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摘 要

在当前社会背景下，肥胖危机正成为一个全球性的健康难题，迫切需要制定

新的有效干预措施来应对这一挑战。本研究聚焦豆渣这一物质，探讨了通过微生

物发酵改善其营养与功能性质，进一步研究了其在对抗高脂饮食诱导的小鼠肥胖

及其通过调节肠道菌群和色氨酸代谢来缓解肥胖的潜力。研究的主要内容如下：

（1）基于 LC-MS 代谢组学分析 Bacillus subtilis DC-15 发酵豆渣的营养和功

能特性。共鉴定出了 761 种差异代谢物，其中氨基酸、二肽、脂肪酸、小分子糖

和维生素等有益健康的营养和功能性成分的丰度最高。根据 KEGG代谢途径分析，

485种代谢物被富集到代谢相关通路，包括 37种碳水化合物代谢物，79种氨基酸

代谢物和 22种脂质代谢物，涉及能量代谢、脂质代谢和氨基酸代谢。这表明通过

发酵可以提高豆渣的营养和功能活性，彰显了其潜在的健康促进机制。

（2）通过建立小鼠高脂饮食诱导的肥胖模型，探索发酵豆渣对肥胖的干预效

果。结果表明，与高脂饮食组相比，经过 10周的豆渣和发酵豆渣膳食干预，显著

改善了肥胖小鼠的体重、血糖、血脂及血液生化指标，保护了肝功能，调节了炎

症因子，改善了肝脏组织形态，增加了短链脂肪酸的产生，提高了瘦素水平，显

示出其对减轻肥胖及其并发症的强大潜力。

（3）深入分析了发酵豆渣干预肥胖的机制，尤其是其对肠道微生态系统和色

氨酸代谢的影响。研究发现，肥胖导致的肠道菌群紊乱通过发酵豆渣膳食得到显

著逆转。色氨酸代谢组学分析显示，高脂饮食干扰了色氨酸代谢，而发酵豆渣膳

食干预能够调节色氨酸代谢通路，增加吲哚类物质（IAAld、IAld、IA、IAA、和

IEt）的水平。进一步探索表明，通过促进 IL-22和 AhR的表达，吲哚类化合物可

能作为 AhR的配体，从而有效对抗高脂饮食引起的炎症与代谢失衡。这种肠道菌

群与色氨酸代谢物之间的相互作用为理解肠道微生态与宿主健康的复杂关系提供

了新视角。

综上所述，本研究不仅为发酵豆渣在食品和营养学领域的应用提供了新的科

学依据，也为通过膳食干预管理肥胖和提升健康提供了新策略，具有重要的理论

意义和应用前景。

关键词：豆渣；发酵；肥胖；肠道菌群；色氨酸代谢
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ABSTRACT

In today’s world, the obesity crisis is becoming a global health challenge, urgently

requiring the development of new and effective intervention measures to address this

issue. This study focuses on okara, exploring the improvement of its nutritional and

functional properties through microbial fermentation, further investigating its potential

in combating high-fat diet-induced obesity in mice and alleviating obesity by regulating

gut microbiota and tryptophan metabolism. The main contents of the study are as

follows:

(1) Nutritional and functional characteristics of okara fermented with Bacillus subtilis

DC-15 were analyzed based on LC-MS metabolomics. A total of 761 differential

metabolites were identified, among which amino acids, dipeptides, fatty acids, small

molecule sugars, and vitamins were the most abundant beneficial nutritional and

functional components. According to KEGG metabolic pathway analysis, 485

metabolites were enriched in metabolic-related pathways, including 37 carbohydrate

metabolites, 79 amino acid metabolites, and 22 lipid metabolites, involving energy

metabolism, lipid metabolism, and amino acid metabolism. This indicates that

fermentation can enhance the nutritional and functional activity of okara, highlighting

its potential health promotion mechanisms.

(2) The intervention effect of fermented okara on obesity was explored by

establishing a mice model of high-fat diet-induced obesity. Results showed that after 10

weeks of intervention with soybean dregs and fermented okara diets, significant

improvements were observed in the body weight, blood glucose, blood lipids, and blood

biochemical markers of obese mice, protecting liver function, regulating inflammatory

factors, improving liver tissue morphology, increasing short-chain fatty acid production,

and raising leptin levels, demonstrating its strong potential in reducing obesity and its

complications.

(3) The mechanism of fermented okara intervention in obesity was analyzed in depth,

especially its impact on the intestinal microecosystem and tryptophan metabolism. The

study found that the intestinal microbial disorder caused by obesity was significantly

reversed by the fermented okara diet. Tryptophan metabolomics analysis showed that

the high-fat diet disturbed tryptophan metabolism, while fermented okara diet

intervention could regulate the tryptophan metabolism pathway, increasing the levels of

indole compounds (IAAld, IAld, IA, IAA, and IEt). Further exploration revealed that
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indole compounds, possibly acting as AhR receptor ligands by promoting the expression

of IL-22 and AhR, could effectively combat inflammation and metabolic imbalance

caused by a high-fat diet. This interaction between gut microbiota and tryptophan

metabolites offers a new perspective for understanding the complex relationship

between the gut microbiome and host health.

In conclusion, this study not only provides new scientific evidence for the application

of fermented okara in the field of food and nutrition but also offers new strategies for

managing obesity and enhancing health through dietary intervention, bearing significant

theoretical significance and application prospects.

KEYWORDS: Okara; Fermentation; Obesity; Gut microbiota; Tryptophan metabolites
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第一章 引言

1

第一章 引言

1.1 大豆豆渣的资源化利用

豆渣发酵是指利用微生物将豆渣中的有机成分进行生物转化的一种过程。这

种方法可以提高豆渣的营养价值和消化率，同时减少某些抗营养因子，使其成为

一种更加适合人类和动物消费的产品。发酵后的豆渣可以用作动物饲料、土壤改

良剂或作为食品的成分。

1.1.1 大豆及豆渣

大豆（Glycine max）是一种重要的油料作物和蛋白质来源，含有大量的必需

氨基酸、不饱和脂肪酸、维生素和矿物质[1, 2]。在大豆加工过程中，通过提取豆油

和豆浆，可以产生大量的副产品，即豆渣[3]。如表 1.1，豆渣含有丰富的膳食纤维、

蛋白质以及其他有益成分，其中豆渣中的蛋白质含量较高，达到 18.20 g/100 g，这

使得豆渣成为植物性蛋白的良好来源，对于素食者和寻求替代动物蛋白源的人来

说尤为重要；另外脂肪含量为 6.81 g/100 g，这表明豆渣含有一定量的脂肪，但其

含量并不高；同时豆渣的膳食纤维含量非常高，达到 64.8 g/100 g，粗纤维含量较

高，为 19.7 g/100 g[4]。高纤维含量使得豆渣成为增强饱腹感、改善肠道健康的优

质食材[5]。同时也含有一些抗营养素，如植酸盐、胰蛋白酶抑制剂等[6]。现代研究

表明通过各种物理和酶处理方法揭示豆渣（大豆残渣）中隐藏的营养成分，并结

合微生物发酵技术以扩展其食品应用，可以促进豆渣的回收利用[7]。

表 1.1 豆渣中营养物质的含量

Tab 1.1 Nutrient content of okara

水分/

（g/100 g）

灰分/

（g/100 g）

蛋白质/

（g/100 g）

脂肪/

（g/100 g）

膳食纤维/

（g/100 g）

粗纤维/

（g/100 g）

碳水化合

物/

（g/100 g）

能量/

（KJ/100
g）

5.67 ± 0.13 3.11 ± 0.10 18.20 ± 0.30 6.81 ± 0.30 64.8 ± 0.30 19.7 ± 0.40 1.42 ± 0.11
1126.00 ±
9.00

1.1.2 豆渣资源的传统利用方式

1.1.2.1 豆渣充当食品/饲料

豆渣由于其高蛋白质和膳食纤维含量，可以被直接加工成各种食品，如豆渣

饼干[8]、豆渣面包[9]等，这些食品不仅营养丰富，而且豆渣作为食品添加可以增加
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食物的多样性，为人们的餐桌带来更多选择和风味。

此外，豆渣作为一种低成本的蛋白质来源，常被用作畜禽饲料，提高了饲料

的营养价值和消化率[10]。在某些农场，豆渣直接用作牲畜的粗饲料，或与其他饲

料混合提供，既减少了饲料成本，又提升了资源的循环利用率。

1.1.2.2 豆渣的微生物发酵

豆渣的发酵利用是一种传统且有效的方式，通过微生物发酵过程不仅可以进

一步提升豆渣的营养价值，还能够产生新的食品或饲料产品。发酵过程通常涉及

微生物的活动，这些微生物可以分解豆渣中的纤维素、蛋白质等大分子物质，转

化为更易于人体吸收的形式，同时也可以产生一些具有特殊风味或健康益处的代

谢产物。

豆渣的微生物发酵通过选用特定的微生物菌株来促进豆渣中营养物质的转化

和分解，进而产生具有营养价值或功能性的新型产品。发酵过程中常用的微生物

包括乳酸菌、枯草芽孢杆菌、酵母菌和曲酶等等，它们各自有着特定的作用和优

势。乳酸菌是发酵豆渣中最常用的一类细菌，能够产生乳酸，降低 pH值，从而抑

制有害微生物的生长。此外，乳酸菌还能够分解豆渣中的植物纤维和蛋白质，提

高其营养价值和可消化性[11]。枯草芽孢杆菌能够产生大量的蛋白酶，促进豆渣中

蛋白质的分解，增加发酵产品的氨基酸含量[12]。酵母菌可以利用豆渣中的糖分进

行发酵，产生乙醇、二氧化碳和一系列风味物质，酵母菌发酵的豆渣可用于生产

发酵面包、饲料添加剂等[13]。曲霉在亚洲传统发酵食品中使用广泛，如酱油和豆

豉等，能够产生一系列的酶，如蛋白酶和淀粉酶，促进豆渣中复杂营养成分的分

解，提高最终产品的风味和营养价值[14]。

1.1.3 豆渣资源的新型利用方式

随着科技进步和对可持续发展的追求，豆渣的利用方式正在发生变革，人们

探索出多种新型利用方式，以提升其经济和环保价值。以下是几种创新的利用路

径：

1.1.3.1 大豆膳食纤维的开发

高纤维食品添加剂：王昌陵和李盛有[15]利用豆渣中丰富的膳食纤维，开发其

作为高纤维成分的食品添加剂，用于烘焙食品、肉制品等，旨在提高食品的营养

价值和健康效益。

功能性膳食纤维：Fan等[16]研究发现，经过特定处理的豆渣膳食纤维具有改善

肠道健康、控制血糖等功能性特点，可以作为健康食品或营养补充剂，满足市场

对健康营养产品的需求。
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1.1.3.2 发酵豆渣作功能食品

益生元和益生菌载体：发酵豆渣中富含的营养成分可以作为益生元，促进肠

道有益菌群的增长[17]；同时，它也可以作为益生菌的载体，用于制备功能性酸奶、

饮料等产品[18]。

生物活性肽的来源：Zhu等[19]通过微生物发酵，将豆渣中的蛋白质分解成具

有抗氧化、降血压等生物活性的小肽，这些生物活性肽可以进一步用于开发新型

功能食品或药品。

1.1.3.3 生物质能源的生产

豆渣作为一种生物质资源，可以通过厌氧消化等方式转化为生物燃气，如甲

烷，为生产可再生能源提供原料。通过酶解和发酵过程，豆渣中的碳水化合物可

以转化为生物乙醇，可作为一种绿色能源，有助于减少对化石燃料的依赖[20]。

1.1.3.4 生态包装材料

杜磊等人[21]利用豆渣中的纤维素和其他有机物质，开发生物降解塑料，这种

新型材料可以在自然环境中快速分解，减少塑料污染，对环境友好。

通过这些新型利用方式，豆渣的价值得到了充分的挖掘和提升，不仅促进了

农业副产品的高值化利用，还为环境保护和可持续发展做出了贡献。

1.2 肠道菌群与宿主肥胖

1.2.1 肥胖的流行病学背景与影响

在过去几十年内，与肥胖相关的健康问题已经从一个被局限于高收入国家的

现象，转变为一个全球性的难题[22]。根据世界卫生组织（WHO）的统计，自 1975

年以来，全球肥胖率近乎激增三倍[23]。2016年数据显示，全球有超过 19亿成年人

超重，其中超过 6亿人被归类为肥胖[24]。不仅成年人，儿童肥胖的增加也令人忧

心，这预示着肥胖可能对下一代人的健康造成长期影响[25]。

肥胖之所以成为公众关注的焦点，其中一个重要原因是它与多种非传染性疾

病之间存在的密切关联[26]。研究表明，体质指数（BMI）的增加与心血管疾病、2

型糖尿病和多种癌症的风险呈现明显正相关[27-29]。2021年的一项研究报告显示，

肥胖与早死率增加有关，肥胖患者的平均寿命明显缩短。此外，最近的研究发现，

肥胖增加了发生严重精神健康问题的概率，包括抑郁和焦虑。

肥胖带来的经济负担也不容忽视。根据国际健康经济学会（iHEA）公布的报

告，肥胖直接相关的医疗费用成为全球卫生开支的一个大比例。进一步地，由于

肥胖造成了不良的身体健康状况影响工作效率，产生了每年数十亿美元的间接花

费，例如病假和生产力损失[30, 31]。
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尽管这种趋势具有普遍性，但肥胖流行的原因却是复杂多样的。近年的研究

揭示了除传统的饮食习惯和运动不足之外的多种因素。例如，一个由美国国立卫

生研究院（NIH）资助的研究提示，肠道微生物群的组成可能在决定个体对食物代

谢的方式上发挥作用，进而影响到肥胖的发生率[32, 33]。此外，正在进行的多中心

研究正试图绘制肥胖人群的全基因组关联图谱，以识别与肥胖相关的遗传标记

[34-36]。

综上所述，肥胖在全球范围内已成为不容忽视的健康问题。随着肥胖病例的

不断上升，对其流行病学背景的深入研究变得至关重要。通过这些研究不仅可以

加深我们对肥胖病理学的理解，更为公共卫生政策制定提供了数据支持，有助于

制定有效的预防和治疗策略，以应对这一令人忧虑的全球健康挑战。

1.2.2 肠道菌群代谢与肥胖的关系

肠道菌群与肥胖的关系是一个复杂但紧密相连的领域，涉及多个机制和代谢

途径。通过对肥胖症中肠道菌群活性与宿主代谢相关的作用机制的分析，我们可

以更深入地理解其间的联系。以下是几个关键点：

图 1.1 肥胖症中肠道菌群活性与宿主代谢相关的作用机制

Fig 1.1 Mechanisms of action of gut flora activity in obesity related to host metabolism
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（1）短链脂肪酸（SCFAs）

短链脂肪酸（SCFAs）是由某些肠道细菌通过碳水化合物发酵过程产生的。乙

酸、丙酸和丁酸是主要的 SCFAs产物，其大致的摩尔比例为 60 : 20 : 20[37]。这些

SCFAs调节肠腔 pH值和粘液的产生，为上皮细胞提供燃料，并调节黏膜免疫功能。

此外，它们还可以进入全身循环，并直接影响代谢或外周组织的功能[38]。尽管

SCFAs提供了直接的额外卡路里来源，但 SCFAs的增加被认为通过减少肝脏的葡

萄糖和脂质产生有益于体系的能量调节。此外，SCFAs可在结肠中刺激厌食激素

PYY和 GLP1的分泌，通过激活游离脂肪酸受体 2（FFAR2）和游离脂肪酸受体 3

（FFAR3）来促进肠-脑轴信号传导，从而调节免疫、肠道传输时间、炎症和代谢

（图 1.1）[39-41]。

在啮齿类动物中进行的给药研究显示，SCFAs对于减轻体重、预防体重增加

或减缓体重增加的有益效果；且一系列研究表明，增加结肠中的丙酸可以通知调

节超重成人的食欲防止体重增加，这表明增加 SCFAs的产生可作为预防肥胖的一

种有价值的策略[42, 43]。

（2）胆汁酸

当食物被摄入时，初级胆汁酸，如胆酸和鹅去氧胆酸，被释放到小肠中，促

进饮食脂肪和脂溶性维生素的吸收[44]。此外，胆汁酸作为信号分子，被认为是全

身代谢的关键调节因子，例如它与核激素受体[45]、维生素 D受体[46]、孕激素 X受

体[47]、组成型雄烷受体[48]和膜受体[49]的相互作用可以调节 PYY、GLP1和成纤维

细胞生长因子的分泌，促进胆固醇代谢和全身能量消耗。

在肠腔中，胆汁酸作为肠道菌群生物转化的底物，通过胆盐水解酶（BSH）

去除氨基酸残基，以及通过去羟基化、氧化或外聚化进行进一步代谢为次级胆汁

酸，包括脱氧胆酸、石胆酸和熊脱氧胆酸（人类的次级胆汁酸，啮齿动物的初级

胆汁酸）[44, 50, 51]。肠道菌群代谢改变了胆汁酸的生物利用度和生物活性，从而影

响胆汁酸参与的代谢反应。故此，肠道菌群与胆汁酸的相互作用被认为是限制卡

路里摄入后体重反弹的原因之一。此外，极低热量饮食引起的减肥已被证明可以

增加肥胖和胰岛素抵抗个体的餐后脱氧胆酸水平，减少静息能量消耗[52, 53]。

（3）内源性大麻素

内源性大麻素系统由不同的生物活性的脂质组成，这些脂质在几乎所有细胞

和器官中都有表达。它们具有多种调节作用，包括控制能量、葡萄糖和脂质代谢，

同时也通过激活多种受体，在免疫和炎症中发挥作用[54, 55]。2010年，内源性大麻

素系统和其他相关的生物活性脂质和受体首次被证明受肠道微菌群的调节，从而

代表了肠道菌群通过另一机制对肠道屏障施加控制（图 1.1）[56, 57]。此外，无菌小

鼠或常规小鼠，无论是瘦型还是肥胖和 T2DM模型，都显示出具有特定的肠道菌
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群和内源性大麻素系统。反过来，宿主的内源性大麻素系统也可以调节肠道菌群

