结构、短程有序结构及结晶结构的变化规律。

本研究为抗性淀粉通过微生物群相互作用缓解糖尿

病提供了新的见解，并为开发新型抗性淀粉产品提供

了一定的理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

绿豆　江苏省农业科学院经济作物研究所提

供；小麦淀粉、猪胰 α-淀粉酶（9 U/mg）、α-葡萄糖苷

酶（28 U/mg）、3,5-二硝基水杨酸（3,5-dinitrosalicylic
acid，DNS）、猪胆盐、氯化血红素、维生素 K1、L-半
胱氨酸盐酸盐、酵母提取物、蛋白胨、刃天青　上海

源叶生物有限公司；氯化钠、磷酸氢二钾、磷酸二氢

钾、硫酸镁、氯化钙、碳酸氢钠、吐温 80 　上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；乙酸、丙酸、正丁酸、异

丁酸　美国 Sigma公司；厌氧产气包、氧气指示剂　

日本三菱公司；发酵液 DNA提取试剂盒　德国

Qiagen公司；所用化学试剂均为分析纯。
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FE28 pH测定仪　梅特勒托利多科技（中国）有

限公司；SWT-100恒温水浴摇床　杭州米欧仪器有

限公司；ZEISS EVO-LS10扫描电子显微镜　德国蔡

司公司；Nicolet Is50 红外光谱仪　美国赛默飞世尔

科技公司；Bruker AXS D2 PHASER X射线衍射仪

　德国布鲁克公司；IMJ-78A高压蒸汽灭菌锅　上

海施都凯仪器设备有限公司；C-31厌氧培养罐　日

本三菱公司；安捷伦 6890 N气相色谱仪　美国安捷

伦科技有限公司；LGJ-18D真空冷冻干燥机　北

京四环启航有限公司；−80 ℃TDE超低温冰箱、

Medifuge低温高速离心机　苏州赛默飞世尔仪器有

限公司；LRH-70F恒温培养箱　上海一恒科学仪器

有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   绿豆皮多酚（MBPs）的提取及纯化　参考王紫

印等[19] 的方法。绿豆经清洗、浸泡后取皮，通过冷冻

干燥及粉碎得绿豆皮粉末，向绿豆皮粉末中加入

80%乙醇溶液 1:20 g/mL），于 300 W超声下提取 1 h，
5000 r/min转速下离心 10 min，重复提取三次后合并

上清液，旋蒸，冻干，得多酚粗提物。利用 HPD-500
大孔树脂对粗提物进行纯化，得MBPs。

 1.2.2   小麦淀粉-绿豆皮多酚复合物（WS-MBPs）的

制备　将 2 g WS溶解于 5 mL乙醇的 MBPs（10%
w/w，基于淀粉干重）分散于 30 mL超纯水中，90 ℃、

150 r/min转速下搅拌加热 20 min，冷却，用 80%乙

醇溶液洗涤 2次，离心取沉淀后，真空冷冻干燥，得

WS-MBPs[18]。

 1.2.3   小麦淀粉-绿豆皮多酚复合物基抗性淀粉

（WS-MBPs-R）的制备　准确称取 60 mg α-淀粉酶

溶解于 10 mL乙酸-乙酸钠缓冲液中（0.02 mol/L，
pH6），搅拌 60 min后，6000 r/min离心去除载体物

质。随后向溶液中添加 10 mg α-葡萄糖苷酶，涡旋振

荡制备混合酶液。取 2 g WS-MBPs置于 40 mL缓

冲液中（0.02 mol/L，pH6），加入 1.5 mL上述混合酶

液，在 37 ℃、120 r/min条件下酶解 12 h，3000 r/min
离心 5 min后取沉淀，冷冻干燥后得到 WS-MBPs-
R[20]。以同样方法制备小麦淀粉基抗性淀粉（WS-R）
及小麦淀粉基抗性淀粉/绿豆皮多酚混合物（WS-
R/MBPs）。

