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甲鱼水解肽对肠道菌群及免疫功能的影响
苏晓明1，刘小红2，王亚雨2，向沙沙1,2，石丽华1,2，朱　炫2，陈　杰2, *

（1.潍坊易北特生物科技有限公司，山东潍坊 261000；
2.浙江工商大学食品与生物工程学院，浙江杭州 310000）

摘　要：本试验以甲鱼水解肽为研究对象，探究其对肠道菌群及免疫功能的影响。通过体外肠道模拟系统、依托

Caco-2细胞模型，利用 16S rRNA（V3-V4）高通量测序技术检测肠道菌群的多样性和组成，HPLC检测发酵液中

短链脂肪酸含量，以及 qPCR检测 Caco-2细胞免疫指标。结果表明，甲鱼水解肽的干预可显著降低（P<0.05）肠

道中小杆菌属（Dialister）、活泼瘤胃球菌属（Ruminococcus gnavus）、萨特氏菌属（Sutterella）等促炎菌的相对

丰度，同时提升肠道微生物产各短链脂肪酸尤其是丁酸和异戊酸的含量，其中低浓度 (5 mg/mL)甲鱼水解肽促进

肠道微生物产短链脂肪酸的效果相较于中（25 mg/mL）、高浓度（50 mg/mL）甲鱼水解肽更加稳定。此外，短链

脂肪酸对调节肠道免疫功能也具有重要作用。Caco-2细胞模型结果表明：对于正常的 Caco-2细胞，甲鱼水解肽能

够调节免疫相关基因 TLR4、NF-κB、MD2 的表达，促进细胞促炎基因 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 和抑炎基因 IL-10 的

表达，进而激活细胞免疫；对于细胞炎症模型，甲鱼水解肽下调促炎基因 IL-1β 的表达，上调抑炎基因 IL-10 的表

达，降低 iNOS 的相对表达量，进而缓解细胞的炎症反应。综上所述，甲鱼水解肽可通过调节肠道菌群组成维持肠

道稳态、提高免疫能力来发挥益生作用，对探究动物源生物活性肽与肠道微生物的互作关系和营养价值评价体系

具有借鉴意义。

关键词：甲鱼水解肽，肠道菌群，短链脂肪酸（SCFAs），免疫调节，体外肠道模拟消化模型
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Abstract：This study took hydrolyzed peptides from Pelodiscus sinensis as the research object, aiming to investigate their
impact on intestinal flora and immune function. Utilizing an in vitro intestinal simulation system and a Caco-2 cell model,
16S rRNA (V3-V4) high-throughput sequencing technology was employed to evaluate the diversity and composition of the
intestinal microbiota. Additionally, HPLC was used to quantify the short-chain fatty acid content in the fermentation broth,
and qPCR was used to assess the immune factors of Caco-2 cells.  The findings revealed that the treatment of P. sinensis
hydrolyzed peptides could significantly (P<0.05) decrease the relative abundance of Dialister, Ruminococcus gnavus,  and
Sutterella  in  the  gut.  Furthermore,  these  peptides  enhanced  the  production  of  short-chain  fatty  acids,  particularly  butyric
acid  and  isovaleric  acid,  by  intestinal  microorganisms.  Notably,  low  concentration  (5  mg/mL)  of P.  sinensis  hydrolyzed
peptides showed a more consistent promotion of short-chain fatty acid production by intestinal microbes compared to the
medium (25 mg/mL) and high concentrations (50 mg/mL). Short-chain fatty acids also played a pivotal role in modulating  
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intestinal  immune  function.  The  Caco-2  cell  model  demonstrated  that P.  sinensis  hydrolyzed  peptides  could  regulate  the
expression of immune-related genes, including TLR4, NF-κB, and MD2, in normal Caco-2 cells. This led to an increase in
the  expression  of  pro-inflammatory  cytokines  (IL-6,  IL-1β,  TNF-α)  and  the  anti-inflammatory  cytokine  IL-10,  thereby
activating cellular  immunity.  In an inflammatory cellular  model, P. sinensis hydrolysate downregulated the expression of
pro-inflammatory cytokines (IL-1β)  and upregulated anti-inflammatory cytokine IL-10,  while  also reducing  iNOS  relative
expression level,  thereby alleviating the inflammatory response. In conclusion, P. sinensis hydrolyzed peptides can act as
prebiotics  by  modulating  the  composition  to  maintain  intestinal  homeostasis,  and  enhancing  immune  function  of  the
intestinal  flora,  providing  valuable  insights  into  the  interaction  between  animal-derived  bioactive  peptides  and  intestinal
microorganisms, as well as contributing to the nutritional value evaluation system.

Key words：Pelodiscus sinensis hydrolyzed peptides；gut microbiota；short chain fatty acids (SCFAs)；immunomodulation；