的组成和活性，并通过肠-脑轴调节脂肪组织褐变、能量消耗和食物摄入[58, 59]。

（4）色氨酸代谢物和 AhR配体

肠道菌群衍生的色氨酸分解代谢物在几个模型中与食欲调节有关（图 1.1）。

色氨酸是一种必需氨基酸，用于蛋白质合成[60]。此外，色氨酸在肠道菌群对体重

和代谢的影响中起着关键作用，有研究表明，色氨酸和相关代谢物能够向局部（肠

粘膜）和远处器官（包括大脑）发出信号[61, 62]。几种肠道菌群衍生的色氨酸代谢

物，如色胺、吲哚-3-乙酸和吲哚-3-丙酸，是芳烃受体（AhR）的天然配体，是环

境和生理信号的传感器，也是肠道屏障完整性、免疫和代谢的有效调节剂[63]。

代谢综合征患者的粪便样本显示色氨酸代谢物水平低，这种表型与 AhR活性

降低有关。肠道菌群产生 AhR配体的能力下降导致粘膜屏障完整性缺陷和 GLP1

分泌减少（图 1.1），最终可能促进代谢综合征、T2DM、BMI升高和高血压的发

生[64, 65]。

（5）脂多糖（LPS）

2007年，在肥胖的背景下，特定的细菌成分如脂多糖（LPS）被确定为源自

肠道菌群的循环炎症因子[66]。脂多糖在高脂饮食小鼠中引起的低度炎症和胰岛素

抵抗的能力导致了代谢性内毒素血症的概念[67]。

重要的是，代谢性内毒素血症现在被认为是一系列慢性疾病的病理特征，包

括肥胖、2型糖尿病、非酒精性脂肪性肝病、慢性肾病和动脉粥样硬化[68]。随后，

来自某些细菌的 LPS被发现通过拮抗 toll样受体促进代谢有益的内毒素血症状态，

从而抵消代谢有害的内毒素血症[69]。且来自不同类型细菌的 LPS可以相互作用，

因此，在评估对宿主代谢的影响时，应考虑这些相互作用。

1.2.3 色氨酸代谢在肠道菌群中的角色

色氨酸是一种必需的芳香氨基酸，由一个β碳连接到一个吲哚基团的 3位。在

20种常见的典型氨基酸中，色氨酸是分子量最大的。虽然色氨酸是蛋白质和细胞

中含量最少的氨基酸，但它是大量微生物和宿主代谢产物的生物合成前体[70]。

膳食色氨酸可被肠道微生物群直接转化为 AhR配体，能够调节局部和远处宿

主功能，包括免疫稳态和屏障生理。肠道微生物群也影响产生犬尿氨酸的通路，

该通路在炎症机制、免疫反应和神经生物学功能中起关键作用[71]。外周肠嗜铬细

胞产生的血清素也受到肠道微生物群的影响。肠道产生的血清素有许多局部作用，

比如刺激肠道运动，而且，即使它没有穿过血脑屏障，肠道菌群也会通过调节色

氨酸和色胺的可用性间接影响中枢血清素途径[71]（图 1.2）。
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图 1.2 肠道菌群调控下的宿主生理中的色氨酸代谢

Fig 1.2 Tryptophan metabolism in host physiology regulated by intestinal flora

色氨酸在肠道中的代谢主要有三种途径（图 1.3）。①肠道微生物群将色氨酸

直接转化为几种分子，包括 AhR的配体；②免疫细胞和上皮细胞通过吲哚胺 2,3-

双加氧酶 1（IDO 1）的犬尿氨酸途径；③肠染色质细胞通过色氨酸羟化酶 1（TpH1）

产生血清素的途径[72]。

图 1.3 色氨酸代谢途径：犬尿氨酸、吲哚/AhR和血清素代谢途径

Fig 1.3 Tryptophan metabolic pathways: kynurenine, indole/AhR and serotonin pathways

（1）微生物对色氨酸的直接代谢

色氨酸在肠道中的代谢包括肠道微生物将色氨酸直接转化为多种分子，如吲

哚及其衍生物。许多吲哚衍生物，如吲哚-3-甲醛（IAld）、吲哚-3-乙酸（IAA）、

吲哚-3-丙酸（IPA）、吲哚-3-乙醛（IAAld）和吲哚丙烯酸（IA），都是 AhR的配

体。AhR信号被认为是屏障部位免疫反应的关键组成部分，因此通过作用于上皮
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细胞更新、屏障完整性和许多免疫细胞类型，如上皮内淋巴细胞、Th17细胞、先

天淋巴样细胞、巨噬细胞、树突状细胞和中性粒细胞，对肠道内稳态至关重要[73]。

AhR可由膳食分子和异种生物制剂直接激活。此外，许多AhR配体被细胞色素P450

家族蛋白加工和失活，如 Cyp1A1，它是 AhR的直接转录靶标，构成了 AhR信号

传导的反馈回路[74]。

（2）犬尿氨酸途径

在肠道中，通过犬尿氨酸途径的色氨酸代谢由限速酶双加氧酶 1（IDO1）介

导，并导致犬尿氨酸（Kynurenine，KYN）和下游产物如喹啉酸（QA）、烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸（NAD）和犬尿酸（kynurenic acid，KYNA）的产生[74, 75]。肠道

菌群在刺激 IDO1活性方面具有关键作用，已被应用在无菌和抗生素治疗的小鼠中。

犬尿氨酸途径终产物参与许多宿主生物过程的调节，包括神经传递、炎症和免疫

反应[75]。

（3）5-羟色胺（5-HT）通路

神经递质 5-HT在大脑中通过色氨酸羟化酶 2（TpH2）产生，在其中起着重要

作用。然而，人体 90%以上的 5-HT是在肠道中产生的，尤其是肠色素细胞(肠上

皮细胞的一种特殊亚型)。这个过程是通过 TpH1发生的，它产生 5-羟色氨酸，5-

羟色氨酸进一步代谢成 5-HT[76]。

肠道菌群是肠道 5-HT产生的主要参与者[77]。它的作用已在无菌小鼠中得到证

实，这些小鼠在结肠表现出 5-HT的产生受损，血液中 5-HT的浓度较低。肠道菌

群调节 5-HT产生的机制尚不完全清楚，但已经提出了短链脂肪酸在刺激 TpH1表

达中的作用[77]。此外，一些次生胆汁酸，如微生物对胆酸的生物转化产生的脱氧

胆酸，也可以刺激 5-HT的生物合成[78]。

1.3 代谢组学技术及其应用

代谢组学是一门快速发展的研究领域，它涉及对生物样品中的低分子量代谢

物（通常 ≤ 1500 Da）的全面分析[79]。这些代谢物包括中间代谢产物和最终代谢产

物，是生命活动的直接反应，并反映了生物体对环境变化的动态响应[80]。代谢组

学通常被分为两个主要类别：非靶向代谢组学和靶向代谢组学[81]。靶向代谢组学

专注于对特定化学类别的一种或几种预选代谢物进行定量分析，而非靶向代谢组

学则旨在进行综合分析，鉴定并表征尽可能多的代谢物[82, 83]。

代谢组学的应用非常广泛，它在临床分析、药物开发、营养学、环境检测、

法医毒理学以及对微生物的代谢分析等众多领域中发挥着关键作用[84-87]。通过代

谢组学研究，科学家们可以了解疾病机理、发现疾病生物标志物、评估药物治疗

的效果和安全性、优化作物品质以及评价环境污染对生物体的影响等。

代谢组学研究常用的技术包括：（1）气相色谱-质谱法（GC-MS）：利用气



第一章 引言

9

相色谱进行代谢物的分离并通过质谱进行检测[88]。（2）液相色谱-质谱法（LC-MS）：

借助液相色谱进行分离和质谱进行鉴定，适用于不能挥发的大分子化合物[89]。（3）

核磁共振（NMR）：利用核磁共振特性进行代谢物的鉴定和定量，优点是样品准

备简单且不破坏样品[90]。（4）毛细管电泳-质谱：适用于极性和带电代谢物的分析

[91]。（5）二维色谱-质谱法：结合了两种色谱分离机制，提供了更完善的分离能力

[92]。（6）基于稳定同位素示踪剂的代谢组学：通过标记特定的代谢物来追踪其代

谢过程[93]。

当今，代谢组学已被用于分析和全面分析复杂生物或发酵系统中的代谢物[94]。

在发酵过程中，次生代谢物可能会影响细菌生长，从而影响整体代谢[95]。这些代

谢物的变化有助于建立代谢网络并推测其功能。Klevorn & Dean[96]已经使用代谢组

学来分析代谢谱，并探索发酵豆浆和豆渣提取物的重叠代谢物。在最近的研究中，

Gao 等[97]采用 NMR技术和 UHPLC-Triple-TOF-MS/MS技术检测枯草芽孢杆菌

BSNK-5发酵豆浆的代谢谱以及探索高重叠代谢产物。Gupta & Chen[98]采用定性

LC-QTOF-MS代谢组学分析了发酵豆渣提取物中检测到的异黄酮苷元形式的转化。

Yang等[99]应用 GC-MS代谢组学分析了乳酸菌厌氧固态发酵板栗后营养成分的提

高。

此外，代谢组学在疾病相关研究中也被广泛应用。Xu等[100]通过非靶向代谢组

学探讨补充燕麦对轻度高胆固醇血症成人血脂的影响，研究结果表明燕麦可能是

通过调节甘油磷脂、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸、鞘磷脂和视黄醇的代谢进而改

善高胆固醇血症病人的血脂水平；Zhao等[101]使用超高效液相色谱-四极飞行时间

质谱（UPLC-Q-TOF/MS）探究了全谷物燕麦对高脂饮食诱导的胰岛素抵抗（IR）

大鼠的干预作用，揭示了与病情改善相关的代谢产物和路径。这些研究展示了代

谢组学在揭示食物成分对人体健康影响中的巨大潜力。

综上所述，代谢组学技术及其在多学科领域内的应用，不仅为深入理解各种

疾病的分子机制提供了工具，还对个体化医疗和精准营养学的实现做出了重要贡

献。随着技术的进步，代谢组学在预测、诊断和治疗疾病方面的作用将会更加突

出。

1.4 课题研究内容与意义

1.4.1 研究意义

随着生活水平的提升，肥胖已成为全球范围内的重大公共健康问题。肠道菌

群不仅影响着食物消化和营养吸收，还与免疫调节、代谢平衡紧密相关。通过调

节肠道菌群，可能为治疗或预防肥胖及相关代谢疾病提供新的策略。色氨酸是一

种必需氨基酸，不平衡的色氨酸代谢可能与肥胖等疾病的发生发展有关。
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豆渣是豆制品加工过程中产生的副产品，通常被低估。本研究通过对豆渣进

行发酵处理，可能提高其营养价值，同时为农业副产品的高效利用提供了范例，

有助于推动食品工业的可持续发展。通过在小鼠模型上的研究，可以为未来的人

类临床研究提供理论基础和初步数据。动物模型研究是理解疾病机制和评估潜在

治疗方法的重要步骤。

综上所述，本研究不仅有助于深入理解肠道菌群和色氨酸代谢在肥胖发病机

制中的作用，而且可能为开发新型的防治肥胖策略提供科学依据。同时，该研究

还可能促进农业副产品的价值提升和环境的可持续发展。

1.4.2 主要研究内容

本研究主要内容包括以下几个方面：

（1）发酵豆渣的制备及基于 LC-MS代谢组学检测豆渣发酵前后代谢物质的

检测。本研究使用的发酵豆渣的菌种是 Bacillus subtilis（B. subtilis）DC-15，来自

北京生物保藏中心。首先制备发酵豆渣，干燥的豆渣磨碎后，通过 100目筛分，

然后使用 B. subtilis DC-15发酵，3% B. subtilis DC-15（109 CFU/mL）接种无菌的

豆渣底物，在摇床（180 rpm）上 37℃孵育 48 h。随后对发酵前后的代谢物进行提

取，基于 LC-MS代谢组学对豆渣发酵前后的代谢物进行分析，首先对发酵前后的

代谢产物进行总体分析，接着基于 P < 0.05，VIP（Variable Importance in Projection）

≥ 1筛选差异代谢物，随后对发酵与未发酵豆渣的次生代谢物进行差异分析，最后

对 B. subtilis DC-15发酵豆渣的代谢途径进行分析。

（2）建立肥胖小鼠模型，将小鼠分为四组，包括正常组（Con）、高脂组（HF）、

高脂+20%的豆渣（HFO）和高脂组+20%发酵豆渣组（HFFO），探讨发酵豆渣对

小鼠肥胖的减缓作用，小鼠饲养 10周后取样，测定肥胖相关的指标，包括体重、

血糖、血脂、肝功能、血液生化指标、肝脏组织学分析、炎症因子和肠道激素的

测定，以及对小鼠粪便中短链脂肪酸的含量进行测定。

（3）对小鼠肠道菌群-色氨酸代谢物进行分析，通过 16sRNA研究不同组小鼠

肠道菌群的差异，利用靶向代谢组学分析色氨酸代谢通路中代谢物的变化，进而

将肠道菌群和色氨酸代谢物进行 spearman相关性分析，探讨肠道菌群和色氨酸代

谢物的相互影响，并对色氨酸代谢中 AhR/IL-22信号介导通路进行分析，测定了

AhR和 IL-22的表达量。
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第二章 基于 LC-MS代谢组学分析发酵豆渣的营养和功能特

性

豆渣，作为豆制品加工的副产品，虽然富含蛋白质、纤维以及其他生物活性

成分，但其直接利用受限，主要是因为营养成分的可利用性不高和口感问题。微

生物发酵技术，作为一种提高食品营养和功能性的有效方法，为豆渣的再利用开

辟了新路径。其中，枯草芽孢杆菌作为一种广泛认可的安全微生物，在食品发酵

中展现出了强大的代谢能力，能有效改善底物的营养和功能特性。

基于液相色谱-质谱（LC-MS）的代谢组学技术在代谢物的鉴定和监测变化方

面展现出了独特的优势，尤其是其高灵敏度和揭示代谢物及其生物合成途径的能

力。在此项研究中，我们运用了基于 LC-MS的非靶向代谢组学分析，旨在全面探

索关注的代谢物。通过比较 B. subtilis DC-15在豆渣发酵过程中不同时间点（0 h

与 48 h）的代谢物变化，我们以相对定量的方式分析了其代谢模式。进一步地，

将这些变化的代谢物对应到它们的生物化学路径上，主要目的是识别生物发酵过

程中被激活的关键代谢路径，如碳水化合物、氨基酸和脂肪酸等的代谢过程。

2.1 材料与仪器设备

2.1.1 材料与试剂

大豆购买于当地超市（安徽合肥）。LC-MS级甲醇、甲酸和乙酸铵购自 Thermo

Fisher（Waltham，MA，USA）。B. subtilis DC-15购自北京保藏生物科技有限公司

（中国北京）。LB肉汤培养基购自青岛高科技工业园海博生物技术有限公司。

2.1.2 仪器和设备

名称 型号 生产厂家

高分辨率串联质谱仪 Q-Exactive Thermo Scientific

全波长酶标仪 Infinite 2000 Pro Ecan

全自动豆浆机 DJ12B-EASY101 美的（Midea）

小型粉碎机 RS-FS150 荣事达

离心机 HC-3018R 安徽中科中佳

真空冷冻干燥机 LGJ-12 北京四环

2.2 实验方法

2.2.1 B. subtilis DC-15菌悬液的制备

用接种环从保藏的 B. subtilis DC-15菌种斜面上取一环纯培养物接种于 100
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mL LB液体培养基中，180 rpm 37 ℃过夜培养。取 50 mL培养液，4 ℃、6000 r/min