 1.2.4   体外发酵实验　参考 Peng等[21] 的方法进行

体外发酵，并稍作修改。新鲜粪便样本由五位年龄

为 35~75岁的二型糖尿病患者提供。所有志愿者在

近三个月未服用任何抗生素或益生菌补剂。将所有

志愿者提供的粪便样本等量混合，加入改性生理盐水

（0.5 g/L半胱氨酸盐，0.9 g/L氯化钠）得 20%（w/v）
粪便悬液，通过 4层无菌纱布过滤，备用。设置阴性

对照组（不含碳源，Blank）、阳性对照组（WS-R、WS-
R/MBPs）和实验组（WS-MBPs-R），每组设置三个重

复。Blank组为 2 mL粪便悬液加入 8 mL基础培养

基（2 g/L蛋白胨、2 g/L酵母提取物、0.1 g/L氯化钠、

0.04 g/L磷酸氢二钾、0.04 g/L磷酸二氢钾、0.01 g/L
硫酸镁、0.01 g/L氯化钙、2 g/L碳酸氢钠、0.02 g/L
氯化血红素、0.5 g/L L-半胱氨酸盐酸盐、0.5 g/L猪

胆盐、1 mg/L刃天青、2 mL/L吐温 80及 10 μL维

生素 K1），WS-R、WS-R/MBPs及 WS-MBPs-R组在

此基础上分别加入 100 mg相应抗性淀粉样品。厌

氧发酵在 37 ℃ 下进行，在 0、4、8、12和 24 h时测

定 pH、产气量和还原糖含量。发酵液离心后将上清

液和沉淀置于−80 ℃ 冷冻保存。

 1.2.5   发酵液 pH、产气量和还原糖含量的测定　通

过 pH计测定不同时间点发酵液的 pH。插入刻度注

射器，根据刻度变化测定产气量。取 0.5 mL发酵上

清液，加入 2.5 mL DNS试剂，沸水浴 5 min，流水冷

却后，用去离子水定容至 5 mL，测定 520 nm处的吸

光值，代入标准曲线（y=9.67x−0.1588，R2=0.9991）计
算还原糖含量。

 1.2.6   SCFAs含量的测定　样品溶液经离心后取上

清液与 25 mmol/L 2-甲基丁酸混合（1:1，v/v），过
0.22 μm滤膜后进行气相色谱分析，通过与 SCFAs标
准品同时进样比对获得样品中各 SCFAs含量[22]。色

谱条件为：毛细管柱为 DB-FFAP柱（30 m×250 μm×
0.25 μm），初始柱温为 60 ℃，保持 2 min后，以 10 ℃/
min的速度加热至 150 ℃，载气为 N2，进样量 1 μL。

 1.2.7   WS-MBPs-R的多尺度结构表征

 1.2.7.1   微观结构　将样品固定后喷金，通过扫描电

子显微镜（Scanning electron microscopy，SEM）观察

发酵前后WS-MBPs-R的微观结构变化。

 1.2.7.2   短程有序结构　傅里叶变换红外光谱

（Fourier transform infrared，FT-IR）由红外光谱仪记

录。波长范围设置为 4000~500  cm−1，分辨率为

4 cm−1。此外，对 1200~800 cm−1 范围内光谱进行去

卷积，计算短程有序结构。

 1.2.7.3   结晶结构　使用 X射线衍射（X-ray diffrac-
tion，XRD）仪在 40 mA和 40 kV下评估样品晶体结

构。采用 Cu-Kα 为 X射线源，在 5°~50°的 2θ 范围

内进行扫描。使用 MDI Jade6.0软件通过峰拟合和

峰面积比计算，确定相对结晶度[23]。

 1.2.8   肠道菌群分析　采用 TGuide S96粪便 DNA
试剂盒（TIANGEN，Beijing，China）提取粪便样本的

基因组 DNA。使用正向引物（5′-ACTCCTACGGGA
GGCAGCA-3′）和反向引物（5′-GGACTACHVGGG
TWTCTAAT-3′）扩增细菌 16S rRNA V3~V4区域，