in vitro intestinal simulation digestion model

甲鱼，俗称鳖、王八、脚鱼，是水陆两栖爬行动

物，肉质鲜美且富含蛋白质、不饱和脂肪酸、微量元

素等多种营养物质，是我国传统的食疗滋补佳品[1]。

生物活性肽是特殊的蛋白质片段，它是一种介于氨基

酸和蛋白质之间的分子聚合物。通过生物酶解等方

法可以将鳖肉蛋白质制备为成分安全、纯度高且生

物活性强的甲鱼水解肽。甲鱼水解肽主要由小分子

肽构成[2]，含有比较丰富的脯氨酸、赖氨酸和亮氨

酸[3]，且具有抗氧化、增强免疫力、抗癌抗肿瘤、抗炎

等功效[4−7]，与甲鱼肉相比，更容易消化吸收，能够满

足进食受限、消化吸收障碍、代谢紊乱或者特定疾病

状态人群对营养素或者膳食的特殊需要[8]。因此，甲

鱼水解肽受到广泛关注，逐渐成为当前研究热点。

人体的肠道微生物主要由厌氧菌构成，其中厚

壁菌门（Firmicutes）和拟杆菌门（Bacteroidetes）占据

了很大的比例[9]，在消化过程和维持宿主健康方面起

着相当重要的作用。同时，研究发现肠道微生物能够

通过利用糖、氨基酸和蛋白质等外来物质，合成一系

列的代谢产物，其中短链脂肪酸是主要的代谢物。这

些代谢产物会进一步地影响机体健康[10]。已有大量

研究证明摄入肽能够调节肠道微生物群结构，影响免

疫作用，改善肠道炎症反应，促进肠道以及宿主的健

康[11−12]。李博等[13] 发现鹿茸多肽能够促进小鼠肠道

菌群结构的稳定，提升小鼠肠道优势菌属（拟杆菌

属、梭菌属）以及有益菌属（乳杆菌属）的占比；陈心

瑷[14] 通过给高脂饮食小鼠灌胃大鲵活性肽后，发现

其具有降脂功效，在一定水平上可调节小鼠的肠道菌

群，改善代谢紊乱。刘臻等[5] 发现在用甲鱼水解肽喂

食小鼠之后，小鼠的单核细胞、淋巴细胞、自然杀伤

细胞的活性显著提升，能够促进小鼠的细胞免疫，进

而增强小鼠的免疫力。综上所述，蛋白肽在调节肠道

菌群、提高细胞和生物体免疫功能方面具有潜在作

用，其中甲鱼水解肽富含多种活性肽，但其具体通过

何种机制调控肠道菌群及免疫能力尚未可知。

细胞模型系统相较于动物实验和人体实验具有

快速、成本低等优点，能够有效筛选生物活性肽，并

对其生物活性、生物利用度和代谢的分子机制进行

研究。Caco-2细胞能表达一些免疫相关的细胞因

子，如 TNF-α、IL-6、IL-10 等，因此可以作为研究肠

道免疫及炎症的体外细胞模型[15]。为此，本实验通过

体外肠道模拟消化模型来探究甲鱼水解肽对肠道菌

群的作用，通过高效液相色谱测定短链脂肪酸含量变

化来探究甲鱼水解肽对肠道微生物及免疫作用的影

响，同时利用 Caco-2细胞模型研究甲鱼水解肽对正

常情况下和氧化损伤情况下对细胞相关免疫基因表

达的影响，揭示甲鱼水解肽的益生作用机制，进而为

甲鱼水解肽相关产品开发提供理论依据，推动甲鱼深

加工产业发展。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

甲鱼水解肽（肽含量：76.94%）　浙江清溪健康

科技有限公司提供；Caco-2细胞　上海富衡生物有

限公司；胰蛋白胨　Oxoid；Trizol　美国Ambion公司；

酵母提取物、琼脂　杭州微生物试剂有限公司；二甲

基亚砜（DMSO）、3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基

四氮唑溴盐（MTT）、PBS缓冲液　上海麦克林生化

科技有限公司；5-氟尿嘧啶、磷酸（HPLC）　上海阿

拉丁生化科技股份有限公司；甲醇（HPLC）、乙腈

（HPLC）、细菌基因组 DNA提取试剂盒　天根生化

科技（北京）有限公司；高纯氮气（≥99.999%）　杭州

今工特种气体有限公司；细胞冻存液（C40050）　苏

州新赛美生物科技有限公司；脂多糖 LPS（L2880）　

Sigma-Aldrich西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公

司；青霉素-链霉素溶液　碧云天生物技术有限公司；

DMEM培养基、胎牛血清　美国 Gibco公司；反转

录试剂盒（RR047Q）、qPCR试剂盒（RR420A）　宝

日医生物技术（北京）有限公司；HPLC所用试剂均为

色谱级，其他试剂均为国产分析纯。

SW-CJ-1FD超净台　苏州市金净净化设备科

技有限公司；ME104E电子分析天平　瑞士 Mettler

Toledo公司；LC-16超高效液相　岛津企业管理（中

国）有限公司；XMTD-204恒温水浴锅　上海博迅实

业有限公司；CHA-S恒温振荡器　国华企业；S210

pH计　瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司；BI-150A

恒温培养箱　施都凯仪器设备（上海）有限公司；

TGL-16 l mL离心机、TGL-16M 10 mL离心机　湖南

湘仪实验仪器开发有限公司；Infinite M Nano酶标
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仪　帝肯（上海）贸易有限公司；QuanStudio 3 Flex
qPCR仪、nanodrop 1000　赛默飞世尔科技公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   溶液及培养基配制　模拟胃液（simulated
gastric  fluid，SGF）：KCl  0.514  g，KH2PO4  0.122  g，
NaHCO3  2.1  g，NaCl  2.761  g，MgCl2·6H2O  0.02  g，
（NH4）2CO3 0.048 g，溶于 1 L水中。

模拟肠液（simulated intestinal  fluid，SIF）：KCl
0.507  g， KH2PO4  0.109  g， NaHCO3  7.14  g， NaCl
2.246 g，MgCl2·6H2O 0.067 g，溶于 1 L水中。

维生素Ⅰ：生物素 1.25 mg，钴胺素 1.25 mg，对
氨基苯甲酸 3.75 mg，叶酸 6.25 mg，吡哆胺 18.75 mg，
溶于 25 mL水中备用。

维生素Ⅱ：硫胺素 25 mg，核黄素 25 mg，溶于

5 mL水中备用。

PBS缓冲液：KH2PO4 0.27 g，Na2HPO4 1.42 g，
NaCl 8 g，KCl 0.2 g，溶于 800 mL水中，调节 pH至

6.8后定容至 1 L备用。

粪便稀释液：将 100 μL维生素Ⅱ加入 1 L灭菌

后的 PBS缓冲液（pH 6.8）中备用。

肠道发酵培养基：胰蛋白胨 10 g，酵母提取物

2.5 g，L-半胱氨酸 1 g，血红素（5 mg/mL）2 mL，NaCl
0.9  g，CaCl2·6H2O 0.09  g，KH2PO4  0.45  g，K2HPO4