离心 10 min，弃上清，加 10 mL无菌蒸馏水打匀沉淀，4 ℃、6000 r/min离心 3 min，

弃上清，重复两遍，加入等体积的无菌蒸馏水恢复成菌悬液，备用。之后配置成

浓度为 109 CFU/mL的菌悬液，用于豆渣发酵[102]。

2.2.2 豆渣发酵

在我们之前的研究和方法基础上[18]，首先将干燥后的豆渣粉碎，筛选通过 100

目的筛子。然后使用 Bacillus subtilis DC-15发酵。随后，使用 B. subtilis DC-15对

这些筛选后的豆渣进行发酵处理。具体操作是用浓度为 3%的 B. subtilis DC-15溶

液（大约 109 CFU/mL）接种到无菌的豆渣基质中，在 37 ℃的条件下，用摇床（转

速为 180 rpm）孵化 48 h。完成发酵处理（48 h）和未处理（0 h）的豆渣样本随后

被冷冻保存在-20 ℃冰箱中，以待后续的代谢物提取工作。

2.2.3 代谢组学分析的样品制备

将发酵和未发酵的豆渣样本（100 μL）放入 EP管中，然后在预冷的 80%甲醇

溶液中重悬后进行涡旋。将样品在冰上预冷 5 min后，以 560 rpm、4 °C的条件下

离心 20 min。取部分上清液，用色谱纯水稀释至甲醇终浓度 53%。然后，将样本

转移到全新的 EP管中，在 560 rpm、4 °C的条件下再次离心 20 min。最后，将上

清液注入液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）系统进行分析[103]。质控（QC）样本：

将每个实验样本等体积混合作为 QC样本。空白样本：使用 53%甲醇水溶液代替

实验样品，并且预处理程序与实验样本相同。

2.2.4 LC-MS代谢组学分析

2.2.4.1 液相参数描述

豆渣组和发酵豆渣组样本样品分析通过使用 ACQUITY UPLC T3使用高效液

相色谱-质谱联用系统（LC-MS）进行。色谱柱规格为 100 mm × 2.1mm，粒径 1.8 μm。

采用的流动相包含 0.1%甲酸的水（A相）和 0.1%甲酸的乙腈（B相），设定流速

为 0.3 mL/min，色谱柱温度维持在 50 ℃。梯度洗脱程序设置如下：初始至 0.8 min，

B相含量为 2%；0.8至 2.8 min内，B相从 2%渐变至 70%；2.8至 5.6 min，B相增

至 90%；5.6至 8 min，B相达到 100%；之后在 8至 8.1 min内迅速降至 2%并保持

至 10 min。为保证数据准确性，每 10个测试样本中间置入一个质控（QC）样本，

在序列开始前放置 3到 4个 QC样本，并在最后附加 2个 QC样本以监测系统稳定

性。在整个样本序列的最前端，还加入了 1到 2个清洗（WASH）样本以消除交叉

污染。
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2.2.4.2 质谱参数描述

高分辨率串联质谱仪 Q-Exactive用于记录洗脱代谢物的初级和次级质谱图。

对于初级质谱，扫描涉及 70至 1050 m / z的质荷比区间，设定分辨率为 70000，

自动增益控制（AGC）目标值为 3e6，注射时间最长为 100 ms。根据母体离子的

强度，选取信号最强的三个离子进行进一步分裂，并收集产生的二级离子信号。

次级质谱图的分辨率定为 17500，AGC目标设为 1e5，注射时间限制在 50 ms

以内，而碎裂能量采用阶梯式设置，依次为 20、40、60 eV。

电喷雾离子源（ESI）的参数如下调整：喷雾电压设定为 4000，无论是在正离

子还是负离子模式下均是如此。此外，鞘气和辅助气流速分别设置为 35和 10，并

将传输管的温度控制在 320 ℃。通过这些细致的参数设置，确保了数据的稳定性

和准确性，以便执行深入的代谢分析。

2.2.5 代谢组学分析方法

质谱数据（以 raw格式保存）上传至 Compound Discoverer 3.1.0软件，经过一

系列预处理步骤，其中包括峰值检测、校准样本之间的保留时间、合并多充电离

子峰、填补数据空缺、移除背景峰和代谢物定位。依据保留时间（RT）以及质荷

比 m / z，代谢物的离子被成功鉴定。记录了每个被检出离子峰的强度，并输出相

关的数据，例如分子量、保留时间、峰面积等。

进一步对照在线 KEGG数据库，在对分子量（误差范围限于小于 10 ppm）、

物质名和分子式进行精确匹配后进行化合物注释。

使用 metaX 软件来对代谢物的检出强度进行处理，消除在小于半数的质控样

本或者大部分测试样本中未被检出的离子。采用 k 近邻法填补缺失的峰值数据，

从而改善数据的完整性。对经过初步处理的数据进行主成分分析（PCA），以为

偏差检出和批量效应的评价奠定基础。数据通过 Probabilistic Quotient

Normalization（PQN）方法进行归一化处理，并采用基于质量控制样品的稳健

LOESS信号矫正（QC-RLSC）算法校正批次效应，最大限度地减少信号随时间漂

移的影响。同时，评估所有质控样品中离子变异系数，淘汰变异系数 CV超过 30%

的数据。

Student t-tests 用于识别两组样品之间在代谢物丰度方面的差异，对 Student

t-tests 产生的 P 值进行假设检验率（FDR）校正以控制错误发现率（采用

Benjamini-Hochberg 法）。metaX 进一步执行监督性的偏最小二乘判别分析

（PLS-DA），并通过计算变量的 VIP值来识别组间差别。对那些显著差异的代谢

物（同时满足 ratio ≥ 2或者 ratio ≤ 1/2、P ≤ 0.05和 VIP > 1）进行 KEGG富集分析

[97]。
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2.3 结果与讨论

2.3.1 发酵豆渣代谢概况分析

在无监督模型中，主成分分析（PCA）被采用以评估未发酵豆渣组与发酵豆

渣组样本之间的整体差异性。通过 PCA分析，我们不仅能够观察到两组样本总体

分布的趋势，而且能够识别出可能存在的离群点。在 PCA图中，每个样本被表示

为一个点，样本间的聚集度和分散度通过这些点的相互位置来揭示差异性：点越

聚集，表明样本间观察到的变量相似性越高；点越分散，则变量相似性越高。如

图 2.1所展示，负模型和正模型下的样本间 PCA关系图根据第一主成分（PC1）和

第二主成分（PC2）将未发酵豆渣与发酵豆渣样品分隔到不同的区域，明确突显出

发酵过程的效果。在负离子模式下（图 2.1 A），PC1（63.66%）和 PC2（9.4%）

共解释了 73.06%的总方差；而在正离子模式下（图 2.1 B），PC1（58.51%）和 PC2

（7.53%）共解释了 66.64%的总方差。正离子和负离子模式下，每组样本均展现出

良好的区分度，为代谢组学的生物信息学分析提供了基础。更为重要的是，发酵

与未发酵豆渣组之间的显著分离，表明发酵过程显著地改变了豆渣的代谢物。

此外，Gupta和 Chen[98]使用代谢组学方法评估了用 Rhizopus oligosporus固态

发酵的豆渣提取物中大豆苷元和染料木素的增强作用。其结果表明，PC1和 PC2

的方差分别达到了 99.64%和 0.34%，其中 PC1占主导地位，这表明未发酵与发酵

豆渣提取物中代谢物的分布模式存在显著差异，这与我们的研究结果相一致。

图 2.1 所有代谢物在负离子模式（A）和正离子模式（B）下的 PCA评分图

Fig 2.1 PCA scoring plots of all metabolites in negative ion mode (A) and positive ion mode (B)

2.3.2发酵豆渣差异代谢物分析

为了筛选差异代谢物，基于 VIP > 1和 P < 0.05被认为是显著的。火山图可以

清晰地描绘出代谢物在不同样品组中差异表达的显著情况，如图 2.2所示。共检测

到 761种差异代谢物，其中 318 种代谢物表达上调，表明发酵豆渣中代谢物含量
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增加，339种代谢物表达下调，表明发酵豆渣中代谢物含量减少。在阴性模式下，

检测到 305种差异代谢物，其中 106种代谢物上调，157种代谢物下调；在阳性模

式下，检测到 456种差异代谢物，其中 212种代谢物上调，182种代谢物下调。

图 2.2 差异代谢物火山图

Fig 2.2 Volcano maps of differential metabolites

此外，类似的研究方法也被其他研究者应用于不同的发酵产品，如 Zhang 等

人[104]采用广泛靶向的代谢组学方法，深入分析了发酵前后蜂花粉化学成分的变化。

通过火山图分析的结果显示，发酵蜂花粉和未发酵蜂花粉之间存在 668种显著不

同的代谢物，其中 444种代谢物的表达水平上调，而 224 种的表达水平下调，从

而实证了发酵组和未发酵组之间在代谢物水平上的显著差异。此外，Zhang等人[105]

通过对比纳豆和大豆样品的差异代谢物，发现乙醇胺在大豆中具有显著较高的含

量（P = 7.63 × 10-9，FC = 0.2），他们进一步推测这可能是因为在发酵过程中，乙

醇胺被 B. subtilis作为碳源和氮源所利用。

通过综合利用变异显著性分析（VIP）、倍数变化（fold change，FC）和 P值，

我们筛选并鉴定了对照组与发酵组之间的差异代谢物。如表 2.1所示，（↑）代表

发酵后上调，（↓）代表发酵后下调，这些差异代谢物包括氨基酸、二肽、脂肪酸、

小分子糖类物质和维生素等。此外，动态分析揭示了包括 L-组氨酸、L-赖氨酸和

L-苯丙氨酸在内的氨基酸类物质的上调，这一现象可能是由于 B. subtilis DC-15产

生的胞外蛋白酶活动，将大分子的粗蛋白质有效分解成更易被吸收的小分子氨基

酸所致。

表 2.1 未发酵豆渣组与发酵豆渣组的差异代谢物

Tab 2.1 Differential metabolites between the unfermented and fermented okara

Metabolites m / z RT Log2 (FC) VIP P Change

L-Histidine 154.06 1.31 1.20 1.22 1.12E-09 ↑
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表 2.1 未发酵豆渣组与发酵豆渣组的差异代谢物（续表）

Metabolites m / z RT Log2 (FC) VIP P Change

Ala-Ile 201.12 3.24 -5.50 1.23 1.30E-07 ↓

L-lysine 145.10 1.19 1.37 1.19 3.34E-07 ↑

L-Phenylalanine 164.07 4.79 0.95 1.20 4.21E-07 ↑

Leu-Pro 227.14 6.85 0.75 1.16 2.36E-05 ↑

5-Aminovaleric acid 116.07 1.89 2.62 1.15 2.25E-04 ↑

L-Tyrosine 180.07 2.54 4.06 1.15 3.20E-04 ↑

DL-Arginine 173.10 1.32 -3.19 1.10 1.57E-03 ↓

Asp-Glu 263.09 1.46 -4.25 1.28 6.63E-11 ↓

Gly-Phe 223.11 4.98 -3.07 1.27 6.94E-10 ↓

L-Pyroglutamic acid 130.05 1.37 -2.61 1.27 4.39E-09 ↓

Ala-Val 189.12 2.16 -2.62 1.27 7.85E-09 ↓

Ala-Leu 203.14 3.21 -4.60 1.28 5.59E-08 ↓

Nicotianamine 304.15 2.31 1.02 1.10 3.69E-04 ↑

Verbascose 827.27 1.48 -2.34 1.22 1.89E-08 ↓

D-(+)-Glucose 225.06 1.36 2.54 1.21 2.38E-08 ↑

Stachyose 665.21 1.47 -1.37 1.19 1.49E-06 ↓

D-(-)-Mannitol 181.07 1.36 4.32 1.21 8.70E-06 ↑

Sucrose 341.11 1.38 0.99 1.13 4.12E-05 ↑

Fumaric Acid 115.00 2.16 -3.34 1.23 1.46E-11 ↓

Citric acid 191.02 2.17 -7.50 1.23 1.18E-10 ↓

trans-Aconitic acid 173.01 2.80 -5.93 1.23 1.16E-09 ↓

D-Mannose 198.10 1.36 3.69 1.27 1.53E-08 ↑

D-Glucosamine 180.09 1.16 1.58 1.16 2.01E-04 ↑

Corchorifatty acid F 327.22 6.35 -1.31 1.22 1.60E-08 ↓

Sebacic acid 201.11 6.36 1.46 1.21 6.96E-08 ↑

Mevalonic acid 147.07 2.88 5.31 1.22 1.00E-07 ↑

Azelaic acid 187.10 5.91 1.14 1.21 5.35E-07 ↑

14-Methylhexadecanoic Acid 269.25 8.20 6.69 1.20 1.03E-06 ↑

Hexadecanedioic acid 285.21 6.41 0.82 1.21 4.03E-06 ↑

3-Hydroxyvaleric acid 117.06 4.89 0.76 1.15 1.58E-05 ↑

2-Hydroxycaproic acid 131.07 5.76 1.55 1.12 5.59E-04 ↑

Sinapinic Acid 223.06 8.03 1.59 1.22 2.06E-09 ↑
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表 2.1 未发酵豆渣组与发酵豆渣组的差异代谢物（续表）

Metabolites m / z RT Log2 (FC) VIP P Change

Orotic acid 155.01 1.77 -2.85 1.21 2.83E-08 ↓

Vitamin C 175.02 2.44 -1.85 1.21 3.80E-08 ↓

Raffinose 549.17 1.61 1.37 1.08 6.40E-04 ↑

Salvianolic acid C 491.10 3.91 -2.01 1.15 1.08E-04 ↓

Cucurbitacin E 279.16 2.07 1.17 1.22 2.37E-06 ↑

Ganoderic acid H 573.30 5.38 2.30 1.22 3.10E-06 ↑

Huperzine B 257.16 5.05 1.15 1.15 4.75E-04 ↑

L-Aspartic acid 132.03 1.31 -1.72 1.08 2.00E-04 ↓

L-Glutamic acid 148.06 1.36 -3.73 1.27 2.07E-08 ↓

Miyabenol C 679.19 1.77 -3.25 1.21 7.42E-07 ↓

Palmitoleic acid 255.23 7.88 1.17 1.08 7.72E-04 ↑

Bilobalide 325.09 1.44 -2.71 1.22 2.18E-08 ↓

进一步对这些鉴定出的代谢物进行 pathway 分析，并将这些代谢物提交到

KEGG网站进行代谢 pathway 分析，结果如图 2.3所示。图 2.3显示，485种代谢

物富集到代谢相关通路，涉及能量代谢、脂质代谢、氨基酸代谢、碳水化合物代

谢、核苷酸代谢、萜类和多酮类代谢、辅助因子和维生素代谢等。其中 37种代谢

物被标注为碳水化合物代谢，79种代谢物被标注为氨基酸代谢，22种代谢物被标

注为脂质代谢。因此，我们主要分析了碳水化合物代谢、脂质代谢和蛋白质代谢

这三条我们感兴趣的生物合成途径。
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图 2.3 负离子和正离子模式下代谢物 KEGG注释图

Fig 2.3 Metabolite KEGG annotation maps in negative and positive ion mode

2.3.3 豆渣发酵过程中次生代谢物的差异分析

2.3.3.1 豆渣发酵过程中的氨基酸、多肽及其类似物的代谢产物分析

通过应用数据挖掘和统计学中的分层聚类分析方法，我们进一步探究了发酵

组和未发酵豆渣组样品间的代谢物差异，并对所有获得的热图进行了 z评分处理。

图 2.4展现了发酵前后氨基酸、多肽及其类似物的变化情况，共计 50种物质。特

别地，如图 2.4 A所示，一些氨基酸（例如 L-组氨酸、L-赖氨酸、L-苯丙氨酸）以

及某些二肽（如 Leu-Pro）的含量，在经 B. subtilis DC-15发酵处理的豆渣中得到

了显著提升。这一发现与 Gao等人[97]在 2022年关于 B. subtilis BSNK-5发酵豆浆

导致氨基酸和肽含量增加的研究结果相吻合。随着发酵时间的延长，细胞外酶的

作用使豆浆中的粗蛋白质分解成更容易被人体吸收的小分子形式。进一步的，Mok

等人[106]在 2019年的研究中发现，B. subtilisWX-17发酵后的豆渣中赖氨酸、缬氨

酸、亮氨酸和谷氨酸的含量有所提高。这些研究均表明，发酵作用能够通过分解

大分子并改变特定功能因子，从而促进食材的消化吸收，同时通过增加营养和功
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能性小分子的含量，改善食材的营养和功能特性。

图 2.4 氨基酸、二肽及其类似物的热图（A），氨基酸、二肽类代谢物的丰度（B）

Fig 2.4 Metabolite KEGG annotation maps in negative and positive ion mode

在发酵过程中，部分二肽，例如 Ala-Ile、Ala-Leu、Gly-Phe、4-氨基丁酸和 4-

乙酰氨基丁酸的含量有所减少，这可能是因为它们被分解成了更小的分子—氨基

酸。这种现象可能发生是因为这些二肽转化成氨基酸的速率超过了它们的生成速

度。特别是对于 4-氨基丁酸和 4-乙酰氨基丁酸，它们的含量下降可能还与这些化

合物被用于参与三羧酸循环（TCA），以提供 B. subtilis DC-15生长所需的能量有

关。

同时，图 2.4 B展示了在发酵过程中，包括 L-组氨酸、L-赖氨酸、L-苯丙氨酸、

L-酪氨酸以及 Leu-Pro和 Phe-Pro等氨基酸和二肽含量的显著增加。具体来说，在

发酵豆渣中 L-组氨酸的含量增加了 1.68倍，L-赖氨酸增加了 2.59倍，L-苯丙氨酸

和 L-酪氨酸则均增加了 1.94倍，而 Leu-Pro的含量增加了 1.9倍。值得注意的是，

L-组氨酸不仅拥有诸多生理功能，比如心脏保护作用，还参与到了神经系统的调

节和免疫调节中，同时也参与清除代谢过程中的氧化物，并且是细胞组成成分的

重要构成之一。而 L-苯丙氨酸和 L-酪氨酸作为芳香族氨基酸，其中 L-酪氨酸更是

可以作为治疗遗传性疾病苯丙酮尿症（PKU）的营养补充剂。本研究发现，通过

发酵处理，可以有效增加豆渣中这些具有重要生理功能的氨基酸的含量。

Leu-Pro和 Phe-Pro作为典型的 ACE抑制肽，具有显著的调节血压作用，这一

点已被 Zhang等人[104]所证实。在之前的研究中，Pihlanto等人[107]在使用

Lactobacillus janus发酵牛奶的过程中发现了这两个具有 ACE抑制活性的活性肽。

基于这些发现，本研究进一步探究了通过 B. subtilis DC-15发酵豆渣可以增加降压
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二肽 Leu-Pro和 Phe-Pro的含量，这一发现对于本研究的重要性不言而喻。