扩增子在 Illumina NovaSeq平台（Illumina，San Diego，
CA）上测序。使用朴素贝叶斯分类器结合比对的方

法对特征序列进行分类学注释，得到每个特征对应的

物种分类信息，进而在各水平上统计样品群落组成，

利用 QIIME软件生成不同分类水平上的物种丰度

表，再利用 R语言工具绘制成样品各分类学水平下
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的群落结构图。使用 QIIME2 2020.6软件评估样品

α 和 β 多样性指数。

 1.3　数据处理

所有实验均平行三次测定，数据以平均值±标准

误差表示。所使用的绘图软件为 Origin2021，采用

SPSS 26.0软件进行统计学分析，P<0.05被认为差异

有统计学意义。

 2　结果与分析

 2.1　发酵过程中 pH、产气量和还原糖含量分析

 2.1.1   pH分析　图 1展示了 Blank、WS-R、WS-R/
MBPs及 WS-MBPs-R组随发酵时间的 pH变化情

况。四组样品的初始 pH较为接近，Blank组发酵液

在发酵 4 h时由 7.72±0.10下降至 7.01±0.07，并达

到平衡。而WS-R、WS-R/MBPs和WS-MBPs-R组在

发酵 4 h时快速下降至 5.6±0.11，5.25±0.07和 5.05±
0.01，表明三种抗性淀粉可被糖尿病患者肠道菌群利

用，产生大量的有机酸和短链脂肪酸，进而导致

pH下降[24]。随着发酵时间延长，pH下降速度放缓，

直至 12 h后保持稳定，这可能是由于肠道内抗性淀

粉减少，积累的有机酸、短链脂肪酸又作为能量被

消耗导致 [24]。WS-MBPs-R组发酵液在各时间点

的 pH较 Blank、WS-R和 WS-R/MBPSs组显著降

低（P<0.05），这可能是因为 MBPs的复合使得 WS-
MBPs-R具有独特结构，增加了糖尿病患者肠道菌群

对该抗性淀粉的可及性[12]。
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图 1    体外发酵过程中 pH的变化
Fig.1    Changes in pH during in vitro fermentation