0.45 g，MgSO4·7H2O 0.09 g，溶于 1 L水中，灭菌后

加入维生素Ⅰ 0.2 mL，树脂天青（1 mg/mL）1 mL，胆
盐 0.5 g，葡萄糖 8 g。

细胞培养基：44.5 mL的 DMEM高糖培养基，

0.5 mL的青霉素-链霉素溶液，5 mL的胎牛血清，过

膜除菌后保存于 4 ℃ 冰箱备用，使用前提前于 37 ℃
水浴锅中预热。

 1.2.2   甲鱼水解肽胃消化体外模拟　根据 Minekus
等[16] 的方法模拟甲鱼水解肽的胃消化。将肽粉溶

于 7.5 mL的 1.25倍浓缩 SGF电解质储备溶液后，

加入 1.6 mL胃蛋白酶溶液（2000 U/mL）、5 μL的

CaCl2 溶液（0.3  mol/L），用 HCl（1  mol/L）调节 pH
至 2.0，加水定容至 20 mL。设置低、中、高三个

浓度，使最终消化液中的肽含量分别为 5、25、
50 mg/mL，并做三个平行。混匀后置于 37 ℃ 恒温

振荡箱消化 120 min。消化结束后调节 pH至 7.0终

止消化。

 1.2.3   甲鱼水解肽小肠消化体外模拟　根据Minekus
等[16] 的方法模拟甲鱼水解肽的小肠消化。模拟胃部

消化完成后，进行甲鱼水解肽的模拟小肠发酵，在胃

消化产物中依次加入 11 mL 1.25倍浓缩 SIF电解

质储备液溶液、5 mL胰酶溶液（200 U/mL）、40 μL
的 CaCl2（0.3 mol/L）溶液，用 NaOH（1 mol/L）调节

pH至 7.0，加水定容至 40 mL，设置低、中、高三个

浓度，使最终消化液中的肽含量分别为 5、25、
50 mg/mL，并做三个平行。充分混匀后置于 37 ℃
恒温振荡箱消化 120 min。样品置于沸水浴中 10 min

终止消化。

 1.2.4   粪便的收集及预处理　三名年龄 20~30岁的

志愿者，要求无传染病、肠道疾病，近 3个月内未使

用抗菌药物。收集志愿者粪便并转移至无菌操作台

中，称取 10 g粪便溶解于 80 mL无菌的磷酸缓冲

液，用无菌玻璃棒搅拌均匀后三层无菌纱布过滤，过

滤完成后迅速将粪便菌液接种至肠道发酵培养基中，

防止粪便中的厌氧细菌失活[17]。

 1.2.5   接种预还原肠道环境　根据 Yan等[18] 的方法

接种预还原肠道环境。将支口试管的下端封住，从上

端加入 27 mL灭菌后的肠道发酵培养液及 3 mL的

粪便提取液，混匀后封起，通氮气 5 min创造厌氧环

境。将试管置于 37 ℃ 恒温振荡箱中振荡培养 24 h，
使发酵环境中的菌群状态趋于稳定。一切操作在超

净台中进行，防止污染。

 1.2.6   模拟肠道发酵　根据 Yan等[18] 的方法模拟肠

道发酵。24 h后，支口试管中的菌群趋于稳定，此时

收集 5 mL的发酵液于冻存管中，作为第 0 d的样

品，并标记为 D0，置于−20 ℃ 冰箱保存备用。取

1.2.2和 1.2.3中经胃、小肠模拟消化后的甲鱼水解

肽溶液 5 mL于支口试管中，其中包括低、中、高三

种浓度甲鱼水解肽各三支，再取三只支口试管加入

5 mL无菌超纯水作为空白对照组。加入样品后标上

标记，将支口试管于涡旋仪上充分混匀，通氮气 5 min
创造厌氧环境，最后将试管放于 37 ℃ 恒温振荡箱中

继续模拟发酵。随后每隔 24 h取一次发酵液，取样

前充分混匀试管，从支口试管下端取 3 mL发酵液于

取样管中，连续取样 3 d，并将发酵液置于−20 ℃ 冰

箱保存备用。取样完成后及时通氮气，保证发酵环境

严格厌氧。

 1.2.7   肠道菌群 16S rDNA测序分析　将 1.2.6中保存

在取样管中的发酵液置于常温解冻，每管取 1.0 mL
至 EP管中，按照细菌基因组 DNA提取试剂盒中的

说明书提取发酵液中的细菌 DNA，并将提取出来的

DNA保存于 EP管中，写上标号后于−20 ℃ 冰箱保

存，等待送样检测。

 1.2.8   发酵液短链脂肪酸的测定

 1.2.8.1   样品短链脂肪酸的提取　1 mL发酵液至离

心管中，4 ℃ 下 10000 r/min离心 10 min，取上清液加

入 100 μL浓盐酸和 5 mL乙醚混合均匀，萃取 20 min
后 4 ℃ 条件下 3500 r/min 离心 10 min，取上清加

入 500 μL的 1 mol/L氢氧化钠溶液混合均匀，萃取

20 min后 4 ℃ 条件下 3500 r/min离心 10 min，收集下

层水相，加入 100 μL浓盐酸混合均匀，后经 0.22 μm
滤膜过滤至避光的进样瓶中保存，标好标号待测[19]。

 1.2.8.2   短链脂肪酸保留时间及标准曲线的测定　

0.025%磷酸水溶液和乙腈，经相应滤膜过滤后转

移至容器中超声 30 min待用。检测条件：色谱柱

型号  ZORBAXSB-Aq（4.6×250  mm  5-Micron），流
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动相为  0.025%磷酸水溶液（pH2.8） :乙腈=95:5，
流速：1.0 mL/min，进样量：20 μL，检测波长：210 nm，