紧接着，本研究还发现通过 B. subtilis DC-15发酵处理的豆渣能够显著地提高

降压二肽 Leu-Pro和 Phe-Pro的含量。这一结果使得我们可以推测，B. subtilis DC-15

发酵豆渣不仅增加了含有重要生理功能的重要氨基酸和降压二肽的含量，而且还

为利用发酵方法从自然资源中获取功能性氨基酸和二肽提供了坚实的理论基础。

2.3.3.2 豆渣发酵过程中的脂肪酸代谢产物分析

图 2.5 A通过热图形式，展示了豆渣发酵前后脂肪酸及其类似物的表达模式，

一共展示了 50种脂肪酸代谢物，包括癸二酸、3-甲基戊二酸、壬二酸、14-甲基十

六碳酸等，进一步揭示了不同样品中代谢物的多样性。通过对不同生物重复之间

的聚类分析，发现其具有高度相似性，这强调了生物重复实验之间所达到的良好

一致性。根据 Gupta等人[108]的研究，豆渣的脂肪含量大约在 9.3%至 10.9%之间。

此外，许多研究，如Mok等[12]所示，已经证明了 B. subtilis能够产生脂肪酶，这

种酶具有催化脂肪酸水解的能力。

图 2.5 B呈现了几种重要脂肪酸在发酵过程中的显著变化。具体来说，癸二酸、

3-甲基戊二酸、壬二酸、14-甲基十六碳酸以及棕榈油酸在发酵后的含量显著增加，

其中，癸二酸增加了 2.76倍、3-甲基戊二酸增加了 39.79倍、壬二酸增加了 2.21

倍、14-甲基十六碳酸增加了 103.38倍，棕榈油酸增加了 2.25倍。这些发现与Mok

等人[12]的研究结果相呼应，在他们的研究中，使用 B. subtilisWX-17进行固态发酵

加工豆渣后，观察到总脂肪酸含量的显著增加。这些观察结果共同强调了发酵对

豆渣中脂肪酸及其类似物表达模式影响的重要性，揭示了通过生物技术手段可有

效改善和增强豆渣中有价值的代谢物的可能性。
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图 2.5 脂质及其类似物的热图（A），脂肪酸类代谢物的丰度（B）

Fig 2.5 Heat map of lipids and lipids analogs (A), abundance of fatty acid metabolites (B)

众多研究已经揭示了通过益生菌发酵可以有效改善脂肪酸的组成和含量。例

如，Zha等[109]运用非靶向质谱代谢组学方法，对 Lactobacillus plantarum P9发酵牛

奶中的大分子物质变化进行了评估。他们的发现表明，3-苯乳酸，10-酮硬脂酸，

和 10-羟基硬脂酸的相对浓度在发酵后有所提高。此外，Ichikawa等人[14]的研究报

告指出，将麦角曲霉和大豆曲霉发酵豆渣补充给高脂饮食诱导的肥胖小鼠，可以

显著改善小鼠的脂质代谢。

棕榈油酸，作为 16碳的单不饱和脂肪酸，具有突出的稳定性[110]，并且对于多

种代谢性疾病，如高脂血症、高血糖、心血管疾病和炎症等，展现出治疗潜力。

Yang等人[111]的研究报告显示，摄入棕榈油酸的小鼠，观察到动脉粥样硬化斑块面

积显著减少约 45%，甘油三酯水平下降约 40%。据 Yang等[112]的研究发现，高膳

食棕榈油酸摄入量能够有效地控制血脂水平，预防心血管疾病的发生。而 Duckett

等人[113]通过研究发现，棕榈油酸可以通过调节葡萄糖摄取和脂肪酸氧化相关的基

因表达，从而降低循环胰岛素水平，改善胰岛素抵抗状态，对预防和减轻糖尿病

的发生起到作用。本研究中，豆渣发酵后棕榈油酸的含量提高了 2.25倍，表明芽

孢杆菌处理豆渣可以显著改善豆渣的营养功能。

2.3.3.3 豆渣发酵过程中的碳水化合物及其类似物的代谢产物分析

图 2.6 A通过热图的形式，直观地展示了豆渣发酵前后，碳水化合物及其类似

物的表达模式之间的显著差异。这种对比清晰地揭示了两组样本之间在碳水化合

物及其类似物表达上的变化。进一步地，图 2.6 B突出了特定几类碳水化合物的变

化情况，尤其是蔗糖、D-甘露糖和棉籽糖的含量呈现了明显的增加。我们认为，

这种现象可能与豆渣中丰富的膳食纤维有关，发酵过程中产生的纤维素酶具备将

复杂的大分子分解成更小的糖分子的功能。此外，豆渣的高纤维素含量是造成其

口感粗糙、风味不佳的一个重要原因[114]。通过发酵过程，将膳食纤维分解成小分

子糖类，这一过程能有效地改善这个问题。而毛蕊糖和水苏糖含量的降低，可能

是在发酵过程中，它们被菌株 B. subtilis DC-15作为碳源进行了利用。这些发现进

一步证实了发酵过程在改善豆渣营养成分方面的重要作用，尤其是在提升其碳水

化合物质量和可食用性方面扮演了关键角色。
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图 2.6 碳水化合物及其类似物的热图（A），碳水化合物类代谢物的丰度（B）

Fig 2.6 Heat map of carbohydrates and carbohydrates analogs (A), abundance of carbohydrate-like
metabolites (B)

在Mok等[12]的研究中，通过对 B. subtilisWX-17发酵后的豆渣进行代谢组学

分析，他们报道了一个发现，即所有种类的碳水化合物含量均有所下降。这一结

果与我们的发现存在差异，这种不同可能源自于使用的发酵菌株和发酵方法的差

异。

D-甘露糖是一个在人体代谢过程中扮演重要角色的中间产物，它参与到某些

分泌蛋白和糖蛋白的合成过程中[115, 116] 。据研究显示，人体中大约 2%的 D-甘露

糖会被转化为糖原，作为能量存储的一种方式[116]，而剩余的 D-甘露糖则作为产生

D-果糖六磷酸的基础物质。因此，当人体摄入 D-甘露糖时，血糖浓度并不会出现

升高[115]。此外，D-甘露糖已经被用于治疗多种常见疾病，比如代谢紊乱、糖尿病、

胃肠炎和尿路感染[117]。在我们的研究中，我们发现，通过 B. subtilis DC-15进行发

酵能够显著增加 D-甘露糖的含量。

低聚半乳糖，是一种具有促进双歧杆菌增殖效果的功能性低聚糖，同时属于

水溶性膳食纤维。我们推测，在 B. subtilis DC-15的发酵过程中，低聚半乳糖可能

是由豆渣中的水不溶性膳食纤维转化而来的[118]。

在本研究中，我们发现通过使用 B. subtilis DC-15进行豆渣发酵显著改善了豆

渣的营养和功能特性。具体而言，发酵过程增加了 D-甘露糖等关键碳水化合物的

含量，这不仅有助于改善豆渣的口感和风味，还可能对人体健康产生积极影响。

同时，发酵降低了一些不利于健康的成分含量，如毛蕊糖和水苏糖，进一步证实

了发酵技术在提升豆渣作为功能性食品原料潜力方面的有效性。这些发现强调了

利用微生物发酵技术对农业副产品进行生物转化的价值，为豆渣等农业副产品的
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高值化利用提供了重要参考。

2.3.4 B. subtilis DC-15发酵豆渣代谢途径分析

图 2.7主要展示了涉及差异代谢物的前 20条代谢途径的概况。紧接着，在图

2.8中，我们可以看到与氨基酸代谢相关的途径得到了突出展示，尤其是围绕苯丙

氨酸、酪氨酸、色氨酸以及最终涉及组氨酸代谢和精氨酸生物合成的氨基酸的代

谢路径。在碳水化合物的代谢方面，涵盖了淀粉和蔗糖的代谢以及半乳糖的代谢

途径。在这些过程中，我们注意到蔗糖被进一步代谢成 D-葡萄糖-6磷酸并被运送

进入糖酵解途径中，同时，D-甘露糖在半乳糖的代谢途径中被代谢成刺槐糖。此

外，糖酵解过程中，通过 UDP-葡萄糖和蔗糖合酶的中间产物，蔗糖的含量得以增

加。

TCA循环，作为一系列反应，使好氧生物能够通过氧化过程释放乙酰辅酶 A

中储存的能量，产生 ATP和二氧化碳。在本研究中，我们检测到了 TCA循环的四

个关键组成部分，包括柠檬酸、α-酮戊二酸、琥珀酸和育亨酸。值得注意的是，柠

檬酸、α-酮戊二酸和育亨酸的水平有所下降，而琥珀酸的水平却呈现上升。α-酮戊

二酸不仅参与 TCA循环，还是氨基酸产生过程中的中间体，它产生 L-谷氨酸，并

参与 D-谷氨酸和 D-谷氨酰胺的代谢。

此外，磷酸戊糖途径也显示出与若干氨基酸的代谢关联，包括苯丙氨酸、酪

氨酸、色氨酸的生物合成及组氨酸等。与未发酵豆渣组相比较，我们的数据揭示

了发酵豆渣中代谢物的显著差异。这暗示着，使用 DC-15发酵过程可以显著影响

豆渣的代谢途径及其活性成分的含量。进一步地，代谢途径的差异关键地决定了

发酵后代谢物的多样性。在发酵过程中，不同的代谢途径对细菌的增殖产生了一

定影响，而细菌的增殖状态也相应决定了代谢物的变化情况。这种相互作用最终

导致了发酵代谢物含量的增加或减少，展现了一个复杂的生物学相互作用网络。
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图 2.7 KEGG富集因子图

Fig 2.7 KEGG enrichment factor map

在近年的研究中，科学界对发酵豆渣、豆浆或牛奶中代谢途径的变化给予了

特别关注。例如，Gao等[97]的研究对 B. subtilis BSNK-5发酵豆浆进行了代谢组分

析。通过 KEGG分析，研究富集了 14个主要与脂质代谢和氨基酸相关的代谢途径，

这表明 BSNK-5能够有效地将豆浆中的大分子物质降解成小分子物质。进一步地，

Mok等[12]的工作通过研究 B. subtilisWX-17发酵豆渣中的代谢途径，报告了关于

碳水化合物、氨基酸和脂肪酸的发现。他们的结果揭示了 B. subtilisWX-17如何通

过糖酵解的过程消耗碳水化合物，从而为自身代谢过程产生能量，并最终导致发

酵豆渣中的氨基酸和脂肪酸含量增加。

同时，在 Zha等人[109]的研究中，探讨了 L. plantarum P9发酵牛奶中的差异代

谢物。他们的发现显示，一系列化合物，如硬脂酸、3-苯丙乳酸、10-酮硬脂酸、

10-羟基硬脂酸以及其他一些生物活性分子，在 P9发酵牛奶中经历了显著的变化。

此外，Wang等[119]的研究着眼于利用 Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN-3

对果汁进行发酵。通过绘制三个主要的 KEGG代谢途径图，他们发现总黄酮、黄

酮醇和酚类化合物的含量显著增加，从而强化了发酵果汁的抗氧化活性。这些研

究共同构成了对发酵过程及其对食品成分影响的深入理解，强调了发酵过程中代

谢途径变化对提升食品营养价值和功能性的重要性。

图 2.8 发酵豆渣特定代谢物与 KEGG通路之间的代谢网络

Fig 2.8 Metabolic network between specific metabolites of fermented okara and KEGG pathway

B. subtilis DC-15发酵豆渣的代谢途径分析提供了关于微生物发酵如何改变食
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品成分的深入见解。通过详细地研究差异代谢物涉及的代谢途径，如氨基酸、碳

水化合物的代谢，以及 TCA循环和磷酸戊糖途径，该研究明确展示了发酵如何促

进了特定营养和功能性成分的生物合成，同时也凸显了若干关键代谢物的含量变

化。这些发现不仅揭示了代谢物多样性的增加，也指出了发酵过程中复杂的生物

学相互作用网络。比较未经发酵与经过 DC-15发酵的豆渣所显露出的显著差异，

进一步证明了发酵过程的重要作用，特别是在增强食品的营养价值和功能性方面。

其他研究如 Gao等[97]、Mok等[12]、Zha等人[109]的工作，以及Wang等[119]关于

果汁发酵的研究，都进一步支撑了上述发现，即微生物发酵能显著影响食品的代

谢途径，从而强化其营养和功能性特性。这些研究集体强调了微生物发酵在食品

科学中的重要地位，尤其是在提升食品营养品质和生物可利用性方面，开辟了探

索食品潜在健康效益的新途径。总而言之，对 B. subtilis DC-15发酵豆渣代谢途径

的研究，不仅丰富了我们对食品微生物发酵过程的理解，也为进一步开发和优化

具有高营养价值和功能性的发酵食品提供了科学依据。

2.4 本章小结

本章主要基于 LC-MS代谢组学分析 B. subtilis DC-15发酵豆渣的营养和功能

特性。

（1）基于 LC-MS代谢组学数据，首先通过 PCA分析，我们发现发酵可以显

著改变豆渣的代谢物，其次基于 VIP > 1和 P < 0.05对差异代谢物进行筛选，共检

测到 761种差异代谢物，其中 318种代谢物表达上调，339种代谢物表达下调，对

对照组和发酵组的差异代谢物进行筛选鉴定，分别为氨基酸、二肽、脂肪酸物质、

小分子糖物质和维生素等物质。485种代谢物富集到代谢相关通路，涉及能量代谢、

脂质代谢、氨基酸代谢、碳水化合物代谢、核苷酸代谢、萜类和多酮类代谢、辅

助因子和维生素代谢等。其中 37种代谢物被标注为碳水化合物代谢，79种代谢物

被标注为氨基酸代谢，22种代谢物被标注为脂质代谢。

（2）通过 KEGG富集分析可以发现，差异代谢物主要涉及的前 20条通路，

包括半乳糖代谢、氨基酸代谢通路等。与氨基酸代谢相关的途径包括苯丙氨酸、

酪氨酸、色氨酸的生物合成，组氨酸的代谢，赖氨酸的代谢，β-丙氨酸的代谢，甘

氨酸、丝氨酸和苏氨酸的代谢以及精氨酸的生物合成。此外，还包括嘌呤代谢、

嘧啶代谢和 TCA循环。

（3）发酵过程中使用 B. subtilis DC-15可能会影响其代谢途径以及豆渣中有

效成分的含量，而代谢途径的不同又决定了发酵后代谢物的不同。不同的代谢途

径对发酵过程中细菌的增殖有一定的影响，而细菌的增殖也决定了代谢物的变化，

二者相互作用，导致发酵代谢物的增减。

通过代谢组数据，我们的假设得到了初步的验证：使用 B. subtilis DC-15进行
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发酵可以显著提升豆渣中功能性物质的含量，这不仅增强了豆渣的营养品质和功

能特性，而且提高了其生物可利用性。然而，尽管这些发现为我们提供了宝贵的

见解，初步的代谢轮廓分析还未能揭示不同代谢物的合成或降解背后的潜在机制。

这表明，我们对发酵豆渣的了解还需要进一步深化。因此，为了更全面地探究发

酵豆渣对代谢的具体影响，我们将把研究视野扩展到动物模型上，具体地，将利

用小鼠作为实验对象，研究发酵豆渣对其代谢的影响。这一步骤不仅是对前期研

究成果的延伸，也是为了解发酵豆渣如何在生物体内发挥作用，开启深入探索其

潜在机制的重要一环。
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第三章 发酵豆渣对高脂饮食诱导小鼠肥胖的干预作用

在现代社会，肥胖已成为一项全球性的公共卫生问题，与多种慢性疾病如心

血管疾病、2型糖尿病（T2DM）以及某些形式的癌症等紧密相关。高脂饮食是导

致肥胖的主要生活方式因素之一，因其能够促进过量脂肪积累并引起代谢紊乱。

鉴于肥胖的发生与不良的饮食习惯密切相关，寻找能够调节体重和改善脂质代谢

的营养干预措施成为了迫切需要解决的问题。

利用特定微生物发酵豆渣不仅能够改善豆渣的口感和营养吸收性，更重要的

是，通过发酵过程可增加豆渣功能性成分，如功能性低聚糖、生物活性肽等，这

些都已经被证明对改善肥胖和代谢问题具有积极作用。

因此，本章旨在探索发酵豆渣膳食干预对高脂饮食诱导的小鼠肥胖以及相关

代谢紊乱的影响，以期为开发新型的抗肥胖食品干预策略提供科学依据。将通过

研究豆渣和发酵豆渣膳食干预对小鼠体重、脂肪积累、血糖、血脂、血液生化指

标、肝功能、短链脂肪酸、炎症因子和肠道激素的影响，评估其在调节脂质代谢、

改善血糖血脂及抗炎作用方面的潜力，以期为发酵豆渣潜在应用提供理论支持。

3.1 材料与仪器设备

3.1.1 实验动物与饲料

实验饲料：普通合成饲料 AIN-93（Con组饲料，江苏协同生物），饲料成分

如表 3.1所示；60%脂肪供能高脂纯化型饲料 D12492（HF组饲料，江苏协同生物），

饲料成分如表 3.2所示。两种饲料都保存于-20 ℃冰箱中。

实验动物：雄性 SPF级的 C57BL/6J小鼠 60只，3周龄，购买于江苏协同生

物有限公司。

表 3.1 AIN-93 普通饲料成分表

Tab 3.1 AIN-93 General Feed Ingredient List

成分 含量

Casein（酪蛋白） 20.00%

L-Cystine（L-胱氨酸） 0.30%

Corn Starch（玉米淀粉） 39.75%

Dextrinized Cornstarch（麦芽糖糊精） 13.20%

Sucrose（蔗糖） 10.00%
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表 3.1 AIN-93 普通饲料成分表（续表）