注：不同小写字母表示同一时间各组之间具有显著性差异
（P<0.05）；图 2~图 3同。
 

 2.1.2   产气量分析　体外发酵过程中的产气量通常

被认为是反映微生物对不同底物利用情况的重要

指标[25]。如图 2所示，WS-R、WS-R/MBPs及 WS-
MBPs-R组的产气量在发酵 4 h时快速上升，后基本

保持稳定，表明这三种抗性淀粉都能被糖尿病患者肠

道微生物群有效利用。其中，WS-MBPs-R组的产气

量最高，在发酵结束时达 8.6 mL，与 pH测定结果一

致。与 WS-R组相比，WS-R/MBPs组的产气量更

低，表明游离多酚的存在抑制了气体的产生。

 2.1.3   还原糖含量分析　由图 3可知，Blank组的还

原糖含量在发酵过程中缓慢下降，而三种抗性淀粉发

酵液中的还原糖含量呈先上升后下降趋势。体外发

酵 4 h时，WS-R、WS-R/MBPs及 WS-MBPs-R组的

还原糖含量分别为 1.42±0.02、1.67±0.04和 1.33±
0.03 mg/mL，这是因为抗性淀粉糖苷键在糖尿病患

者肠道微生物群作用下被破坏断裂，产生大量具有还

原端的短链还原糖[26]。随着发酵时间的进一步增加，

肠道微生物快速繁殖，大量消耗和利用这些还原糖，

导致其还原糖含量减少[27]。这种先上升后下降的变

化模式在铁皮石斛多糖、苹果渣低聚木糖等多糖发

酵液中也被观察到[28−29]。值得注意的是，在发酵 12 h
后，WS-MBPs-R组的还原糖含量显著高于 WS-R和

WS-R/MBPs组（P<0.05），表明仍有大量可利用的还

原糖，这说明肠道糖尿病患者肠道菌群可能对 WS-
MBPs-R有更高的利用率。

 2.2　SCFAs含量分析

SCFAs是抗性淀粉肠道发酵的代谢产物，主要

包括乙酸、丙酸和丁酸。越来越多的证据表明，

SCFAs可能通过促进胰岛素分泌、提高胰岛素敏感

性、激活肠道糖异生、增加能量消耗、减少脂肪积聚

和炎症等机制在 T2DM的发生发展中发挥重要作

用[30]。表 1展示了体外发酵过程中不同时间点产生

的乙酸、丙酸、丁酸及总酸含量。总体而言，三种抗

性淀粉发酵均促进了 SCFAs的产生，总酸浓度在发

酵过程中不断增加，尤其是 WS-MBPs-R组，其总

酸浓度在发酵 24 h后达到 246.51±3.01 mmol/L，比
Blank组（62.29±1.56 mmol/L）高 2.96倍。Liu等[14]
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图 2    体外发酵过程中产气量的变化

Fig.2    Changes in gas production during in vitro fermentation
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Fig.3    Changes in reduced sugar content during in vitro
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也报道了类似的结果，与普通抗性淀粉及混合物相

比，大米淀粉-阿魏酸复合物基抗性淀粉作为微生物

碳源表现出更优异的产 SCFAs性能。Blank、WS-R、
WS-R/MBPs及 WS-MBPs-R组发酵液中乙酸浓

度持续上升，发酵 24 h后，分别达到 46.09±0.90、
167.95±2.30、 164.58±0.55和 192.55±1.12  mmol/L。
据报道，乙酸有利于改善肠道屏障功能，降低粘

膜通透性，抑制体脂和肝脏脂质积聚 [31]。WS-R、
WS-R/MBPs及 WS-MBPs-R的发酵促进了丙酸的

生成，在发酵结束时较 Blank组分别增加了 60.43%、

65.22%及 108.70%。丙酸具有增加胰岛素释放、维

持 β 细胞功能、改善脂肪组织炎症等作用[32]。丁酸

作为研究最广泛的 SCFA，可以通过促进能量消耗和

刺激线粒体功能来提高胰岛素敏感性[33]。它还可以

激活肠道糖异生以改善葡萄糖稳态。此外，促进糖原

代谢、增强肠屏障完整性和减轻炎症等也是丁酸改

善 T2DM的机制[30]。三种抗性淀粉的发酵均促进了

丁酸的产生，且WS-MBPs-R组发酵液中丁酸浓度在

整个发酵过程中始终高于其他两组。在发酵 24 h
时，三种抗性淀粉发酵液中丁酸含量排序为：WS-
MBPs-R组（39.56±0.55  mmol/L）>WS-R组（27.15±
0.42 mmol/L）>WS-R/MBPs组（25.47±0.31 mmol/L）。
上述结果表明，利用 WS-MBPs-R作为底物进行发

酵能产生更多的 SCFAs，具有更好的益生性。

 2.3　抗性淀粉发酵对糖尿病人群肠道菌群的影响

 2.3.1   α 及 β 多样性分析　为探究三种抗性淀粉对

糖尿病人群肠道微生物群组成和丰度的影响，在发

酵 24 h后进行了 16S rRNA测序。反映菌群丰富度

（Chao1和 ACE）和群落多样性（Shannon和 Simpson）
的 α 指数如图 4A~图 4D所示。WS-R、WS-R/MBPs
和WS-MBPs-R组中上述指标均显著降低，推测可能

是由于一些有效利用抗性淀粉及其代谢产物的特定

分类群的相对丰度增加所致，在其他研究中也出现了

类似现象[34−35]。β 多样性分析侧重于不同样本之间

的差异性。如图 4E所示，在基于 OTU水平的主成

分分析（Principal Components Analysis，PCA）中，提

取的两个主要成分占总方差的 95.60%（PC1：81.29%
和 PC2：14.31%）。四组样品间彼此分离，表明 WS-
R、WS-R/MBPs和 WS-MBPs-R发酵均显著影响了