柱温：30 ℃。洗脱程序：流动相 A:B=95:5，流速

1.0 mL/min[19]。配制乙酸、丙酸、丁酸、异戊酸、戊

酸五种短链脂肪酸的单标，按照检测条件进行测定，

各短链脂肪酸保留时间分别为乙酸 4.05 min、丙酸

5.83 min、丁酸 10.55 min、异戊酸 21.67 min、戊酸

25.12 min。根据发酵液的短链脂肪酸含量，将 5种

短链脂肪酸混合配制成适宜浓度梯度的混标，根据

所得峰面积，确定各个短链脂肪酸的标准曲线，得到

乙酸、丙酸、丁酸、异戊酸和戊酸的标准曲线分别

为 ： y=615621x+3058.2（ R2=0.9999） ， y=567183x+
410.1（R2=0.9999），y=534456x+5129.9（R2=0.9999），
y=593168x−27623（ R2=0.9999） ， y=377289x+10995
（R2=0.9996）。

 1.2.8.3   甲鱼水解肽发酵液短链脂肪酸的检测　将

提取物用 0.22 μm滤膜过滤后转移至棕色离心管中，

按 1.2.8.2中方法进行高效液相色谱检测分析。根据

所得峰面积代入标准曲线计算短链脂肪酸含量。

 1.2.9   细胞的培养

 1.2.9.1   细胞复苏　根据许丽惠等[20] 的方法进行细

胞复苏。从液氮罐中取出细胞，在 37 ℃ 水浴锅中加

热至液体融化，过程尽量迅速，减少融化过程中细胞

的损伤。将融化后的冻存管转移至超净台中，吸取冻

存液至离心管，800 r/min离心 3 min。在超净台中弃

上清，加入 1 mL生长培养基吹打至均匀后，转移至

细胞培养板。往培养皿中加入 8 mL新鲜细胞培养

基，摇匀培养液，使细胞分布均匀。放入 37 ℃ 和 5%
CO2 的培养箱，次日换液。

 1.2.9.2   细胞培养和传代　参考 Bao等[21] 的方法并

稍作修改。Caco-2细胞培养基使用 89% DMEM培

养基加 10%胎牛血清及 1%的青霉素-链霉素溶液，

在 37 ℃ 和 5% CO2 的培养箱中进行培养并及时传

代。半开培养皿，吸去原细胞培养液后用 2 mL PBS
洗 2~3遍。弃去 PBS后加入 1 mL胰酶于 37 ℃ 孵

箱消化 3 min，在显微镜下观察到 Caco-2细胞变圆

后轻拍培养皿，加含血清的培养基终止消化，吹打细

胞至细胞成单个，一分二移入新的细胞培养基中（预

先加入 8 mL预热的细胞培养基），十字摇匀后放入

培养箱。

 1.2.10   Caco-2细胞 RNA的提取及荧光定量 PCR
　在六孔板中铺浓度为 1×105 个/mL的细胞，培养

24 h后，加入浓度为 100、500 μg/mL甲鱼水解肽溶

液 24 h后，去除上清，使用 Trizol法[22] 提取 Caco-2细

胞的 RNA，使用 nanodrop仪器测定提取后的 RNA
浓度，并按照试剂盒说明书反转录为稳定的 cDNA，

置于冰箱−20 ℃ 保存。利用 NCBI Primer-BLAST进

行目标基因 IL-6、IL-1β、TNF-α、IL-10、iNOS、TLR-
4、NF-κB、MD2、CLDN1 以及内参基因 GAPDH 的

对应引物设计及特异性检验。设计的引物如表 1所

示。使用荧光定量 PCR仪，并根据 Takara的定量

PCR试剂盒 TB Green® Premix Ex Taq™（RR420A）

说明书，检测目标基因的转录水平变化。
 
 

表 1    细胞引物序列
Table 1    Sequence of cell primers

引物名称 序列（5'→3'） 碱基数

GAPDH F TGCAACCGGGAAGGAAATGA 20
GAPDH R GCATCACCCGGAGGAGAAAT 20
IL-6 F GCTCGCCAGTGAAATGATGG 20
IL-6 R GGTGGTCGGAGATTCGTAGC 20
IL-1β F GCTCGCCAGTGAAATGATGG 20
IL-1β R GGTGGTCGGAGATTCGTAGC 20
TNF-α F AGTGAGGATGATGCCAGGATG 21
TNF-α R TCCTTTCCAGGGGAGAGAGG 20
IL-10 F CAAAAGAAGGCATGCACAGCTC 22
IL-10 R GATCTCGAAGCATGTTAGGCAG 22
iNOS F TCCAAATCTTGCCTGGGGTC 20
iNOS R AGAAGCTCATCTGGAGGGGT 20
TLR-4 F AGTGAGGATGATGCCAGGATG 21
TLR-4 R TTAGGAACCACCTCCACGC 19
NF-κB F CCGGCTTCAGAATGGCAGAA 20
NF-κB R TATGGGCCATCTGTTGGCAG 20
MD2 F GCTCTGAAGGGAGAGACTGTG 21
MD2 R TGGGCTCCCAGAAATAGCTT 20
CLDN1 F CTGGGAGGTGCCCTACTTTG 20
CLDN1 R GCTGGAAGGTGCAGGTTTTG 20

 

 1.2.11   Caco-2细胞炎症模型的 RNA提取及荧光定

量 PCR　根据虞青婷[23] 的方法建立 Caco-2细胞炎症

模型并稍作修改。将 500 μg/mL的甲鱼水解肽溶液

溶解于添加了 1 μg/mL LPS的培养液中，放于 4 ℃
冰箱备用。在六孔板中铺浓度为 1×105 个/mL的细

胞，培养 24 h后，加入上述配制的溶液，并设置对照

组，继续培养 24 h。按照 1.2.10的方法提取细胞的

RNA，并通过 qPCR测定 Caco-2细胞炎症模型相关

基因的表达。

 1.3　数据处理

以上各组实验均进行三组平行测定，采用 SPSS
Statistics  26软件进行统计学分析，多组间采用

ANOVA法进行单因素方差分析，两个独立样本间采

用 t 水平检验并设定差异水平判别标准为 P<0.05，
用 Origin 2021、GraphPad Prism 8.0及联川生物云

平台绘制图片，并用联川生物云平台进行 PCA、RDA
分析及相关性分析。

 2　结果与分析

 2.1　甲鱼水解肽对肠道微生物多样性的影响

Alpha多样性分析能反映物种的丰富度和均匀

度，Chao1指数和 Shannon指数能够描述物种的

Alpha丰富度和多样性，Chao1指数越大代表物种丰

富度越高，Shannon指数越大，表示不确定性大，即群

落中的未知因素越多，群落多样性越高。由图 1a可
以看出，发酵第 1 d，5、50 mg/mL甲鱼水解肽组的

Chao1指数与对照组相比有所增大，25 mg/mL甲鱼

水解肽组 Chao1指数变化不明显。在第 3 d时高浓
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度甲鱼水解肽组的 Chao1指数极显著高于对照组

