
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2022, 62(9): 3597–3612  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20220051  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：湖南省自然科学基金(2020JJ2016，2019JJ40092，2019JJ40091)；中央引导地方科技发展专项(2019XF5067) 
Supported by the Natural Science Foundation of Hunan Province (2020JJ2016, 2019JJ40092, 2019JJ40091) and by the 
Guiding Local Science and Technology Development by the Central Government (2019XF5067) 
*Corresponding author. Tel/Fax: +86-746-6381164; E-mail: yinyeshi@126.com 
Received: 26 January 2022; Revised: 1 March 2022; Published online: 8 March 2022 

(S)-雌马酚对肠道菌群的体外调控作用及其可代谢性

研究 

陈华海 1，朱家良 1，刘心如 2，胡云霏 1，尹业师 1* 

1 湖南科技学院化学与生物工程学院，湘南优势植物资源综合利用湖南省重点实验室，湖南南岭地区植物

资源研究开发湖南省工程研究中心，湖南 永州 425199 
2 上海大学转化医学研究所，上海 200444 
 

陈华海, 朱家良, 刘心如, 胡云霏, 尹业师. (S)-雌马酚对肠道菌群的体外调控作用及其可代谢性研究. 微生物学报, 2022, 
62(9): 3597–3612. 
Chen Huahai, Zhu Jialiang, Liu Xinru, Hu Yunfei, Yin Yeshi. Interaction between (S)-equol and human gut microbiota in vitro. 
Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(9): 3597–3612. 

摘   要：【目的】研究(S)-雌马酚对人体肠道菌群的体外调控作用和人体肠道菌群对(S)-雌马酚的

代谢衍生作用。【方法】采用人体肠道菌群体外批量发酵、细菌 16S rRNA 基因高通量测序、气相

色谱、液相色谱和质谱等检测(S)-雌马酚与人体肠道菌群体外相互作用。【结果】体外添加(S)-雌
马酚对总体人肠道菌群结构和短链脂肪酸产量影响不明显。添加 0.45 mmol/L (S)-雌马酚组与对照

组相比，未检测到相对丰度发生显著变化的细菌；添加 0.90 mmol/L (S)-雌马酚组与对照组相比，

显著增加了肠杆菌科(Enterobacteriaceae)等条件致病菌的相对丰度，减少了潜在益生菌粪球菌属

(Coprococcus)的比例。代谢分析发现，发酵培养液中(S)-雌马酚的浓度降低了约 15%−30%，推测可

能被微生物进一步降解或衍生修饰。【结论】从体外调控肠道菌群的角度判断，0.45 mmol/L (S)-雌马

酚相对较安全，而 0.90 mmol/L (S)-雌马酚可能会破坏肠道菌群平衡。(S)-雌马酚可以被人体肠道

菌群进一步代谢，其特定代谢产物的结构与功能及其体内生物安全性有待进一步研究。 
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3598 Chen Huahai et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(9) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

Interaction between (S)-equol and human gut microbiota  
in vitro 
CHEN Huahai1, ZHU Jialiang1, LIU Xinru2, HU Yunfei1, YIN Yeshi1* 
1 Key Laboratory of Comprehensive Utilization of Advantage Plants Resources in Hunan South, Hunan 

Engineering Research Center for Research and Development of Plant Resources in Nanling Area, College of 
Chemistry and Bioengineering, Hunan University of Science and Engineering, Yongzhou 425199, Hunan, China 

2 Institute of Translational Medicine, Shanghai University, Shanghai 200444, China 

Abstract: [Objective] To study the regulatory effect of (S)-equol on human gut microbiota and the 
metabolic effect of human gut microbiota on (S)-equol. [Methods] The interaction between (S)-equol 
and human gut microbiota was detected by batch fermentation in vitro, bacterial 16S rRNA gene 
high-throughput sequencing, gas chromatography, high performance liquid chromatography (HPLC), 
and mass spectrometry. [Results] (S)-equol had no significant effect on the overall structure of human 
gut microbiota or the concentrations of short chain fatty acids (SCFAs). No significant change in the 
relative abundance of bacteria was detected between the 0.45 mmol/L (S)-equol group and the control 
group. However, 0.90 mmol/L (S)-equol significantly increased the relative abundance of conditional 
pathogens such as Enterobacteriaceae and reduced that of potential probiotics Coprococcus. The 
concentration of (S)-equol in the fermentation broth decreased by 15%–30%, which suggested that 
(S)-equol may be degraded or modified by gut microbiota. [Conclusion] From the perspective of 
regulating gut microbiota in vitro, 0.45 mmol/L (S)-equol is safe, while 0.90 mmol/L (S)-equol may 
disturb the balance of gut microbiota. (S)-equol can be further metabolized by human gut microbiota, 
and the structure and function of the specific metabolites and the biological safety of (S)-equol in vivo 
remain to be studied. 