表 3.2 高脂饲料成分表

Tab 3.2 High Fat Feed Ingredient List

成分 HF/HFO/HFFO

g kcal

Casein,80Mesh（酪蛋白，80目） 200 800

L-Cystine（L-胱氨酸） 3 12

Corn Starch（玉米淀粉） 0 0

Maltodextrin 10（麦芽糖糊精） 125 500

Sucrose（蔗糖） 68.8 275

Fructose（果糖） 0 0

CelluloseBW200（纤维素，BW200） 50 0

Soybean Oil（大豆油） 25 225

Lard（猪油） 245 2205

MineralMixS10026（混合矿物质） 10 0

DiCalcium Phosphate（磷酸氢钙） 13 0

Calcium Carbonate（破酸钙） 5.5 0

Potassium Citrate,1H20（柠檬酸钾） 16.5 0

VitaminMixV10001（混合维生素） 10 40

成分 含量

Alphacel, Non-Nutritive Bulk 5.00%

Soybean Oil（大豆油） 7.00%

AIN-93G Mineral Mix 3.50%

AIN-93-VX Vitamin Mix 1.00%

Choline Bitartrate（酒石酸气胆碱） 0.25%

tert-Butylhydroquinone（叔丁基对苯二酚） 0.0014%
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表 3.2 高脂饲料成分表（续表）

成分 HF/HFO/HFFO

Choline Bitartrate（酒石酸气胆碱） 2 0

FD&C Blue Dye#1 0.05 0

Total（合计） 773.85 4057

kcal%

Protein（蛋白质） 20

Carbohydrate（碳水化合物） 20

Fat（脂肪） 60

3.1.2 材料与试剂

材料及试剂如表 3.3所示。

表 3.3 材料及试剂表

Tab 3.3 Materials and Reagents List

试剂名称 货号 生产公司

不锈钢耳标 000535 上海泽雅科教仪器有限公司

Sinocare三诺血糖试纸 安稳+ 三诺生物传感股份有限公司

Sinocare三诺血糖仪 安稳+ 三诺生物传感股份有限公司

丙氨酸氨基转移酶 ALT 测定试剂盒 BC1550 北京索莱宝科技有限公司

天冬氨酸氨基转移酶 AST 测定试剂盒 BC1565 北京索莱宝科技有限公司

甘油三酯测定试剂盒 R21740-100T 上海源叶生物科技有限公司

总胆固醇测定试剂盒 R21734-100T 上海源叶生物科技有限公司

高密度脂蛋白测定试剂盒 SNM224 北京百奥莱博科技有限公司

低密度脂蛋白测定试剂盒 GL1987 北京百奥莱博科技有限公司

通用型组织固定液 G1101 武汉塞维尔生物科技有限公司

短链脂肪酸（包括乙酸、丙酸、正丁酸、

异丁酸、正戊酸和异戊酸）
SBR00030

西格玛奥德里奇（上海）贸易

有限公司

IL-6、IL-1β、TNF-α试剂盒 KFS230 北京百奥莱博科技有限公司

肠道激素试剂盒 CCM-81500 Crystal Chem
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3.1.3 主要实验仪器

仪器设备相关信息如表 3.4所示。

表 3.4 仪器设备一览表

Tab 3.4 List of Instruments and Equipment

仪器设备名称 型号 生产产家

迈瑞兽用全自动血液细胞分析仪 BC-2800 vet 迈瑞生物公司

气相色谱仪 安捷伦 7890A 安捷伦科技（中国）有限公司

石蜡包埋机 EG1160 德国莱卡

组织切片机 NVSLM1 美国WPI公司

电子称 CX2000 东莞南城长协电子制品厂

多功能酶标仪 SPARK 瑞士 Tecan贸易有限公司

3.2 实验内容与方法

3.2.1 肥胖小鼠模型构建

在该研究中，所有小鼠实验程序得到了合肥工业大学动物伦理委员会的正式

授权，并遵循了规定的动物实验规范。动物养护条件符合 SPF级标准，维持在合

工大动物设施内，保持相对湿度控制在 60%左右，有 12 h的交替光周期，并且环

境温度维持在 22 ℃左右。研究采用了大约 3周龄的 60只雄性 C57系小鼠，每个

笼子内养育 4只小鼠，并在实验开始前提供一周的时间以适应实验室环境。过渡

期后，根据之前的研究方法，例如 Li等人[120]的方法，将这些小鼠随机分配到四个

不同实验组，每组包括 15只小鼠：分别为对照组（Con）、高脂组（HF）、高脂

+ 20%豆渣组（HFO）、高脂 + 20%发酵豆渣组（HFFO）。实验期间，小鼠可以

自由取水和食物，具体的分组细节、实验模型的构建以及数据收集方法见参考图

3.1。研究期间，持续监测小鼠的健康状况和生存情况，实验初测小鼠的初始血糖

值，并在每周对小鼠体重变化和食物摄入量进行记录。经过 10周的饲养，小鼠经

12 h禁食后，重新测量血糖，并收集新鲜的粪便样品。最终，通过 CO2方式对小

鼠实施无痛死亡，迅速获取血液样本以评估全血常规和血清生化指标，并称量及

记录五个主要器官（肝、肾、脾、肺、心脏）的重量。
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图 3.1 小鼠造模方法

Fig 3.1 Methods of mice modeling

3.2.2 体重和体重增量的测定

每周称量 4组小鼠每只的体重，通过比较连续两次测量的体重，计算每只小

鼠在此期间的体重增量。体重增量=后一次测量的体重-前一次测量的体重。

3.2.3 初始血糖和最终血糖的测定

小鼠的血糖测定使用三诺安稳免调码血糖测试仪及附带血糖试条，按照说明

书进行测定。利用小刀在小鼠尾部划小口子取血，弃掉第一滴血，取第二滴血检

测，记录 4组小鼠的血糖值。

3.2.4 血脂指标的测定

室温下离心 2 h（3500 rpm，15min）获得小鼠血清，按照试剂盒说明书测定小

鼠血脂指标，包括 TC（总甘油三酯）、TG（总胆固醇）、HDL-C（高密度脂蛋白）、

LDL-C（低密度脂蛋白）。

3.2.5 脏器指数的测定

采集四组小鼠的心、肝、脾、肺、肾组织，用生理盐水清洗干净，滤纸吸干

后称重。记录每只小鼠的各脏器重量，计算各脏器与体重的比值，记为脏器系数。

例如：肝脏指数=（肝湿重/小鼠体重） × 100%。

3.2.6血液生化学指标的测定

利用迈瑞兽用全自动血液细胞分析仪型号：BC-5000vet，对小鼠的全血液参数

进行测定。检测指标包括：白细胞数目（WBC）、中性粒细胞数目（Neu）、淋

巴细胞数目（Lym）、单核细胞数目（Mon）、嗜酸性粒细胞数目（Eos）、嗜碱

性粒细胞数目（Bas）、中性粒细胞百分比（Neu%）、淋巴细胞百分比（Lym%）、

单核细胞百分比（Mon%）、嗜酸性粒细胞百分比（Eos%）、嗜碱性粒细胞百分
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比（Bas%）、红细胞数目（RBC）、血红蛋白（HGB）、红细胞压积（HCT）、

平均红细胞体积（MCV）、平均红细胞血红蛋白含量（MCH）、平均红细胞血红

蛋白浓度（MCHC）、红细胞分布宽度变异系数（RDW-CV）、红细胞分布宽度

标准差（RDW-SD）、血小板数目（PLT）、平均血小板体积（MPV）、血小板分

布宽度（PDW）和血小板压积（PCT）。

3.2.7 肝脏组织切片

油红 0染色参考 Li等人[120]的方法进行，具体如下：肝脏样本采用 4%甲醛溶

液进行固定后，利用 15%和 30%的蔗糖溶液进行两段式脱水处理，然后以冻结切

片嵌入剂 OCT进行封装，并切制薄片。待片材复温并自然风干后，使用 4%甲醛

溶液修复细胞涂片，随后用 PBS缓冲液冲洗并用油红 0着色剂进行孵化。随后执

行细胞膜破碎、清洗、油红 0染色、染色分化并封闭制片过程。利用光学显微镜

（放大率为 20 ×和 63 ×）检查标本，其中细胞核表现为蓝色，而脂滴则显示为橙

红色至鲜红色。

3.2.8 肝功能的测定

取小鼠血清，按照试剂盒说明书进行测定。检测指标包括谷丙转氨酶（ALT）

和谷草转氨酶（AST）的活性。

3.2.9 炎症因子、瘦素的测定

利用 ELISA试剂盒测定血清中炎症因子（TNF-α、IL-1β、IL-6）和瘦素（CCK、

GLP-1、PYY）的含量。

3.2.10 短链脂肪酸含量测定

将 1.2 mL的 pH值为 7.3的磷酸盐缓冲溶液与 600 mg冷冻干燥的粪便样本混

合于 2 mL的离心管中。在 100 r/min的条件下搅拌 5 min以混匀，之后在 4 °C下

用速度为 10000 rpm的离心机离心 5 min，收集清液。取 200 μL的上层清液与 0.1 mL

的 50%硫酸反应，快速震荡 1 min，静放 2 min。向该混合液中加入 0.4 mL的高纯

度乙醚，以提取短链脂肪酸（SCFAs），之后通过 0.22 μm孔径的有机滤膜过滤液

体，进行下一步分析。为了制作标准曲线，将六种标准的短链脂肪酸溶液进行不

同浓度的稀释，并使用气相色谱设备进行检测[121]。SCFAs的含量以 mg/g粪便干

重表示。

气相色谱的操作条件如下：使用安捷伦 7980A型气相色谱（GC）仪，装有

HPINNOWAX GC 柱（30mm × 0.32mm，0.5 μm）及配备火焰离子化检测器（FID）。

采用氮气作为载气，氢气作为助燃气体，设定检测器和进样口的温度为 220 °C。

程序设置为：初始温度 60 °C维持 3 min，然后以每分钟 3.5 °C的升温速度加热至
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190 °C，随后以每分钟 25 °C的速度最后上升至 230 °C，总流量分流比为 5 : 1，进

样体积设为 6.0 μL。

3.3 结果与分析

3.3.1 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠体重的干预效果

4种饮食条件下，小鼠体重的变化趋势如图 3.2所示。由图 3.2可以看出，Con、

HF、HFO和 HFFO组的体重和体重增加趋势相似，在 16.80 ± 0.57 g左右，这说明

实验开始时四组动物的体重相差不大。然而，经过 10周的不同膳食干预后，各组

的体重和体重增加存在显著差异。具体来说，Con组的体重和体重增加最低，而

HF组的体重和体重增加最高。这表明高脂饮食可能导致体重增加，这与大多数研

究结果一致。

与 HF组相比，经过豆渣和发酵豆渣的膳食干预后，HFO和 HFFO组的体重

和体重增加均显著降低，HFO和 HFFO组小鼠体重分别降低了 25.10%和 22.53%

（P < 0.05）。这说明豆渣和发酵豆渣对高脂小鼠均有降低体重的作用，这可能与

豆渣的高膳食纤维和植物蛋白特性有关。

图 3.2 豆渣和发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠体重（A）和体重增量（B）的影响

Fig 3.2 Effect of dietary intervention with okara and fermented okara on body weight and body
gain

3.3.2 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠血糖浓度的干预效果

4种饮食条件下，小鼠的初始血糖浓度和最终血糖浓度如图 3.3所示。由图 3.3

A可以看出，Con、HF、HFO和 HFFO组小鼠的初始血糖水平无显著差异，在

7.10-7.80 mmol/L之间（图 3.3 A），说明实验开始时 4组动物的血糖水平基本相

似。
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图 3.3 豆渣和发酵豆渣膳食干预后小鼠的初始血糖（A）和最终血糖（B）

Fig 3.3 Effect of dietary intervention with okara and fermented okara on initial blood glucose level
(A), terminal blood glucose level (B)

如图 3.3 B所示，经过 10周的不同膳食干预后，HF、HFO和 HFFO组的终末

血糖水平均显著升高，与 Con组相比存在明显差异。这表明高脂饮食会导致血糖

水平的升高，从而可能增加患糖尿病的风险。然而，与 HF组相比，经过豆渣和发

酵豆渣的膳食干预后，HFO和 HFFO组的血糖水平明显降低，其中 HFO组降低了

56.21%，HFFO组降低了 60.90%。这表明豆渣和发酵豆渣对高脂小鼠有降低血糖

的作用，这可能是因为豆渣中含有丰富的膳食纤维和植物蛋白质，这些成分可能

有助于调节血糖水平。另外，通过发酵，豆渣中的一些生物活性物质可能被释放

出来，例如功能性多聚糖等，具有更好的降血糖效果。

3.3.3 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠血脂的干预效果

4种饮食条件下，小鼠的血脂参数的变化如图 3.4所示。由图 3.4可以看出，

与 Con组小鼠相比，HF组的总胆固醇（TC）、总甘油三酯（TG）、高密度脂蛋

白胆固醇（HDL-C）和低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）水平均显著升高。这表明

高脂饮食会导致小鼠的血脂异常。

如图 3.4 A和图 3.4 B进一步分析发现，与 HF组相比，HFO组和 HFFO组的

TC和 TG水平显著降低，这表明发酵豆渣与未发酵豆渣的膳食干预都可以降低高

脂小鼠的 TC和 TG水平。

特别的是，如图 3.4 C和 3.4 D所示，HDL-C和 LDL-C在四组小鼠中都出现

相同的趋势，即 HF组水平最高，Con组、HFO组和 HFFO组无显著差异。HDL-C

的主要作用是从血液中收集多余的胆固醇并将其输送回肝脏以进行分解。因此，

HDL被认为是“好”胆固醇，可以帮助预防动脉粥样硬化和心血管疾病。相反，

低密度脂蛋白主要将胆固醇从肝脏输送到身体的各个部位。如果 LDL水平过高，

它们可以在动脉壁上形成斑块，并最终导致动脉粥样硬化和心血管疾病。在我们
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的研究中，HDL-C在 HF组中水平最高，我们猜测这可能是高脂导致了胆固醇水

平较高，使得 HDL升高将血液中收集多余的胆固醇并将其输送回肝脏，导致脂代

谢紊乱，这也与 Li等[120]的研究结果相一致。

图 3.4 豆渣和发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠血清中 TC（A）、TG（B）、HDL-C（C）
和 LDL-C（D）含量的影响

Fig 3.4 Effect of dietary intervention with okara and fermented okara on serum levels of TC (A),
TG (B), HDL-C (C) and LDL-C (D) in hyperlipidemic mice

3.3.4 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠中脏器指数的干预效果

实验动物处死后进行解剖，称量以下器官重量：肝、肾、脾、心。相对器官

重量为器官重量与体重的百分比。如表 3.5所示，各组小鼠的心、脾、肾、肺占体

重百分比差距不大，心脏为 0.56~0.58%，脾脏为 0.25~0.27%，肺部为 0.57~0.60%。

但肝脏质量有所差异，HF组小鼠肝脏指数明显高于其他组，达到了 4.60%，这意

味着高脂饮食对于肝脏的影响较为显著。而与此相比，HFFO组小鼠的肝脏指数为

3.33%。这表明通过发酵豆渣的膳食干预可以显著降低肝脏质量占比，从而减轻肝

脏的负担，保护肝脏功能。这个结果对于我们进一步了解豆渣和发酵豆渣膳食对

肝脏健康的影响提供了重要线索。
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表 3.5 豆渣和发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠脏器指数的影响

Tab 3.5 Effect of dietary intervention with okara and fermented okara on organ index in
hyperlipidemic mice

分组 心（%） 肝（%） 脾（%） 肺（%） 肾（%）

Con 0.58 ± 0.05 3.07 ± 0.71 0.26 ± 0.07 0.60 ± 0.07 1.46 ± 0.20

HF 0.56 ± 0.08 4.60 ± 0.65❋ 0.25 ± 0.08 0.58 ± 0.07 1.40 ± 0.17

HFO 0.59 ± 0.11 3.53 ± 0.69 0.27 ± 0.08 0.59 ± 0.11 1.59 ± 0.11

HFFO 0.56 ± 0.11 3.33 ± 0.45 0.27 ± 0.04 0.57 ± 0.06 1.35 ± 0.12

3.3.5 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠血液生化指标的干预效果

表 3.6展示了血液学指标测定结果，包括中性粒细胞、淋巴细胞、单核细胞、

嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞的数量及其百分比分布，结果显示各实验组之间无

显著差异，数值基本位于常规水平。这意味着高脂饮食对小鼠血液中血小板数量

和不同类型的白细胞没有产生较大的影响。然而，高脂小鼠血液中红细胞数目、

血红蛋白、红细胞积压下降明显，其中血红蛋白从 123.67 g/L下降至 72.00 g/L，

而白细胞数目提高明显，通过豆渣和发酵豆渣膳食的干预，观察到各项指标得到

明显改善。这表明豆渣和发酵豆渣膳食可能具有一定的保护作用，有助于恢复小

鼠的血液参数至正常水平，减轻高脂饮食带来的不良影响。

表 3.6 血液学参数

Tab 3.6 Blood biochemical parameters

血液学参数 Con HF HFO HFFO

白细胞数目(109/L) 7.68 ± 0.56 11.95 ± 1.29 6.46 ± 0.75 6.81 ± 1.39

中性粒细胞数目(109/L) 7.01 ± 0.42 7.28 ± 0.24 7.13 ± 0.47 7.14 ± 0.60

淋巴细胞数目(109/L) 1.69 ± 0.67 1.81 ± 0.83 1.60 ± 0.61 1.50 ± 0.19

单核细胞数目(109/L) 1.36 ± 0.34 1.47 ± 0.25 1.26 ± 0.26 1.40 ± 0.35

嗜酸性粒细胞数目(109/L) 0.03 ± 0.02 0.05 ± 0.04 0.05 ± 0.03 0.02 ± 0.01

嗜碱性粒细胞数目(109/L) 0.03 ± 0.02 0.08 ± 0.04 0.07 ± 0.06 0.04 ± 0.02
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表 3.6 血液学参数（续表）