（P<0.01），低浓度和中浓度甲鱼水解肽组 Chao1指

数较对照组无显著变化，说明高浓度的甲鱼水解肽在

经过长时间发酵后会显著增加物种丰富度。和对照

组相比，各浓度的甲鱼水解肽加入后对 Shannon指

数无显著影响。总的来说，甲鱼水解肽对肠道菌群

的 Alpha多样性影响不大。
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图 1    甲鱼水解肽对肠道微生物多样性影响
Fig.1    Effect of P. sinensis hydrolyzed peptides

on gut microbiota diversity
注：（a）甲鱼水解肽发酵液的菌群 Alpha多样性分析，（b）甲鱼
水解肽发酵液的菌群 Beta多样性分析；相同发酵天数下，甲
鱼水解肽组与对照组相比，**P<0.01。
 

Beta多样性分析量化了微生物组之间的相似性

和距离[24]。在 PCA图中，点与点之间的距离与样品

的菌群差异正相关。如图 1b所示，第一主成分占

84.67%，第二主成分占 10.52%，累计权重为 95.19%。

第 0 d的对照组与其他组别有显著区别，第 3 d的中

浓度甲鱼水解肽组与其他组别区分较为明显，剩余组

别区分不明显，各组之间菌群差异不大。这说明加入

甲鱼水解肽不会使肠道菌群发生巨大的变化，有利于

维持肠道稳态。

 2.2　甲鱼水解肽对肠道微生物菌门组成的影响

选取菌门丰度 top10进行菌门水平物种分析，并

做百分比柱状图。如图 2a所示，所有对照组和实验

组中，厚壁菌门（Firmicutes）与变形菌门（Proteo-
bacteria）为优势菌门，总占比达到 95%以上。
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图 2    甲鱼水解肽对肠道微生物发酵液菌门分析
Fig.2    Phylum analysis of intestinal microbial fermentation

broth by P. sinensis hydrolyzed peptides
注：（a）甲鱼水解肽发酵液的菌门相对丰度柱状图，（b）甲鱼水
解肽发酵液的菌门显著性比较；相同发酵天数下，甲鱼水解肽
组与对照组相比，P<0.05，显著，P<0.01，极显著，图 3同。
 

对比对照组和甲鱼水解肽组的菌门组成，由

图 2b所示，在发酵的第 1  d，对照组的脱硫菌门

（Desulfobacterota）显著高于低、高浓度的甲鱼水解

肽组（P<0.05），极显著高于中浓度的甲鱼水解肽组

（P<0.01）。脱硫菌门（Desulfobacterota）会将硫酸盐

化合物还原为硫化氢（H2S），对肠道上皮细胞产生毒

性，继而引发炎症等一系列肠道疾病[25]。而甲鱼水解

肽具有一定的抗氧化活性，通过减轻体内的氧化反

应，从而抑制肠道中脱硫菌门微生物的代谢活性，减

少肠道炎症等疾病的发生。在发酵的第 3 d，发现对

照组的厚壁菌门（Firmicutes）显著高于 25 mg/mL的

甲鱼水解肽组（P<0.05），而对照组的变形菌门
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（Proteobacteria）显著低于 25 mg/mL的甲鱼水解肽

组（P<0.05），而其他菌门之间差异不显著（P>0.05）。
有研究证实[26]，厚壁菌门中多数菌为产丁酸细菌，发

酵第 3 d其含量减少可能与丁酸产量下降有关。适

量增加的变形菌门，其代谢物可能具有潜在的健康作

用[27]。综上所述，甲鱼水解肽在一定水平上能调节肠

道菌群中优势菌门的占比。

 2.3　甲鱼水解肽对肠道微生物菌属组成的影响

选取相对丰度 top30的菌属做百分比柱状图。

如图 3a所示，发现肠道微生物主要由巨球型菌

属（Megasphaera）、埃希氏大肠杆菌属（Escherichia-
Shigella）、巨单胞菌属（Megamonas）、萨特氏菌

（Sutterella）、双歧杆菌（Bifidobacterium）组成，总占

比均大于 90%。其中巨球型菌属（Megasphaera）和
埃希氏大肠杆菌属（Escherichia-Shigella）占比较高。

将发酵第 1 d和第 3 d的对照组与甲鱼水解肽

组进行显著性比较。如图 3b所示，在发酵的第 1 d，
对照组的活泼瘤胃球菌属（Ruminococcus gnavus）、
小杆菌属（Dialister）均显著高于甲鱼水解肽组（P<
0.05），对照组的嗜胆菌属（Bilophila）、考拉杆菌属