肠道微生物的组成，且由于淀粉结构差异的存在，三

种抗性淀粉对菌群的调控效果有所区别。主坐标分

析（Principal Coordinates Analysis，PCoA）分析（图 4F）
也显示了类似的结果。

 2.3.2   肠道菌群结构分析　在门水平上，所有样本均

由拟杆菌门（Bacteroidota，31%~43%）、厚壁菌门

（Firmicutes，25%~34%）、变形菌门（Proteobacteria，
10%~18%）、放线菌门（Actinobacteriota，9%~20%）、

梭杆菌门 （ Fusobacteriota， 0%~9%）及脱硫菌门

（Desulfobacterota，0%~1%）等组成（图 5A）。据报

道，拟杆菌门在健康个体中的丰度更高，而厚壁菌门

在 T2DM患者中的比例更大[36−37]。经 WS-R、WS-
R/MBPs和 WS-MBPs-R发酵后，拟杆菌门的相对丰

度从 31.42%分别增加到 42.55%、42.43%和 42.68%，

而厚壁菌门的相对丰度从 33.73%降低到 27.23%、

25.59%和 25.50%。厚壁菌门与拟杆菌门之比（F/B）
是 T2DM的重要标志物，与葡萄糖耐量呈负相关[38]。

各样品组 F/B值顺序为：WS-MBPs-R<WS-R/MBPs<
WS-R<Blank，表明 WS-MBPs-R更有助于改善糖尿

病患者的肠道菌群结构。

在属水平上，Prevotella_9、Escherichia_Shige-
lla、Bacteroides、Collinsella、Megamonas、Bifidobac-
terium、 Alistipes、 Megasphaera、 [Ruminococcus]_

 

表 1    体外发酵过程中产生的短链脂肪酸含量（mmol/L）
Table 1    Contents of produced short-chain fatty acids (SCFAs) during in vitro fermentation (mmol/L)

SCFAs 组别
时间（h）

4 8 12 24

乙酸

Blank 34.19±0.97d 41.60±2.55c 43.73±1.04d 46.09±0.90d

WS-R 112.44±1.02c 142.60±3.67b 154.23±1.66b 167.95±2.30b

WS-R/MBPs 115.60±1.04b 140.96±1.02b 140.48±3.99c 164.58±0.55c

WS-MBPs-R 156.61±2.51a 179.55±1.31a 183.73±1.71a 192.55±1.12a

丙酸

Blank 4.34±0.08c 5.11±0.13d 5.28±0.06d 6.90±0.08d

WS-R 8.01±0.10b 10.89±0.07b 10.81±0.08c 11.07±0.02c

WS-R/MBPs 8.27±0.05b 10.26±0.13c 11.07±0.17b 11.40±0.11b

WS-MBPs-R 10.49±0.31a 12.69±0.07a 13.03±0.10a 14.40±0.05a

丁酸

Blank 7.88±0.18c 8.57±0.43d 9.08±0.36d 9.30±0.11d

WS-R 22.44±0.60b 22.85±0.31c 23.75±0.18c 27.15±0.42b

WS-R/MBPs 22.64±0.35b 24.27±0.13b 24.90±0.62b 25.47±0.31c

WS-MBPs-R 33.57±0.31a 37.81±0.72a 38.16±0.11a 39.56±0.55a

总酸

Blank 46.41±0.32d 55.28±0.55c 58.10±0.64d 62.29±1.56d

WS-R 142.90±2.31c 176.34±1.00b 188.79±3.12b 206.17±1.87b

WS-R/MBPs 146.51±1.24b 175.49±2.06b 176.44±2.01c 201.44±1.88c

WS-MBPs-R 200.67±2.22a 230.04±4.12a 234.91±3.22a 246.51±3.01a

注：不同小写字母表示同一时间各组之间具有显著性差异（P<0.05）。
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torques_group及 Fusobacterium 是丰度前 10的属

（图 5B）。WS-R、WS-R/MBPs和 WS-MBPs-R发酵

显著促进了 Prevotella_9的生长，相较 Blank组分别

增加了 7.00、7.22和 6.25倍。Prevotella 可以通过
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图 4    微生物 α（A~D）和 β（E~F）多样性分析