血液学参数 Con HF HFO HFFO

中性粒细胞百分比(%) 1.63 ± 0.12 1.87 ± 0.71 1.53 ± 0.59 1.50 ± 0.30

淋巴细胞百分比(%) 18.27 ± 4.21 20.90 ± 3.87 19.97 ± 3.23 18.60 ± 4.40

单核细胞百分比(%) 81.70 ± 8.05 85.23 ± 4.44 80.10 ± 5.02 80.83 ± 4.10

嗜酸性粒细胞百分比(%) 0.57 ± 0.31 0.73 ± 0.31 0.60 ± 0.36 0.43 ± 0.15

嗜碱性粒细胞百分比(%) 1.07 ± 0.67 1.37 ± 0.23 1.13 ± 0.51 1.23 ± 0.81

红细胞数目(1012/L) 1.83 ± 0.61 0.55 ± 0.15 2.05 ± 0.31 1.98 ± 0.32

血红蛋白(g/L) 123.67 ± 4.04 72.00 ± 3.61 124.33 ± 6.81 124.00 ± 1.00

红细胞积压(%) 21.73 ± 1.53 2.40 ± 1.25 22.23 ± 1.69 21.93 ± 1.70

平均红细胞体积(fL) 57.60 ± 2.59 56.13 ± 5.62 53.07 ± 3.27 52.47 ± 3.65

平均红细胞血红蛋白含量(pg) 12.73 ± 3.23 16.27 ± 0.71 16.77 ± 0.96 13.63 ± 1.59

平均红细胞血红蛋白浓度(g/L)
1064.00 ±
107.95

1698.00 ±
126.11

1041.33 ±
109.10

1057.00 ±
146.24

红细胞分布宽度变异系数(%) 29.40 ± 3.44 33.17 ± 3.79 21.20 ± 1.54 30.47 ± 0.29

红细胞分布宽度标准差(fL) 71.07 ± 3.29 82.53 ± 1.71 83.77 ± 2.99 75.30 ± 1.60

血小板数目(109/L)
2214.33 ±
331.93

2094.67 ±
212.49

2263.67 ±
55.90

2185.33 ±
188.61

平均血小板体积(fL) 8.93 ± 0.25 9.23 ± 0.31 8.90 ± 0.26 9.13 ± 0.06

3.3.6 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠肝功能的干预效果

小鼠血清中谷丙转氨酶（ALT）和谷草转氨酶（AST）水平能够反映肝细胞功

能的损害程度。如图 3.5所示，Con组的 ALT和 AST水平最低，而 HF组的 ALT

和 AST水平则最高。这表明高脂饮食会导致肝细胞功能受损，从而导致 ALT和

AST水平升高。

而经过豆渣和发酵豆渣的膳食干预后，我们观察到ALT和AST水平明显降低，

相比于 HF组，HFO 组 ALT降低了 60.11%，HFFO组 ALT降低了 63.39%（图 3.5

A）；HFO组 AST降低了 25.92%，HFO组 AST降低了 23.11%（图 3.5 B）。这

表明豆渣和发酵豆渣的膳食干预可以保护肝脏功能，减轻对肝细胞的损害。然而，
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HFO组和 HFFO组之间并未发现 ALT和 AST水平存在明显差异。这可能意味着

在肝脏保护方面，豆渣和发酵豆渣的效果并没有显著差异，或者在所检测的实验

条件下，发酵豆渣并没有为膳食干预增添额外的益处。

图 3.5 豆渣和发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠 ALT(A)和 AST(B)的影响

Fig 3.5 Effect of dietary intervention with okara and fermented okara on ALT(A) and AST(B) in
hyperlipidemic mice

3.3.7 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠炎症因子的干预效果

4种饮食条件下，小鼠的血清中炎症因子的含量如图 3.6所示，由图 3.6可以

看出，高脂小鼠血清中炎症性细胞因子如肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素

-6（IL-6）和白细胞介素-1β（IL-1β）的浓度显著增加。这一现象反映了肥胖状态

下小鼠体内炎症反应的激活，揭示了肥胖与炎症之间存在直接的联系。炎症反应

的持续存在，不仅促进了代谢紊乱的进一步发展，也是许多慢性疾病形成的基础。

本研究采用了 10周豆渣和发酵豆渣的膳食干预，探究其对肥胖小鼠炎症状态

的影响。结果发现，这种干预显著减轻了体内炎症因子的表达，在 HFFO组中，

炎症因子 TNF-α、IL-6和 IL-1β的水平分别降低了 38.41%、25.09%和 17.88%。这

表明，豆渣和发酵豆渣膳食干预具有降低高脂小鼠炎症水平的作用，可能通过调

节机体内的免疫反应，减少炎症因子的产生和释放。

此外，豆渣和发酵豆渣膳食，可能通过抑制炎症信号通路的激活，为减轻肥

胖引发的慢性炎症状态提供了一种非药物的策略。在分子层面，我们推测豆渣及

其发酵豆渣中的生物活性成分可能直接或间接地干预了NF-κB等[122]关键炎症途径

的活化，从而发挥其抗炎作用。
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图 3.6 豆渣和发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠炎症因子的影响

Fig 3.6 Effect of dietary intervention with okara and fermented okara on inflammatory factors in
hyperlipidemic mice

3.3.8 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠肝脏组织学形态的干预效果

本研究运用油红 0染色技术深入探究了高脂膳食对小鼠肝脏组织脂滴积累的

影响，并评估了豆渣和发酵豆渣在此过程中的干预效果。油红 0染色是一种常用

于检测和分析组织中脂质积聚状况的特异性染色方法，它能够直观地展现出脂滴

的面积和数量，为我们评估脂质代谢状态提供了重要信息。

小鼠肝脏组织的油红 0染色图片如图 3.7所示，由图 3.7可以看出，我们在光

学显微镜（放大倍数 20 ×和 63 ×）对四组小鼠肝脏组织脂滴进行了观察，通过与

Con组相比，HF组小鼠的肝脏组织内显著增多的环状脂滴明确指出高脂饮食导致

的显著脂质积累，这些脂滴的出现是非酒精性脂肪性肝炎（NAFLD）发病机制的

关键环节之一。

进一步地，与 HF组相比，HFO和 HFFO组小鼠肝脏中的脂滴面积和数量显

著减少，这一发现说明了豆渣以及发酵豆渣膳食干预在减少肝脏组织脂滴积累方

面的有效性。且 HFFO组小鼠肝脏中的脂滴分布更加接近健康对照组，这表明发

酵豆渣在此过程中可能具有更优异的干预效果。由此推断，发酵过程可能促进了
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豆渣中生物活性成分的释放或增强了其生物可用性，从而更有效地抑制脂质在肝

脏的积累，并对抗高脂饮食引起的肝损伤。

图 3.7 小鼠肝脏组织的油红 0染色图片（× 20，× 63）

Fig 3.7 Oil red 0 stained images of mice liver tissue (× 20, × 63)

3.3.9 豆渣和发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠粪便 SCFAs的影响

表 3.7描述了豆渣与发酵豆渣对高脂饮食小鼠粪便短链脂肪酸（SCFAs）含量

（涵盖乙酸、丙酸、己酸、正丁酸、异丁酸、正戊酸和异戊酸）的影响。数据显

示，与 Con组相比，HF组粪便中 SCFAs水平显著降低（P < 0.05），其中，乙酸、

正丁酸、己酸、异丁酸、异戊酸、丙酸、正戊酸分别减少了 71.79%，97.98%，85.71%，

70.59%，68.42%，80.67%和 68.18%。这可能反映了肠道微生物失衡及其代谢功能

的下降，进一步指出高脂饮食可能通过干扰肠道微生物的组成和功能来影响宿主

的代谢健康。

而豆渣和发酵豆渣的膳食干预都逆转了 SCFAs 的降低，尤其是发酵豆渣。

HFFO组小鼠粪便中的大部分 SCFAs水平（乙酸、正丁酸、异丁酸、异戊酸、正
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戊酸）与 Con组无差异。这可能归因于发酵过程中生物活性化合物的释放或增益，

这些化合物可能直接或间接地促进了肠道微生物群落的健康状态。

表 3.7 4组小鼠粪便中 SCFAs含量（mg/g）

Tab 3.7 SCFA content in the feces of mice in different feeding groups (mg/g)

Group Con HF HFO HFFO

乙酸 2.34 ± 0.07a 0.66 ± 0.02c 0.94 ± 0.02b 2.02 ± 0.08a

正丁酸 0.99 ± 0.05a 0.02 ± 0.00c 0.25 ± 0.01b 0.89 ± 0.03a

己酸 0.07 ± 0.00a 0.01 ± 0.00b 0.01 ± 0.00b 0.02 ± 0.00b

异丁酸 0.17 ± 0.00a 0.05 ± 0.00b 0.05 ± 0.00b 0.15 ± 0.00a

异戊酸 0.19 ± 0.01a 0.06 ± 0.00b 0.07 ± 0.00b 0.17 ± 0.01a

丙酸 1.19 ± 0.06a 0.23 ± 0.00d 0.34 ± 0.00c 0.86 ± 0.04b

正戊酸 0.22 ± 0.01a 0.07 ± 0.00c 0.13 ± 0.00b 0.19 ± 0.00a

3.3.10 豆渣和发酵豆渣膳食对高脂小鼠瘦素的干预效果

4组小鼠肠道激素激素的含量变化如图 3.8所示。胆囊收缩素（CCK）、胰高

血糖素样肽-1（GLP-1）、肽 YY（PYY）等肠道激素又称瘦素，肠道菌群通过转

化色氨酸或 SCFAs的方式，影响肠道激素的生成[123, 124]。大多数肠道激素已被证

明影响食物摄入，可分为促食欲激素，如胃饥饿素，胰岛素样肽 5（INSL5）和使

食欲减退激素（如 CCK，GLP-1，PYY），它们能增强饱腹感。瘦素在脂肪组织

中合成，并分泌到血液中，高浓度下可抑制摄食，增加能量消耗。色氨酸的代谢

产物，吲哚，作为一种信号物质，可以调控小鼠中永生化的及初代结肠内分泌的 L

细胞释放 GLP-1。GLP-1对于激发胰岛β细胞释放胰岛素、降低食欲以及减慢胃部

排空过程扮演着至关重要的角色；这也暗示肠道生产的瘦素水平或许对食欲有潜

在的影响[125]。其他研究揭示，吲哚丙酮酸的增多与第二型糖尿病（T2DM）发病

率的下降及胰岛素的分泌和敏感性的提升之间存在关联。这表明吲哚或许通过 L

细胞媒介的 GLP-1增加来调节血糖代谢水平，从而对肥胖症的形成产生影响[126, 127]。



合肥工业大学专业硕士学位论文

42

图 3.8 豆渣和发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠肠道激素的影响

Fig 3.8 Effect of dietary intervention with okara and fermented okara on intestinal hormones in
hyperlipidemic mice

CCK，GLP-1，PYY等肠道激素（瘦素）与肥胖指数呈负相关，如图 3.8所示，

三种瘦素在 Con组中含量最高，在 HF组中含量最低，符合科学规律；通过豆渣

和发酵豆渣膳食干预，可以逆转高脂饮食引起的瘦素降低，且 HFFO组的效果更

加，与 HF组相比，HFFO组的 CCK，GLP-1，PYY水平分别提高了 76.12%、63.84%

和 27.01%。值得注意的是，在 GLP-1中，Con组与 HFFO组无显著差异，在 CCK

中，Con组、HFO组和 HFFO组无显著差异。

3.4 本章小结

本章研究集中于探讨豆渣及发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠的影响，一方面，

揭示了豆渣及发酵豆渣膳食干预在高脂小鼠中对体重管理、血糖调节、血脂管理

以及保护肝脏健康方面的积极效果；另一方面，也揭示了豆渣及发酵豆渣膳食干

预，可以通过改善血液学参数、保护肝功能、调节炎症因子、改善肝脏组织形态、

调整肠道微生物产生的短链脂肪酸以及提升瘦素水平，展现了豆渣和发酵豆渣膳

食干预在减轻肥胖及其并发症方面综合的干预潜力，这进一步强调了膳食干预在

控制肥胖和维护健康方面的重要性。且相较于未发酵的豆渣，发酵豆渣膳食干预

在小鼠肝脏组织学形态、短链脂肪酸、肠道激素的影响上干预效果更佳，这表明

发酵过程可以增强豆渣中的生物活性化合物，改善其健康效益。通过发酵处理，

豆渣中的蛋白质和纤维素等营养成分被进一步分解，产生更多的生物活性物质，
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如抗氧化物质和抗炎物质，这些物质有助于调节身体内的氧化应激反应和炎症反

应，对抗由高脂饮食引起的代谢紊乱。

接下来，我们将进一步深化研究视角，聚焦于肠道微生态系统-一个在肥胖及

其相关并发症中发挥关键作用的领域，围绕发酵豆渣膳食干预如何通过调节肠道

菌群及其代谢产物-特别是色氨酸代谢物，来发挥其作用，探究发酵豆渣对肥胖小

鼠模型肠道微生物的具体影响及其机制，以及这些微生物变化如何对宿主的代谢

健康产生影响。
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第四章 发酵豆渣对高脂小鼠的肠道菌群及其色氨酸代谢物

的调节作用

越来越多的研究揭示了肠道微生物群失衡在肥胖发展中扮演着至关重要的角

色，使得针对肠道微生物群的调节成为治疗肥胖的一种新兴方法。在影响肠道微

生物的多种因素中，饮食是最关键的一个。肠道微生物群的失衡不仅与肥胖紧密

相关，也与糖尿病、心血管疾病等多种健康状况有关[128]。因此，调整肠道菌群结

构，提高益生菌比例及抑制有害菌的增长，对预防和治疗这些疾病至关重要。

色氨酸，作为八种必需氨基酸之一，因人体无法合成而必须通过饮食摄取。

色氨酸的代谢路径有两条主要途径：一是合成组织蛋白，另一是分解代谢。血清

素，一种重要的神经递质，是色氨酸经血清素代谢途径转化而来的，而通过犬尿

氨酸代谢途径，色氨酸还能最终转化为烟酸、二氧化碳、犬尿氨酸和黄尿酸[129]。

此外，在肠道微生物作用下，色氨酸还能转化为吲哚、吲哚丙酸等多种物质（芳

烃受体代谢途径）。色氨酸及其代谢物的作用极为广泛，包含调控免疫反应、生

长发育、以及情绪行为，并对研究肿瘤、免疫系统疾病和神经系统疾病的治疗提

供了重要靶点[130]。为了更准确地研究色氨酸的代谢途径，我们开发了一种基于

LC-MS/MS的分析方法，能够定量分析 31种与色氨酸代谢相关的物质。

本章将深入探讨发酵豆渣通过饮食干预对高脂饮食引发的肥胖小鼠肠道菌群

及其色氨酸代谢物的调节作用。研究发酵豆渣如何影响肠道菌群组成、色氨酸代

谢物的变化，以及这些变化如何调控肥胖及其相关代谢指标的机制。此研究旨在

为调节肠道健康以及预防和治疗肥胖及相关代谢性疾病提供新策略和理论基础。

4.1 材料与仪器设备

仪器设备如表 4.1所示。小鼠的选择和饲养条件同第三章。采集小鼠结肠内容

物以用于肠道微生物的测序和色氨酸代谢物的测定。

表 4.1 仪器与设备

Tab 4.1 Gradient elution procedure

仪器 型号 厂家

LC-MS/MS QTRAP 6500+ SCIEX

离心机 5424R Eppendorf

电子天平 AS 60/220 R2 RADWAG



第四章 发酵豆渣对高脂小鼠的肠道菌群及其色氨酸代谢物的调节作用

45

表 4.1 仪器与设备（续表）

仪器 型号 厂家

球磨仪 MM400 Retsch

多管涡旋振荡器 MIX-200 上海静信

超声清洗仪 KQ5200E 昆山舒美

引物
Phusion® High-Fidelity PCR
Master Mix with GC Buffer

New England Biolabs 公司

4.2实验内容与方法

4.2.1肠道菌群 16sRNA技术分析

4.2.1.1基因组 DNA的提取和 PCR扩增

为了分析肠道微生态，我们采用了 16sRNA测序技术。本研究从小鼠结肠提

取的粪便样本（n=5）中，经 CTAB或者 SDS法提取了基因组 DNA。提取物通过

琼脂糖凝胶电泳进行检测，以评估其纯度和浓度后，稀释到 1 ng/μL用于后续实验

[131]。

基因组 DNA 在 PCR中成为特定区段条码引物的模板，通过高效率的高保真

酶作用进行了扩增。这里使用的引物专一地匹配 16S rRNA 的 V4 区域（515 F和

806 R）

4.2.1.2 产物的混样和纯化

对于 PCR产物，首先通过 2%的琼脂糖凝胶进行电泳验证，之后利用磁珠法

进行了纯化，并根据 PCR产物的浓度进行混合。这些混合后的样品再次通过电泳

确保质量，并从凝胶中回收目标条带。

4.2.1.3 文库构建和上机测序

建立了样本文库，使用 TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation Kit建库试

剂盒处理，并通过 Qubit 与 Q-PCR 进行定量。定量合格的文库随后送上

NovaSeq6000进行测序。

4.2.1.4 信息分析部分

测序数据处理：对于测序数据的处理，使用了 Barcode序列从原始数据中分辨

样本，并截取掉引物序列。fastp软件用于对原始测序读数（reads）进行质量控制，

包括自动检测接头序列、去除含高量 N碱基和低质量碱基的读数，以及基于碱基
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平均质量低于标准的端部剪切，并丢弃长度不足的读数。然后，通过 FLASH软件