（Phascolarctobacterium）显著高于低浓度和高浓度

甲鱼水解肽组（P<0.05），极显著高于中浓度甲鱼

水解肽组（P<0.01），对照组的链型杆菌属（Cateni-
bacterium）显著高于低浓度和高浓度甲鱼水解肽组

（P<0.05），萨特氏菌属（Sutterella）显著高于高浓度甲

鱼水解肽组（P<0.05）。而对照组的沙门氏菌属

（Salmonella）显著低于高浓度的甲鱼水解肽组（P<
0.05）。小杆菌属（Dialister）是条件致病菌，在机体免

疫力下降时，其可能会导致感染[28]。活泼瘤胃球菌属

（Ruminococcus gnavus）是与克罗恩病相关的菌群，

它的含量与肠易激综合征呈正相关[29]。萨特氏菌属

（Sutterella）在人类胃肠道中具有轻度促炎能力[30]。

加入甲鱼水解肽后，上述促炎菌属数量显著下降，说

明甲鱼水解肽能抑制促炎菌生长，具有调节肠道免疫

作用的能力。

在发酵的第 3 d，对照组的片球菌属（Pedioco-
ccus）极显著高于低浓度甲鱼水解肽组（P<0.01），
Erysipelotrichaceae_UCG-003显著高于低浓度甲鱼

水解肽组（P<0.05）；对照组的片球菌属（Pedioco-
ccus）、Erysipelotrichaceae_UCG-003、链型杆菌属

（Catenibacterium）、巨球型菌属（Megasphaera）均
显著高于中浓度甲鱼水解肽组（P<0.05），而对照组

的埃希氏菌-志贺氏菌属（Escherichia-Shigella）显著

低于中浓度甲鱼水解肽组（P<0.05）；对照组的链型

杆菌属（Catenibacterium）显著高于高浓度甲鱼水解

肽组（P<0.05），而对照组的拟杆菌属（Bacteroides）、
乳酸杆菌属 （Lachnoclostridium）、Clostridiaceae_
unclassified、嗜胆菌属（Bilophila）均显著低于高浓度

甲鱼水解肽组（P<0.05）。出现这些现象的原因可能

是甲鱼水解肽具有一定的抗菌活性，能破坏有害菌体

的结构[31]，减少肠道内的不利菌属，增加乳酸杆菌属

等益生菌的数量，从而调节机体免疫功能，促进肠道

健康。

有研究发现，高蛋白饮食会影响肠道菌群的组

成，增加胆汁耐受微生物的丰度，包括嗜胆菌属

（Bilophila）和拟杆菌属（Bacteroides）[32]，这与本研究

的结果一致。拟杆菌属（Bacteroides）是肠道菌群的

主要成员，能维持肠道的正常生理作用，参与机体的

营养吸收，与机体互惠互利[33]。总的来说，摄入甲鱼

水解肽能够提升肠道微生物中有益菌的数量，降低条

件致病菌、促炎菌和有害菌的数量。
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图 3    甲鱼水解肽发酵液的菌属分析

Fig.3    Bacterial genus analysis of P. sinensis hydrolyzed
peptides fermentation broth

注：（a）甲鱼水解肽发酵液的菌属相对丰度柱状图，（b）甲鱼水
解肽发酵液的菌属显著性比较。
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 2.4　肠道微生物相关性分析

选取了甲鱼水解肽发酵液中丰度最高的 30种

肠道微生物进行 Spearman相关性分析，进一步了解

肠道微生物之间的相关性。图中实线表示正相关，虚

线表示负相关，线条的粗细代表相关性大小，形状的

大小表示菌的相关性权重。

由图 4可见，大部分菌属呈正相关性。球型菌

属（Megasphaera）与布劳特氏菌属（Blautia）、埃希氏

菌-志贺氏菌属（Escherichia-Shigella）呈负相关，克雷

伯氏菌属（Klebsiella）与链型杆菌属（Catenibac-
terium）呈负相关。活泼瘤胃球菌属（Ruminococcus
gnavus）与小杆菌属（Dialister）呈正相关，拟杆菌属

（ Bacteroides）与副拟杆菌属 （ Parabacteroides） 、

Flavonifractor 呈正相关。埃希氏菌-志贺氏菌属、活

泼瘤胃球菌属、小杆菌属等是典型的促炎菌，布劳特

氏菌、拟杆菌属等都是益生菌，这些菌属间相互影

响，共同维持肠道平衡，预防肠道炎症的发生。
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图 4    甲鱼水解肽发酵液的肠道微生物相关性分析
Fig.4    Gut microbiota correlation analysis of P. sinensis