Fig.4    Analysis of microbial α (A~D) and β (E~F) diversity
注：不同小写字母表示各组之间具有显著性差异（P<0.05）。
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Fig.5    Relative abundance of gut microbiota at phylum (A) and genus (B) level
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法尼醇 X受体信号传导维持葡萄糖稳态，并增强胆

汁酸代谢[39]。另一项临床研究表明，Prevotella 促进

了葡萄糖代谢，减轻了 Bacteroides 引发的葡萄糖不

耐受[40]。Escherichia_Shigella 是 T2DM患者中常见

有害菌，WS-R和 WS-MBPs-R发酵降低了该菌的相

对丰度。三种抗性淀粉组中 Megamonas 的丰度均

有所上升，据报道其可以发酵碳水化合物产生乙酸、

丙酸和乳酸等有机酸，并可通过减轻炎症损伤缓解糖

尿病[41]。Bifidobacterium 与 T2DM的负相关性已被

广泛报道，尽管其并未单独用于治疗 T2DM，但多项

动物研究证实，该属下的几个种（B. bifidum、B. lon-
gum、B. infantis、B. animalis、B. pseudocatenulatum、

B. breve）都具有改善葡萄糖耐量的能力[7]。Bifido-
bacterium 的相对丰度经WS-R、WS-R/MBPs和WS-
MBPs-R发酵后分别达到 10.89%、4.53%及 6.32%。

Alistipes 的相对丰度经三种抗性淀粉发酵后有所下

降。Wang等[42] 研究发现食用西兰花可溶性膳食纤

维减轻了高脂饮食诱导小鼠的葡萄糖耐受不良及氧

化应激，改善了菌群结构，其中 Alistipes 数量减少，

我们的研究结果与之一致。  Fusobacterium 与

T2DM的发生发展显著相关[43]，经三种抗性淀粉发

酵后呈下降趋势。总体而言，上述结果表明，WS-
MBPs-R有望作为益生元调节肠道微生物组成。

 2.4　发酵过程中抗性淀粉的多尺度结构变化

为进一步探究糖尿病人肠道菌群对 WS-MBPs-
R的酵解模式，分析了发酵过程中 WS-MBPs-R微观

结构、短程有序结构及结晶结构的变化情况。

 2.4.1   微观结构　在发酵过程中，肠道微生物产生的

酸和酶等会侵蚀抗性淀粉颗粒，造成颗粒微观结构的

破坏。图 6为 WS-R、WS-R/MBPs和 WS-MBPs-R
发酵前后的 SEM图。三种抗性淀粉的微观结构在

发酵后都发生了明显的变化，整体表现为疏松多孔的

块状物或聚集体。发酵前 WS-R结构较为完整，发

酵后分裂为多个不规则的小块；WS-R/MBPs在发酵

后表面出现明显的侵蚀痕迹，呈多孔结构；而 WS-
MBPs-R经菌群发酵后由致密块状物解体形成松散

的聚集体。综上所述，三种抗性淀粉的微观结构在发

酵过程中均被破坏，表明三者皆可被肠道微生物所利

用，且WS-MBPs-R的发酵效率最高。

 2.4.2   短程有序结构　如图 7A显示，3700~3000 cm−1

处的宽频带为-OH的伸缩振动峰，1200~800 cm−1 范

围内的吸收带与-C-OH、-C-C和-C-H相关[18]。发酵

前后 WS-MBPs-R吸收峰的位置和形状相似，没有

出现新的吸收峰，表明微生物发酵没有改变抗性淀粉

的官能团。但吸收峰强度发生了变化，特别是与淀粉

结构相关的 1200~800 cm−1 范围内的吸收峰。在去

卷积红外光谱中，1045 cm−1 和 1022 cm−1处的吸收

峰分别代表了结晶区和无定形区，R1045/1022 值反映

了淀粉的短程有序结构[16]。由表 2可知，WS-MBPs-
R的 R1045/1022 值随发酵的进行不断增加，表明其短

程结构有序度增加，这是因为微生物在发酵过程中优

先消耗了淀粉的无定形区域[44]。其他研究也得到了类

似结论，Zeng等[45] 报道称经 Bifidobacterium longum
和 Lactobacillus delbrueckii sub sp. Bulgaricus 发酵