处理高质量的配对端 reads，生成质量高的 Tags。这些 Tags序列经过比对工具

vsearch校对，并剔除嵌合体序列。

ASV降噪和物种注释：ASV序列通过降噪策略生成并通过 Deblur工具处理，

再配合Mothur软件和 SILVA数据库进行物种级别的注释分析，得到不同分类级别

（如门、纲、目、科、属、种）的群落组成信息。所有 ASV代表序列的比对和系

统发育关系采用MAFFT软件实现。为了进行样本间公平比较，所有样本数据按照

最低数量标准进行了均一化处理，保证 Alpha和 Beta多样性分析基于均一化数据

进行。

4.2.2 色氨酸靶向代谢组分析方法

4.2.2.1 样本前处理

（1）取出样品（4组小鼠的结肠内容物，每组 4个样品）于冰上解冻（后续

操作均在冰上进行）；

（2）样本解冻后，称取 50 mg至离心管中；

（3）向离心管中加入 500 μL甲醇溶液（含 20 μL为 250 ng/mL的内标工作液），

涡旋 3 min混匀后，于-20 °C冰箱静置 30 min；

（4）在 4 °C条件下，12000 r/min离心 10 min，移取 250 μL上清液于新的离

心管中；

（5）再次离心后移取 150 μL上清液于进样瓶中，暂存于-20 °C冰箱用于

LC-MS/MS分析。

4.2.2.2 色谱质谱条件采集

数据采集仪器系统主要包括超高效液相色谱和串联质谱。

液相条件主要包括：

（1）色谱柱：Waters ACQUITY UPLC HSS T3 C18 柱（1.8 μm，100 mm × 2.1

mm）；

（2）使用的流动相分为 A相：含有 0.1%甲酸的超纯水；B相：含有 0.1%甲

酸的乙腈；

（3）设定流动相流速为每分钟 0.35 mL，色谱柱温度控制在 40 ℃，并设置进

样体积为 5 μL；

（4）流动相梯度：0 min A/B为 90 : 10（V/V），1 min A/B为 90 : 10（V/V），

8 min A/B为 5 : 95（V/V），9.5 min A/B为 5 : 95（V/V），9.6 min A/B为 90 : 10

（V/V），12 min为 90 : 10（V/V）。

质谱条件主要包括：
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ESI源温度设置为 550 ℃，正离子模式质谱电压为 5500 V，负离子模式为-4500

V，气帘气压定为 35 psi；使用 Q-Trap 6500+，同时为每个离子配对确定最适的去

簇电压和碰撞能量进行检测。

4.2.3 生化分析

采用商业化 Elisa试剂盒（武汉赛培生物科技有限公司），按照生产商的说明

书来测量结肠中 IL-22和 AhR的表达量。

4.3 结果与分析

4.3.1 发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠肠道菌群的影响

4.3.1.1 发酵豆渣膳食干预对小鼠肠道微生物α-多样性的影响

Observed ASV代表直观观测到的物种数量，即 ASV数目；Shannon指数反映

样品中的物种总数及其相对丰度，该指数越高表示群落多样性越大，物种分布越

均匀；Chao1指数用于估计样品中可能存在的物种总数。Shannon和 Chao1指数是

评估菌群α多样性的常用指标，可提供关于生物群落多样性与结构的重要信息[132]。

由图 4.1 A的数据显示，HF组的 ASV数目最低，表明高脂饮食显著降低了肠

道微生物的物种丰富度，且与 HF组相比，HFO组和 HFFO组的 ASV数目增加，

且 HFFO组的 ASV数目增加更为显著，说明发酵豆渣能够有效提升由高脂饮食引

起的微生物多样性损失，使 ASV数目有所回升。

由图 4.1 B所示的 Chao 1指数显示，HF组的 Chao 1最低，Con组、HFO组

和 HFFO组之间的 Chao 1指数没有显著性差异，这表明高脂饮食会导致物种总数

下降，而发酵豆渣及豆渣膳食干预后物种总数得到了一定程度的修复。

由图 4.1 C的 Shannon指数结果来看，HF组的 Shannon指数最低，说明高脂

饮食导致肠道微生物群落的多样性和均匀度受到显著影响。且 Shannon指数显示，

HFO组与 HF组之间的群落分布多样性和均匀度相似。但与 HF组相比，HFFO组

的 Shannon指数增加，表明其在物种多样性上的潜在改善，这可能与发酵豆渣中

特定微生物产生的有益化合物有关，这些化合物可能有助于调节和优化肠道微生

物群落结构。

综上所述，发酵豆渣膳食干预对改善高脂饮食导致的小鼠肠道微生物α-多样性

减少具有显著效果，不仅提高了物种的丰富度和预期物种总数，还有助于维持群

落的多样性和均匀度。
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图 4.1 发酵豆渣膳食干预对小鼠肠道菌群α-多样性的影响

Fig 4.1 Effect of dietary intervention with fermented okara on the α-diversity of gut in mice

4.3.1.2 发酵豆渣膳食干预对小鼠肠道微生物β-多样性的影响

在β-多样性研究进阶分析中，我们采用了加权 UniFrac 距离（Weighted UniFrac

Distance）和非加权 UniFrac距离（Unweighted UniFrac Distance）作为关键指标，

用以深入衡量不同样本间在物种多样性方面的差异性。加权 UniFrac距离考虑了物

种丰度的差异，而非加权 UniFrac距离则关注物种的存在与否，无视其丰度。因此，

这两个度量标准从不同角度分析了样本间的相异性。理论上，距离值越小，意味

着比较的样本在物种组成上差异越小。

本研究利用主坐标分析（PCoA）技术，基于上述两种 UniFrac距离度量，从

复杂的高维数据中提取关键信息和结构特征。通过对特征值和特征向量的排序，

PCoA分析能揭示样本间主要的差异性和相似性，进而以二维形式直观展现样本间

的相对位置关系。其中，选择了贡献率最高的主坐标组合进行绘图，以确保结果

具有较高的解释性和准确性。

由图 4.2的结果显示，Con组与 HFFO组在图中的距离较近，表明它们的肠道

微生物组成结构相对类似。相较之下，HF组在图中的定位与其他群组显著不同，

说明其肠道微生物组成差异较大。这一现象强调了发酵豆渣膳食干预在缓解高脂

饮食造成的肠道菌群紊乱方面的潜在效益。由此可见，发酵豆渣膳食干预在促进

肠道微生物群落结构向健康状态转变方面发挥着积极作用。
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图 4.2 发酵豆渣膳食干预对小鼠肠道微生物 β-多样性的影响

Fig 4.1 Effect of dietary intervention with fermented okara on the β-diversity of gut in mice

4.3.1.3 发酵豆渣膳食干预对小鼠肠道微生物群落组成（门水平）的影响

各组小鼠门水平肠道微生物群落组成的影响见图 4.3。

图 4.3 各组小鼠肠道菌群门水平堆积图

Fig 4.3 Mice intestinal flora phylum level stacking plots for each group of mice

由图 4.3可知，各组小鼠结肠中肠道微生物主要由厚壁菌门、疣微菌门、拟杆

菌门、放线菌门和变形菌门组成，其中主要优势菌门为厚壁菌门和拟杆菌门

（78.50%～94.03%）。在肠道微生物组研究中，厚壁菌和拟杆菌的比例经常被用

来评估个体的代谢健康状态。一般来说，较低的厚壁菌/拟杆菌比例被认为与较好

的健康状况相关联。与 Con组相比，HF组的厚壁菌门相对丰度增加，拟杆菌门的

相对丰度降低，疣微菌门的相对丰度降低。而与 HF组相比，HFO组和 HFFO组



合肥工业大学专业硕士学位论文

50

拟杆菌门的相对丰度增加，厚壁菌门相对丰度降低，这表明豆渣和发酵豆渣膳食

干预可能对调节因高脂饮食引起的肠道微生物组成失衡有正面影响，尤其是在修

复厚壁菌与拟杆菌比例上展现出了潜在的调节作用。这些变化暗示着，通过调整

肠道内特定菌群的相对丰度，可以缓解高脂饮食所导致的代谢紊乱，可能是通过

改善肠道微环境，促进营养物质的合理分解和吸收，以及减少炎症反应等机制实

现的。

除了厚壁菌与拟杆菌外，研究中还观察到疣微菌门和放线菌门的变化，这也

为评估肠道微生物多样性提供了更全面的视角。疣微菌门中的某些菌种，如阿克

曼氏菌属，被认为对肠道健康尤为重要，能够增强肠道屏障、降低炎症等，进一

步表明膳食干预可能通过影响这类有益菌的丰度，来促进健康。同样，放线菌门

中的多种菌群，包括双歧杆菌属等，已知对促进肠道健康有积极作用，包括支持

免疫功能、生产短链脂肪酸等。接下来我们继续对肠道菌群的属水平进行分析。

4.3.1.4 发酵豆渣膳食干预对小鼠肠道微生物群落组成（属水平）的影响

各组小鼠属水平肠道微生物群落组成的影响见图 4.4。

图 4.4 各组小鼠肠道菌群属水平堆积图

Fig 4.4 Mice intestinal flora genus level stacking plots for each group of mice

如图 4.4所示，四组小鼠结肠中各菌群的丰度不同，10种主要的菌群属分别

是 Faecalibaculum（粪杆菌属），Bacteroides（拟杆菌属），Akkermansia（阿克曼

氏菌属），Alloprevotella（拉瓦异普雷沃菌属），Lachnoclostridium（梭菌属），

Alistipe（另支菌属），Lactobacillus（乳杆菌属），Desulfovibrio（脱硫弧菌属），

Muribaculum（鼠杆菌属），Blautia（布劳特氏菌属）。Con组小鼠菌群的优势属

是粪杆菌属，拟杆菌属和阿克曼氏菌属；而 HF组小鼠菌群的优势属是拉克诺梭菌

属和脱硫弧菌属，这表明高脂饮食扰乱了小鼠肠道菌群的属水平组成。HFO组小

鼠菌群的优势属是拟杆菌属、梭菌属和鼠杆菌属；HFFO组小鼠菌群的优势属是拉
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瓦异普雷沃菌属，阿克曼氏菌属，拟杆菌属，HFO组与 HFFO组的优势属和 Con

组相似，这表明豆渣和发酵豆渣膳食干预具有重塑高脂饮食小鼠肠道微生物群落

组成的潜力。通过对比各组小鼠的肠道微生物组成，我们可以观察到膳食干预如

何影响特定菌群的丰度，这对理解肠道微生物与宿主健康之间的关系至关重要。

拟杆菌属和阿克曼氏菌属的增加：拟杆菌属和阿克曼氏菌属被认为有益于肠

道健康，其中阿克曼氏菌属特别被研究用于改善肠道屏障和减轻炎症。在 HFO组

和 HFFO组中，这两个属的相对丰度增加，可能指示了肠道微生物多样性的提升

和肠道环境的改善。

梭菌属和脱硫弧菌属的变化：这两个属在 HF组中丰度最高，而在发酵豆渣干

预后，它们的丰度降低，表明发酵豆渣膳食干预可能有助于减少与炎症和肠道屏

障损伤相关的菌群种类。

异普雷沃氏菌属和鼠杆菌属的变化：与 HF组相比，这两个属在 HFFO组中的

相对丰度升高，可能与发酵豆渣的膳食纤维和其他有益组分有关，促进了这些益

生菌群的增长。

4.3.1.5 发酵豆渣膳食干预对小鼠肠道微生物属水平差异性分析

发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠肠道微生物差异菌属的热图见图 4.5。

图 4.5 发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠肠道微生物差异菌属的热图

Fig 4.5 Heatmap of fermented okara dietary intervention on differential genera of intestinal flora in
hyperlipidemic mice

图 4.5 A是 10种差异属丰度的热图，可以清晰的看出 10种属水平在 4组小鼠

中的丰度，进而对 Con vs HF组，HFO vs HF组和 HFFO vs HF组进行两两比较，

计算相应的 FC值和 P值，如图 4.5 B所示。在这部分的研究中，通过对肠道微生

物差异属丰度的深入分析，揭示了高脂饮食及发酵豆渣膳食干预对小鼠肠道微生

物组成的显著影响。通过细致的比较和统计分析，我们能够更清楚地理解这些变

化对于肠道健康和代谢健康的潜在意义。
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对其进行分析和筛选，我们可以发现，Con组与 HF组相比的最显著差异菌属

为：粪杆菌属（P = 0.0000053，Log2FC = 6.88），布劳特氏菌属（P = 0.00000679，

Log2FC = 2.97），拟杆菌属（P = 0.0000104，Log2FC = 4.60），表明高脂饮食主

要影响了粪杆菌属、布劳特氏菌属和拟杆菌属。HFFO组与 HF组相比的最显著差

异菌属为：拟杆菌属（P = 0.0000221，Log2FC = 4.45），另支菌属（P = 0.0000395，

Log2FC = 3.35），布劳特氏菌属（P = 0.0000256，Log2FC = 2.40），这表明，与

HF组相比，发酵豆渣膳食干预主要影响了拟杆菌属、另支菌属和布劳特氏菌属，

拟杆菌属和另支菌属水平丰度的提高以及布劳特氏菌属的相对恢复，显示了发酵

豆渣膳食干预能够对高脂饮食造成的不利影响进行一定的逆转，促进肠道微生物

多样性的恢复和肠道健康的改善。这些结果强调了饮食干预在改善或逆转由不良

饮食习惯所致肠道微生物失衡中的潜力。尤其是粪杆菌属和拟杆菌属的变化，不

仅反映出肠道微生物群落组成的敏感性，也提示了它们可能在调节宿主代谢和免

疫反应中发挥关键作用。且布劳特氏菌属的变化与肠道健康有着密切的联系，特

别是其在维护肠道屏障功能和促进短链脂肪酸的产生中的作用。

综上所述，这些分析不仅提供了深入理解高脂饮食和发酵豆渣膳食干预如何

影响肠道微生物群落的具体方式，也强调了调整饮食结构，尤其是通过膳食干预

来改善肠道微生物多样性和功能，从而促进健康的重要性。

4.3.1.6 四组小鼠肠道微生物 LEfSe分析

LEfSe（LDA，线性判别分析效果大小）是一种用于发现和解释高维度生物标

识（基因、通路和分类单元）的分析工具，可以用于进行两个或多个分组的比较，

它强调统计意义和生物相关性，能够识别不同丰度的特征以及相关联的类别。

LEfSe的统计结果分别为 LDA值分布柱状图，进化分支图。四组小鼠的肠道菌群

基于 ASV的 LDA值分布柱状图和进化分支图如图 4.6所示。

为了确定在不同组别之间具有差异的特定细菌群，我们进行了 LEfSe分析，

设置 LDA得分为 2.0，LEfSe检测了从门到属的细菌分支，并对微生物群进行了统

计和相关性分析，如图 4.6 A和图 4.6 B所示。Alloprevotella（拉瓦异普雷沃菌），

Alistipes（另支菌属）和 Lachnospiraceae（毛螺菌科）等在 HF组中富集；Firmicutes

（拟杆菌门），Lactobacillus（乳杆菌），Akkermansia（阿克曼氏菌），Lactobacillus

（乳杆菌），和 Enterococcus（肠球菌）在 Con组中富集。且经过发酵豆渣膳食干

预后，一些改善肥胖相关微生物群的丰度在增加，例如在 HFFO组中，

Coriobacteriaceae（红蝽菌科）UCG-002，Rikenellaceae（理研菌科）RC9，Alistipes

（另支菌属），Blautia（布劳特氏菌属），Oscillospirales（颤螺菌目），Lachnospiraceae

（毛螺菌科）和 Roseburia（罗氏菌属）的相对丰度增加。
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图 4.6 四组小鼠的肠道菌群基于 ASV 的 LDA 值分布柱状图（A）和进化分支图（B）

Fig 4.6 Histograms (A) and evolutionary branching plots (B) of the distribution of ASV-based
LDA values in the intestinal flora of four groups of mice

4.3.2 发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠色氨酸代谢物的影响

4.3.2.1 Con组、HF组、HFO组和 HFFO组小鼠色氨酸代谢物主成分分析

为了深入确定与高脂饮食相关的特征性色氨酸代谢物，我们利用 LC-MS/MS

进行了结肠内容物色氨酸的靶向代谢组学分析。首先，通过 PCA分析，我们不仅

能够观察到四组样本总体分布的趋势，还能够识别可能存在的异常点。在 PCA图

中，每个样本被表示为一个点，样本之间的集聚程度和分散程度通过这些点的相

互位置反映差异性：点越接近，说明样本间观察到的变量相似性越高；点越分散，

则表示变量相似性较低。正如图 4.7所示，不同组内部相似度较高，而四个实验组

之间存在显著差异，这表明 Con组、HF组、HFO组和 HFFO小鼠的色氨酸代谢

物发生了明显的变化。



合肥工业大学专业硕士学位论文

54

图 4.7 四组小鼠色氨酸代谢物 PCA图

Fig 4.7 PCA plots of tryptophan metabolites in four groups of mice

4.3.2.2 Con组、HF组、HFO组和 HFFO组小鼠中色氨酸代谢物的丰度差异

我们一共检测到了 27种色氨酸代谢物，它们在四组小鼠中的含量分布热图如

图 4.8所示，从热图中我们可以直观地看出四组小鼠中色氨酸代谢物的分布，这些

代谢物被映射到了色氨酸代谢的三个途径，包括血清素途径、犬尿酸途径和吲哚

/AhR途径。总体来说，Con组与 HF组相比，HIAA、IPA、IAA、IGA、IA、6-HMLT、

5HTOL、ILA、IAM等物质分布差异显著；HFFO组与 HF组相比，Tryptophol（IEt）、

IAld、IAAld、TRM、XA、HAA、QA等物质分布差异显著。接下来，我们基于

FC值和 P值，分别对血清素途径、犬尿酸途径和吲哚/AhR三条途径的差异代谢

色氨酸代谢物进行筛选和分析。
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图 4.8 四组小鼠中色氨酸代谢物的丰度热图