hydrolyzed peptides fermentation broth
 

 2.5　甲鱼水解肽对短链脂肪酸的影响

 2.5.1   短链脂肪酸含量变化　微生物通过代谢营养

物质能够合成短链脂肪酸，而短链脂肪酸反过来又能

调节肠道 pH，改善肠道微生物群结构，在调节免疫功

能和炎症反应中起重要作用。研究发现，短链脂肪酸

可通过 NO、IL-6、IL-12等降低吞噬细胞对肠道促

炎细菌的反应性，以诱导耐受性，减少炎症反应[34−35]。

因此，测定发酵液中的短链脂肪酸含量非常重要。

各种短链脂肪酸含量结果如图 5a所示。在

发酵第 1 d，乙酸含量无显著变化。发酵第 2 d，5、

25 mg/mL甲鱼水解肽组乙酸含量和对照组相比均

显著升高（P<0.05），50 mg/mL甲鱼水解肽组乙酸含

量和对照组相比有所升高。而在发酵第 3 d，25、

50 mg/mL甲鱼水解肽组乙酸含量均低于对照组，说

明乙酸含量与对照组相比整体上先增加后减少。乙

酸作为肠道细胞的能量来源[33] 和肠道微生物的代谢

底物，其水平波动受微生物调控。由 2.3中分析可

知，在发酵第 3 d，高浓度肽组拟杆菌属含量显著增

加，而乙酸含量与拟杆菌属的丰度呈负相关[36]，这可

能是发酵第 3 d乙酸含量下降的原因之一。对比丙

酸、丁酸、异戊酸、戊酸的含量变化，发酵第 1 d，
5 mg/mL组的丙酸、丁酸含量和对照组相比显著升

高（P<0.05），25 mg/mL组戊酸含量和对照组相比极

显著升高（P<0.01），丁酸、异戊酸含量和对照组相比

非常显著升高（P<0.001），50 mg/mL组丙酸、丁酸、

异戊酸、戊酸含量和对照组相比非常显著升高（P<
0.001）。发酵第 2 d，低浓度组的丙酸含量相比对照

组极显著升高（P<0.01），低浓度组和高浓度组的异戊

酸含量和对照组相比非常显著升高（P<0.001），这说

明甲鱼水解肽可提升产各短链脂肪酸的含量。而第

3 d时，25 mg/mL的中浓度甲鱼水解肽组的丙酸含

量非常显著降低（P<0.001），25、50 mg/mL甲鱼水解

肽组的异戊酸含量低于对照组，且差异非常显著

（P<0.001），5、25 mg/mL甲鱼水解肽组的戊酸含量

极显著低于对照组（P<0.01），随着发酵时间的延长，

肠道环境中微生物比例的改变可能导致了上述变

化。研究发现丙酸具有保护心血管的作用，丁酸和戊

酸在缓解机体炎症和调节机体免疫方面发挥着重要

作用 [37−38]，其中丁酸已被证明可通过减少脂多糖

（LPS）的移位，抑制巨噬细胞的活化、促炎因子的产

生[39]，在增强肠道免疫功能中发挥重要作用。

对总短链脂肪酸柱状图分析，见图 5b。在发酵

的第 1 d，甲鱼水解肽组提升了肠道菌群产短链脂肪

酸的含量，发酵第 2 d，5 mg/mL甲鱼水解肽组短链

脂肪酸含量和对照组相比非常显著升高（P<0.001），25、
50 mg/mL甲鱼水解肽组的总短链脂肪酸较对照显

著上升（P<0.05），而在发酵第 3 d，25 mg/mL的甲鱼

水解肽组的短链脂肪酸含量和对照组相比非常显著

下降（P<0.001），5、50 mg/mL甲鱼水解肽组的总短链

脂肪酸含量较对照组显著下降（P<0.05）。在发酵过

程中，当碳水化合物被消耗完时，肠道内微生物代谢所

需能量就由乙酸、丙酸等提供，因此，在发酵的第 1 d
到第 3 d时间里，和对照组相比肠道内短链脂肪酸含

量先增加后减少[40]。在曾全恒等[27] 的研究中也发

现，肠道内短链脂肪酸含量出现先升后降的趋势。总

的来说，甲鱼水解肽的加入在一定程度上促进了肠道

菌群代谢产短链脂肪酸，降低肠道 pH。在前述甲鱼

水解肽对肠道微生物多样性的研究中发现，高浓度的

甲鱼水解肽会显著增加物种丰富度，而 5 mg/mL浓

度的甲鱼水解肽对肠道微生物多样性影响较小，因

此，5 mg/mL低浓度甲鱼水解肽下的短链脂肪酸合

成受肠道微生物影响不大，促进短链脂肪酸合成的效

果稳定性更好，对肠道免疫功能发挥积极作用。

 2.5.2   短链脂肪酸与肠道微生物相关性分析　为分

析肠道环境的变化是否对短链脂肪酸的产生有影响，

选取了 top20的菌属与短链脂肪酸进行 RDA 分析

并作图，由不同的样本组向短链脂肪酸做垂线，投影
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点越接近说明实验组样本间的短链脂肪酸属性值越

相似。由图 6a可见，对照组样品主要分布在第一二

象限，甲鱼水解肽组样品主要分布在二三四象限，说

明加入甲鱼水解肽后对肠道微生物产短链脂肪酸产

生了一定的影响。

为进一步探究短链脂肪酸与肠道菌属的相关性

程度，选取了 top30的菌属与短链脂肪酸做相关性热

图，红色代表正相关，蓝色代表负相关，颜色越深说明

相关性越高。如图 6b所示，发现拟杆菌属（Bac-

teroides）、片球菌属（Pediococcus）、Flavonifractor、

霍尔德曼氏菌（Holdemania）和 Neobitarella 与乙酸

的产生呈正相关，且相关性显著（P<0.05），萨特氏菌

属（Sutterella）与乙酸的产生极显著正相关（P<0.01）；

拟杆菌属（Bacteroides）、狄氏副拟杆菌（Parabac-

teroides）、小杆菌属（Dialister）、霍尔德曼氏菌

（Holdemania）和 Others与丙酸的产生呈显著正相关

（P<0.05），布劳特氏菌属（Blautia）与丙酸的产生呈正

相关；片球菌属（Pediococcus）与丁酸、异戊酸的产生

呈正相关；Prevotella_9、Lachnoclostridium 与戊酸

的产生呈负相关，戊酸与肠道内菌属的正相关性并不

高。研究发现[41]，拟杆菌属（Bacteroides）能够产生乙

酸、丙酸、丁酸等短链脂肪酸，这些短链脂肪酸可参

与肠道内免疫作用，增强肠道屏障，这与本研究的结

果一致。

 2.6　甲鱼水解肽对 Caco-2细胞免疫相关基因表达的

影响

由图 7a可知，浓度为 100 μg/mL的甲鱼水解肽

水解液使得细胞 IL-6 和 IL-1β 相对表达量非常显著
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Fig.5    Short chain fatty acid content in P. sinensis hydrolyzed peptides fermentation broth
注：（a）甲鱼水解肽发酵液中各短链脂肪酸含量，（b）甲鱼水解肽发酵液总短链脂肪酸含量；相同发酵天数下，甲鱼水解肽组与对
照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
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上升（P<0.001）、 细胞 TNF-α 相对表达量极显著上