后，莲子抗性淀粉的 R1045/1022 值增加，表明在发酵过

程中，淀粉样品的有序结构随着无定形区的减少而

逐渐增加。玉米淀粉的 R1045/1022 值也在 Aspergillus
oryzae var. oryzae 作用下持续增加，在发酵 96 h时

达到峰值，表明发酵前期随着无定形区域的减少，短

程有序结构增加[46]。
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图 7    不同发酵时间下WS-MBPs-R的 FT-IR（A）
和 XRD（B）图谱

Fig.7    FT-IR (A) and XRD (B) spectra of WS-MBPs-R
at different fermentation times

 

 2.4.3   结晶结构　图 7B为WS-MBPs-R在不同发酵

时间点的 XRD图谱。前期研究结果表明，MBPs可
插入淀粉螺旋空腔内，从而使WS-MBPs复合物展现

出典型 V型结晶结构[18]。而消化后的 WS-MBPs-R
在 17°和 19.8°处出现衍射峰，表明其具有 A/B+V型

结晶结构。这可能是因为复合物在淀粉酶作用下被

 

WS-R发酵前

WS-R发酵后 WS-R/MBPs发酵后

WS-R/MBPs发酵前 WS-MBPs-R发酵前

WS-MBPs-R发酵后

图 6    三种抗性淀粉发酵前后的电镜图

Fig.6    SEM images of 3 kinds of resistant starches before
and after fermentation
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破坏，游离的淀粉重结晶后形成 A型或 B型晶体。

WS-MBPs-R的结晶度随着发酵时间的延长而增加

（表 2），这表明肠道微生物优先进攻非晶区域，同时，

淀粉在发酵过程中发生重排，形成部分重结晶[12]。类

似地，在较长时间发酵后，莲子抗性淀粉和玉米淀粉

的结晶度也有所提高[45,47]。

 3　结论
本研究评估了 WS-MBPs-R对糖尿病患者的肠

道益生性，并通过发酵过程多尺度结构的变化探究了

肠道菌群对WS-MBPs-R的酵解模式。发酵 24 h后，

WS-MBPs-R组发酵液的 pH相较于 Blank、WS-R
和 WS-R/MBPs组最低，产气量和还原糖含量最高。

三种抗性淀粉发酵均促进了乙酸、丙酸、丁酸及总

SCFAs的产生，其中以 WS-MBPs-R的效果最好。β
多样性分析显示，WS-R、WS-R/MBPs和WS-MBPs-
R发酵均显著影响了肠道微生物的组成，且由于淀粉

结构差异的存在，三种抗性淀粉对菌群的调控效

果有所区别。WS-MBPs-R发酵促进了 Prevotella、
Bifidobacterium 等有益菌的增殖，并抑制了 Escheri-
chia_Shigella、Fusobacterium 等有害菌的生长。多

尺度结构表征显示，发酵后 WS-MBPs-R由致密块

状物解体形成松散的聚集体，其短程有序结构和总结

晶度随发酵时间的延长不断增大，表明肠道微生物优

先进攻抗性淀粉的无定形区。WS-MBPs-R具有改

善糖尿病人群肠道菌群及其代谢产物的潜能，为降糖

功能食品的设计开发提供理论支撑。
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表 2    不同发酵时间下WS-MBPs-R的 R1045/1022 值和总结晶度

Table 2    R1045/1022 value and total crystallinity of WS-MBPs-R at different fermentation times

项目 0 h 4 h 8 h 12 h 24 h

R1045/1022 0.520±0.028d 0.696±0.073c 0.748±0.011bc 0.829±0.032b 1.037±0.086a

总结晶度（%） 5.39±0.03e 8.57±0.13c 7.49±0.04d 9.26±0.06b 9.62±0.02a

注：同行不同小写字母表示样品在不同发酵时间下具有显著性差异（P<0.05）。
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