Fig 4.8 Heat map of tryptophan metabolite abundance in four groups of mice

4.3.2.3 发酵豆渣膳食干预对色氨酸代谢物中吲哚类物质的影响

图 4.9 D是色氨酸代谢三条通路图，包括血清素途径、犬尿酸途径和吲哚/AhR

途径。图 4.9 A是犬尿酸途径相关代谢物的热图，包括 HAA、L-KYN、PA、QA、

KYNA和 XA，通过 Con组与 HF组比较、HFO组与 HF组比较、HFFO组与 HF

组比较，并无发现规律性变化及差异；图 4.9 C是血清素途径相关代谢物的热图，

包括 6-HMT、5-HTP、HAA和 SER，通过 Con组与 HF组比较、HFO组与 HF组

比较、HFFO组与 HF组比较，也并无发现规律性变化及差异；图 4.9 B是吲哚/AhR

途径相关代谢物的热图，包括 9种相关代谢物，IAAld、TRM、IEt、IAld、IA、IAA、

IPA、ILA 和 IAM，通过综合 FC值和 P值分析，我们发现与 Con组相比，HF组

中的 IAAld、IAld、IA、IAA、和 Tryptophpl等物质显著降低，而与 HF组相比，

HFFO组中的 IAAld、IAld、IA、IAA、和 IEt等物质显著升高，表明发酵豆渣膳

食干预可以显著改变 IAAld、IAld、IA、IAA、和 IEt等物质，而 IAAld、IAld、IA、

IAA、和 Tryptophpl是 AhR的配体，它们可以和 AhR结合共同发挥抗炎症作用。

在犬尿酸路径（图 4.9 A）及血清素途径（图 4.9 C）的探讨中，通过将 Con

组、HF组、HFO组及 HFFO组进行对比分析（FC值和 P值），我们未观察到明

显的规律性变化或显著性差异。这提示在这两个途径中，不同饮食类型对相关代

谢物的影响似乎不具有明显的直接关联。
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然而，在吲哚/AhR途径的分析中（图 4.9 B），我们发现一种截然不同的情况。

综合 FC值和 P值分析的结果表明，在与 Con组相比时，HF组中的一系列代谢物，

包括 IAAld、IAld、IA、IAA和 IEt，呈现出显著的降低。这一发现意味着高脂饮

食可能阻碍了这些重要代谢物的产生。更值得注意的是，与 HF组对比，采用发酵

豆渣膳食的 HFFO组在这些关键代谢物上显示出显著提升，逆转了由高脂饮食引

起的负面影响。

这类代谢物的显著改变特别重要，因为 IAAld、IAld、IA、IAA、及 IEt均是

AhR的配体。AhR是一种在细胞内广泛表达的配体激活转录因子，通过与其配体

结合，可以影响多种生物过程，包括抗炎症响应。因此，我们的发现不仅揭示了

发酵豆渣在调节色氨酸代谢的潜力，更进一步指出，这种膳食干预可能通过 AhR

途径提供了一种有效的抗炎策略。

图 4.9 三条色氨酸代谢途径及相关代谢物的 FC和 P值热图

Fig 4.9 Heatmap of FC and P values of three tryptophan metabolic pathways and related
metabolites

4.3.2.4发酵豆渣膳食干预对差异色氨酸代谢物和结肠 AhR/IL-22表达的影响

如图 4.10 A-E所示，对 4个不同实验组小鼠中色氨酸代谢物的含量进行了详

细比较和分析。研究发现，与 Con组相比，HF组在其体内的几种关键色氨酸代谢

物，包括 IAAld、IAld、IA、IAA及 Tryptophpl的含量出现了显著降低。这些变化

反映了高脂饮食对色氨酸代谢途径的显著干扰。然而，HFFO组呈现出与 HF组截

然不同的结果：IAAld、IAld、IA、IAA及 Tryptophpl等代谢物含量的降低得到了

显著的逆转，表明发酵豆渣膳食干预能够有效缓解高脂饮食引起的色氨酸代谢紊
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乱。

进一步的分析（图 4.10 F-G）指出，在 Con组的小鼠中，IL-22和 AhR表达

水平最高，而在高脂饮食组 HF组中表达水平最低，表明高脂饮食可能导致结肠中

IL-22和 AhR水平下降，暗示了高脂饮食可能通过抑制 IL-22和 AhR的表达来诱

发炎症和代谢失衡。而 HFO组与 HFFO组则在逆转高脂饮食诱导的 IL-22和 AhR

降低方面表现出了显著效果，尤其是在 HFFO组中这种逆转作用更为显著。IAAld、

IAld、IA、IAA及 Tryptophpl等 AhR的配体可以和 AhR结合，共同发挥免疫稳态、

上皮功能、对病原体的抵抗力、异生物质代谢的作用，这意味着发酵豆渣配合特

定膳食干预可能不仅对色氨酸代谢途径有益，而且还能通过提升 IL-22和 AhR的

表达水平，有效抵抗高脂饮食引起的炎症和代谢失衡，显示出潜在的抗炎和代谢

调控功能。

总而言之，这些深入的分析和结果揭示了色氨酸代谢途径在高脂饮食诱发的

代谢紊乱中的关键作用，并强调了通过特定发酵豆渣的膳食干预来提升色氨酸代

谢物含量及其相关途径（如 IL-22和 AhR表达）的重要性和潜力。

图 4.10 发酵豆渣膳食干预对差异色氨酸代谢物和结肠 AhR/IL-22表达的影响

Fig 4.10 Effect of dietary intervention with fermented okara on tryptophan metabolites of indoles
and colonic AhR/IL-22 expression

4.3.2.5 肠道菌群与色氨酸代谢物的 spearman相关性分析

接下来，我们将差异肠道菌群（属）与差异色氨酸代谢物进行 spearman相关
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性分析，探讨肠道菌群的变化是如何影响色氨酸代谢物的，结果如图 4.11所示，

乳杆菌属与 TRM呈正相关，粪杆菌属与 IAAld、TRM、IAld和 IAA呈正相关，

另支菌属与 IAld呈正相关，布劳特氏菌属与 IAA、IA和 IPA呈正相关，阿克曼氏

菌属与 Trptophol呈正相关，梭菌属与 IAM和 ILA 呈正相关，鼠杆菌属与 IPA呈

负相关。这表明不同的肠道菌群在色氨酸代谢途径中发挥独特的作用，影响色氨

酸代谢物的生成与代谢，这对于理解肠道菌群与宿主健康的相互作用具有重要意

义。肠道菌群通过多种途径影响色氨酸代谢，包括直接参与色氨酸的代谢过程，

以及通过影响宿主代谢途径间接调控色氨酸的转化。

乳杆菌属与TRM的正相关性表明乳杆菌属可能通过促进色氨酸向有益健康的

代谢物转化的途径来影响宿主的健康状态，乳杆菌属被广泛认为是益生菌，在改

善肠道健康、提高免疫力等方面具有重要作用；粪杆菌属的正相关行为显示了这

一属的菌株可能在色氨酸的代谢途径中扮演着积极的角色，特别是与 IAAld、TRM、

IAld以及 IAA的正相关性表明，粪杆菌属可能参与色氨酸到吲哚类物质的转化过

程，这对维持肠道黏膜的完整性和调节免疫系统有重要意义；另支菌属与 IAld的

正相关性暗示另支菌属可能在促进色氨酸代谢物向有益的代谢方向转化中起到作

用，进一步研究该属菌株的具体机制对深入理解肠道微生态的健康影响很重要；

布劳特氏菌属与多个色氨酸代谢物（IAA、IA 和 IPA）的正相关性表明，布劳特氏

菌属在色氨酸代谢途径中可能起到关键作用，特别是在促进抗炎、维护肠道屏障

等方面；阿克曼氏菌属与 Trptophol的正相关性揭示了阿克曼氏菌属可能通过影响

色氨酸到 Trptophol的转化，在维护肠道屏障和调节免疫反应中扮演重要角色；鼠

杆菌属与 IPA呈现负相关性，可能暗示了鼠杆菌属在肠道中的一种竞争机制，或

者说它可能通过某些代谢途径抑制 IPA的生成，这对理解肠道微环境的调控具有

一定的启示意义。

综上所述，肠道菌群通过其代谢活动显著影响着色氨酸代谢物的形成和调节，

这些影响可能通过影响神经递质的合成、调节免疫反应、保护肠道屏障等多个方

面，进而影响宿主的健康和疾病状态。因此，维护肠道菌群的平衡对于维护健康

具有至关重要的作用。未来的研究可以进一步探讨具体菌群的功能机制，以及如

何通过调节肠道菌群结构来预防和治疗与色氨酸代谢相关的疾病。
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图 4.11 肠道菌群与色氨酸代谢物的 spearman相关性分析

Fig 4.11 Spearman correlation analysis of intestinal flora with tryptophan metabolites

4.4 本章小结

本章通过 16sRNA技术和 LC-MS/MS色氨酸靶向代谢组学分析，以及 AhR和

IL-22表达量的测定，探究发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠肠道菌群及其衍生的色氨

酸代谢物的变化，进一步揭示发酵豆渣膳食干预对肥胖的抑制机制，分析结果如

下：

（1）发酵豆渣膳食干预可以提高肠道菌群的α-多样性和β-多样性。具体表现

为 HFFO组显著增加了小鼠肠道微生物的 ASV数目，表明可以有效提升高脂饮食

引起的微生物多样性损失。通过 Shannon和 Chao1指数分析表明，发酵豆渣膳食

干预有助于维持群落的多样性和均衡。利用加权和非加权 UniFrac距离评估发现，

发酵豆渣膳食干预可以缓解高脂饮食造成的肠道菌群紊乱，促进肠道微生物群落

结构向健康状态转变。

（2）发酵豆渣膳食干预重塑了肠道菌群的组成，表现为门水平和属水平的变

化；相较于 HF组，HFFO组和 HFO组表现出厚壁菌门相对丰度降低，拟杆菌门

的相对丰度增加，有助于调整肠道微生物组成；发酵豆渣膳食干预对特定菌属如

拟杆菌、另支菌属和布劳特氏菌属的丰度有显著影响，表明其能够促进肠道微生

物多样性的恢复和肠道健康的改善。不同组之间小鼠肠道微生物组成有显著差异，

且发酵豆渣膳食干预具有重塑高脂饮食小鼠肠道微生物群落组成的潜力。

（3）通过 LC-MS/MS色氨酸靶向代谢组学表明，Con组、HF组、HFO组和

HFFO组的色氨酸代谢物呈现显著差异，且高脂会引起色氨酸代谢的紊乱，而发酵

豆渣膳食干预能改善高脂饮食引起的色氨酸代谢紊乱。特别是，研究主要发现发
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酵豆渣膳食干预影响的是吲哚/AhR途径中的代谢物，如 IAAld、IAld、IA、IAA、

和 Tryptophpl等。

（4）发酵豆渣膳食干预显著逆转了高脂饮食导致的 IL-22和 AhR表达水平的

降低，表明发酵豆渣可以通过 AhR途径提供有效的抗炎策略。通过 Spearman相关

性分析发现，不同的肠道微生物与特定的色氨酸代谢物具有正相关性或负相关性，

提示肠道菌群通过不同途径影响色氨酸代谢过程，对宿主健康产生重要影响。

本研究通过系统性分析揭示了发酵豆渣膳食干预在高脂饮食喂养小鼠中通过

调节色氨酸代谢通路，尤其是吲哚/AhR途径，显著影响色氨酸代谢物的丰度，并

可能通过提升 IL-22和 AhR的表达水平，有效抵抗高脂饮食引起的炎症和代谢失

衡，显示出潜在的抗炎和代谢调控功能。此外，肠道菌群与色氨酸代谢物之间存

在复杂的相互作用，为理解肠道微生态与宿主健康的关系提供了新的视角。
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第五章 结论与展望

5.1 结论

本研究首先基于 LC-MS代谢组学分析 B. subtilis DC-15发酵豆渣的营养和功

能特性，其次构建肥胖小鼠模型，探究发酵豆渣膳食干预对小鼠肥胖指标的影响，

进而对小鼠的肠道菌群及其衍生的色氨酸代谢物的影响，证明了发酵豆渣膳食干

预通过调节肠道菌群及其衍生色氨酸代谢物介导的 AhR/IL-22信号通路减缓肥胖

的机制。

（1）基于 LC-MS代谢组学分析表明通过 B. subtilis DC-15发酵可以提高豆渣

的营养和功能特性。B. subtilis DC-15可以加速复杂大分子的分解，并产生多种具

有生物活性的成分，从而提高发酵豆渣的营养和功能。经 B. subtilis DC-15发酵后

的差异代谢物主要是氨基酸类物质、二肽类物质、脂肪酸类物质、小分子糖类物

质和维生素类物质。其中，485种代谢物富集到代谢相关通路，包括能量代谢、脂

质代谢和氨基酸代谢。DC-15发酵改变的许多差异代谢物在氨基酸和糖代谢中富

集。组学数据分析和生物学解释揭示了发酵豆渣的健康潜力，也可以应用于相关

食品。代谢产物的深入分析，为利用发酵豆渣筛选和提取新的生物活性化合物提

供了新的可能性。

（2）探讨豆渣及发酵豆渣膳食干预对高脂小鼠的影响，一方面，揭示了豆渣

及发酵豆渣膳食干预在高脂小鼠中对体重管理、血糖调节、血脂管理以及保护肝

脏健康方面的积极效果；另一方面，也揭示了通过豆渣及发酵豆渣膳食干预，可

以通过改善血液学参数、调节炎症因子、改善肝脏组织形态、调整肠道微生物产

生的短链脂肪酸水平以及提升瘦素水平，展现了豆渣和发酵豆渣膳食干预其在减

轻肥胖及其并发症方面的综合干预潜力。这进一步强调了豆渣和发酵豆渣膳食干

预在管理肥胖和维护健康方面的潜力。

（3）通过 16sRNA技术和 LC-MS/MS色氨酸靶向代谢组学分析，以及 AhR

和 IL-22表达量的测定，系统性分析揭示了发酵豆渣膳食干预在高脂喂养小鼠中通

过调节色氨酸代谢通路，尤其是吲哚/AhR途径，显著影响色氨酸代谢物的丰度，

并可能通过提升 IL-22和 AhR的表达水平，有效抵抗高脂饮食引起的炎症和代谢

失衡，显示出潜在的抗炎和代谢调控功能。此外，肠道菌群与色氨酸代谢物之间

存在复杂的相互作用，为理解肠道微生态与宿主健康的关系提供了新的视角。
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5.2 展望

但本研究仍有一些问题，需要未来深入研究。

（1）深度探索发酵豆渣的活性成分。虽然发酵豆渣作为一种益生元已经显示

出调节肠道菌群和色氨酸代谢物的潜力，未来研究可进一步深入分析发酵豆渣中

的活性成分。通过高通量测序技术和代谢组学方法，明确哪些特定化合物贡献于

其益生元功能，为开发更高效的益生元产品和功能性食品提供科学依据。

（2）进一步探究发酵豆渣如何通过肠道菌群影响色氨酸代谢途径的具体机制。

尤其是在 AhR途径中的作用机理，如何通过调节 AhR相关基因表达影响细胞信号

传导路径，进而调控炎症反应和脂质代谢，为精确治疗肥胖和相关代谢疾病提供

新方向。

（3）针对有显著响应的肠道菌种，构建基于约束的基因组规模代谢网络，研

究不同种类微生物如何通过代谢途径间接或直接参与色氨酸的代谢过程，以及它

们如何相互作用，共同影响宿主的代谢状态。
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附录 1 文中出现的缩略词列表

编号 缩写词 英文全拼 中文含义

1 2-AF 2-Aminophenol 邻氨基苯酚

2 2-AA 2-Aminobenzoic acid 邻氨基苯甲酸

3 HAA 3-Hydroxyanthranilic acid 3-羟基邻氨基苯甲酸

4 IAAld Indole-3-Acetaldehyde 吲哚-3-乙醛

5 TRM Tryptamine 色胺

6 6-HMLT 6-Hydroxy melatonin 6-羟基褪黑素

7 5-HTP Hydroxytryptophan L-5-羟色氨酸

8 IGA 3-Indoleglyoxylic acid 吲哚-3-乙醛酸

9 IEt Tryptophol 3-吲哚乙醇

10 IAld Indole-3-Aldehyde 吲哚-3-甲醛

11 5-HTOL 5-Hydroxytryptophol 5-羟基色醇

12 HIAA 5-Hydroxyindoleacetic acid 5-羟基吲哚-3-乙酸

13 IA Indole-3-β-acrylic acid 吲哚丙烯酸

14 L-TRP L-tryptophan L-色氨酸

15 IAA Indole-3-acetic acid 吲哚-3-乙酸

16 SER Serotonin 血清素

17 IPA Indolylpropionic acid 吲哚丙酸

18 ILA Indole-3-lactic acid DL-吲哚-3-乳酸

19 IAM Indole-3-acetamide 吲哚-3-乙酰胺

20 2-KA 2-Ketoadipic acid 2-酮己二酸

21 L-KYN L-kynurenine L-犬尿氨酸

22 NFK N-formylkynurenine N-甲酰基犬尿氨酸

23 PA Picolinic acid 吡啶甲酸

24 N-Acid Nicotinic acid 烟酸

25 QA Quinolinic acid 喹啉酸
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附录 1 文中出现的缩略词列表（续表）

编号 缩写词 英文全拼 中文含义

26 KYNA Kynurenic acid 犬尿酸

27 XA Xanthurenic acid 黄嘌呤酸

28 AhR Aryl hydrocarbon receptor 芳香烃受体

29 IL-22 Interleukin-22 白介素 22
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