升（P<0.01）、细胞 IL-10 和 CLDN1 相对表达量较对

照组有明显上升；浓度为 500 μg/mL的甲鱼水解肽

水解液使得细胞 TNF-α 相对表达量极显著上升（P<

0.01）、细胞 IL-10 相对表达量显著上升（P<0.05）、

细胞 IL-6、IL-1β 和 CLDN1 相对表达量较对照组有

上升趋势，iNOS 相对表达量未发生显著变化。IL-6、

IL-1β、TNF-α、一氧化氮（NO）和 IL-10是细胞培养研

究中非常重要的信号分子，其中 IL-6、IL-1β、TNF-α

是典型的细胞促炎因子，而 IL-10则是典型的抑炎

因子，iNOS的表达量上升可能会使细胞产生的大

量 NO，具有毒性和促炎作用。甲鱼水解肽同时上调

了促炎基因和抑炎基因的表达，激活了细胞免疫。

100 μg/mL的甲鱼水解肽水解液使得 NF-κB 相对表

达量显著降低（P<0.05），使得 MD2、TLR4 相对表达

量极显著上升（P<0.01）；500 μg/mL的甲鱼水解肽水解

液使得 NF-κB 相对表达量非常显著降低（P<0.001），

使得 TLR4 相对表达量极显著上升（P<0.01）、MD2 相

对表达量较对照组有所上升。NF-κB作为转录因子，

是诱导促炎细胞因子（IL-1、IL-6、TNF-α）和趋化因

子（IL-8、IL-10）所必需的[42]，肠屏障中活化的 NF-κB
的调节作用通过 TLR2或 TLR4的识别来调节[43−45]，

而 TLR4可以通过识别活性物质激活细胞后续的信

号通路，从而发挥免疫作用。有研究发现猴头菇免疫

调节肽能通过 TLR4介导细胞发挥免疫功能[46]。故

推测在正常情况下，甲鱼水解肽能够通过调节 Caco-

2细胞相关免疫基因的表达，从而激活细胞免疫，发

挥其免疫功能。

 2.7　甲鱼水解肽对 Caco-2细胞炎症模型基因表达的

影响

在前述实验中发现甲鱼水解肽具有良好的免疫

调节能力，而脂多糖（LPS）能通过氧化机制促进肠道

屏障功能障碍，进而诱导肠道炎症 [47]。因此使用

LPS诱导的 Caco-2细胞炎症模型来评价甲鱼水解

肽的抗氧化和调节免疫的能力。由图 7b可知，LPS

提升了 IL-6、IL-1β、TNF-α 相对表达量，甲鱼水解肽
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Fig.7    Effects of P. sinensis hydrolyzed peptides on gene expression of Caco-2 cell model and inflammatory model
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下调了 IL-1β、TNF-α 相对表达量，LPS极显著降低

了 IL-10 相对表达量（P<0.01），未使得 iNOS 相对表达

量发生显著变化，而在加入甲鱼水解肽之后，iNOS
的相对表达量降低极显著（P<0.01）。研究发现当暴

露于 LPS刺激时，Caco-2通过产生一系列炎症细胞

因子而表现出炎症状态[43]。有研究表明，LPS会刺

激细胞分泌 NO，使细胞 iNOS 表达量升高，但是当

LPS与猴头菇活性肽共同作用时，NO分泌量显著降

低，且具有剂量依赖性[46]。这些与本文研究结果类

似。LPS使得 Caco-2细胞促炎基因相对表达量上

升，抑炎基因相对表达量下降，而甲鱼水解肽缓解了

这种负面影响，这说明甲鱼水解肽能够缓解 Caco-
2细胞炎症反应。虽然甲鱼水解肽炎症模型组（L-P）
与 LPS炎症模型组中的 IL-10、CLDN1、TLR4 相对

表达量相比没有统计学意义，但与 LPS炎症模型组

相比，L-P组中 IL-10、TLR4 相对表达量仍呈现上升

趋势。此外，L-P组与对照组中的 CLDN1、TLR4 相

对表达量相比也呈现上升趋势。加入甲鱼水解肽之

后，NF-κB、MD2 相对表达量显著降低（P<0.05）。
LPS是 TLR4 识别的典型微生物模式识别分子，LPS
通过进入 MD2的疏水口袋，诱导 TLR4-MD2 的二

聚化，最终促进 NO和细胞因子（如 TNF-α、IL-6 和

IL-1β）的释放，引发炎症反应[48]，甲鱼水解肽中存在

范德华力和疏水作用，与 TLR4-MD2 具有一定的亲

和力，可减弱 LPS与细胞膜的结合，抑制 TLR4 与

MD2 的二聚化[49]，从而降低 MD2 的相对表达量。

此外，甲鱼水解肽与 LPS结合可减轻 LPS对 NF-κB
的刺激，从而降低 NF-κB 转录因子相对表达量的上

升，而 A.muciniphila 菌株可以通过抑制 NF-κB 来预

防 LPS诱导的 Caco-2单层上皮屏障功能障碍和炎

症反应[50]，这与本文实验研究结果类似。

 3　结论
本实验通过体外模拟肠道发酵，揭示甲鱼水解

肽对肠道菌群及其免疫功能的不同影响。甲鱼水解

肽干预对肠道菌群 Alpha多样性和 Beta多样性影响

并不显著，这说明加入甲鱼水解肽有利于维持肠道稳

态。通过菌门、菌属水平的分析发现，甲鱼水解肽的

干预能调节优势菌种的占比，提高有益菌属的数量，

抑制促炎菌的产生，维护肠道健康。对发酵液中的短

链脂肪酸含量及变化进行分析，发现甲鱼水解肽的加

入在一定程度上能够提升乙酸、丙酸、丁酸、戊酸和

异戊酸的含量，其中 5 mg/mL的低浓度甲鱼水解肽

促进肠道微生物产短链脂肪酸的效果较其他浓度更

加稳定，此外，短链脂肪酸对肠道免疫功能的调节也

具有重要作用。通过测定 Caco-2细胞模型及其炎

症模型发现甲鱼水解肽通过调节免疫相关基因的表

达，激活细胞免疫，缓解细胞炎症。

综上所述，甲鱼水解肽能够通过作用于肠道微

生态和免疫功能起到益生作用，对于甲鱼水解肽的益

生功能探究和营养价值评价具有借鉴意义，同时为甲

鱼水解肽相关产品开发提供理论依据，推动甲鱼深加

工产业发展。
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