Keywords: (S)-equol; human gut microbiota; soybean isoflavones 
 

大豆类食品是亚洲主要传统食品之一，平

均每人每天摄入量为 20–50 g[1]。大豆异黄酮是

传统大豆食品中非常重要的功能因子之一。由于

大豆异黄酮具有改善更年期综合征、抗骨质疏

松、抗动脉粥样硬化、抗脑缺血、抑菌、抗热应

激、增强机体免疫力、抗肿瘤和改善学习记忆能

力等药效[1–3]，国内外已开发出多种大豆异黄酮

片剂、口服液和粉剂等医药保健制品，在美国、

欧洲等地广泛销售的就有近 300 种[4]。对美国国

家生物信息中心外文医学数据库(National Center 
for Biotechnology Information PubMed)中发表

的以大豆异黄酮为主题的文献进行统计分析发

现，大豆异黄酮与肿瘤、营养代谢疾病和心脑

血管疾病等密切相关，并且对这些疾病具有一

定的防治作用[5]。因此大豆异黄酮已经成为很

多食品和营养研究领域的热门话题之一。对近

些年国内外发表的大豆相关文献进行分析发

现，约一半与大豆异黄酮研究相关[6]。 
尽管大量研究表明大豆异黄酮对人体健康

有益，但大豆食品中 90%以上的大豆异黄酮以

糖苷形式存在[7]，不能被小肠直接吸收，严重

制约了大豆食品的保健作用。研究发现，大豆

异黄酮糖苷与肠道菌群相互作用可产生生物活

性和生物可利用度更高的新型微生物转化物，
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促进大豆异黄酮生理活性发挥。大豆食品摄入

后被肠道细菌编码的 β-葡萄糖苷酶水解，形成

具有一定生物活性的苷元(如染料木素和大豆

苷元)[8]。大豆苷元被认为是大豆异黄酮在肠道

中被代谢后生成的主要中间产物之一。(S)-雌
马酚和去氧甲基安哥拉紫檀素被认为是大豆

苷元代谢的终产物[9–10]。由于(S)-雌马酚具有抗

癌、心脏保护、抗糖尿病、抗骨质疏松、抗衰

老和神经保护等多种疾病防治功能[11–12]，被认

为是一种重要的代谢产物，最近受到了广泛关

注。对 PubMed 数据库中发表的以雌马酚为主

题的文献进行统计分析发现，雌马酚和大豆异

黄酮相关的疾病谱非常类似[5]，对更年期综合

征、心脑血管疾病和肿瘤等也具有较好的防治

功能[13]。 
2002 年，Setchell 等研究发现具有转化生

产 (S)-雌马酚能力的个体在摄入大豆食品后

受益更大 [14]。这种所谓的“Equol 假说”得到了

许多(但不是所有)临床研究的支持 [15–18]。然而

大豆异黄酮被代谢成活性更高的 (S)-雌马酚

需要某些特定的微生物参与 [19]。如红蝽菌科

(Coriobacteriaceae)、伊格尔兹氏菌属(Eggerthella)
和乳球菌属(Lactococcus)等已被报道具有将大豆

异黄酮转化为(S)-雌马酚的功能[13,20]。然而并不

是每个人的肠道菌群都具有转化生产(S)-雌马

酚的能力。调查显示只有约 25%−30%西方成年

人的肠道菌群能够将大豆异黄酮转化为(S)-雌
马酚[21]。在大豆类食品食用量较大的东亚地区，

也只有 50%−60%的个体在摄入大豆类食品后

能产生(S)-雌马酚[22–25]。Wang 等基于生理学药

代动力学模型对人体肠道微生物转化大豆苷元

生产(S)-雌马酚的情况进行了预测，发现(S)-雌
马酚的最大产量仅为大豆苷元的 0.22%，这表

明尽管(S)-雌马酚具有较高的雌激素活性，但在

摄入大豆苷元后，(S)-雌马酚可能仅在非常有限

程度上对整体雌激素活性起作用。人类和大鼠

之间的种间比较表明，大鼠体内(S)-雌马酚生成

的催化效率比人类(S)-雌马酚生成者高 210倍[26]。

因此，研究者试图通过直接补充(S)-雌马酚来更

好地发挥豆制品重要功能因子的作用，已有“天
然(S)-雌马酚”补充剂在商业上出售[27–28]，也有企

业正在将(S)-雌马酚作为商业药物进行研发[29]。  
目前关于(S)-雌马酚的药效作用机制、毒性

和生物安全性等还研究得非常少。有研究报道

(S)-雌马酚可以抑制多种来自肠道的细菌生长

或孢子形成[30−31]，但口服(S)-雌马酚是否会扰乱

肠道菌群还有待进一步研究。研究认为肠道代谢

产生的(S)-雌马酚为微生物代谢终产物，主要被

肝脏吸收后转化为葡萄糖苷(S)-雌马酚和磺酸化

(S)-雌马酚[32–33]，然后进入机体循环和代谢，但

最近有研究发现(S)-雌马酚可以进一步被酪氨酸

激酶氧化成醌类化合物[34]。(S)-雌马酚在肠道中

是否能进一步被肠道菌群转化代谢有待进一步

研究。本文使用人体肠道菌群体外批量发酵和细

菌 16S rRNA 基因高通量测序等对(S)-雌马酚的

肠道菌群调控功能进行了分析，使用高效液相色

谱 (high performance liquid chromatography ，

HPLC)和质谱等方法对肠道菌群是否能进一步

代谢衍生(S)-雌马酚进行了研究。  

1  材料与方法 
参照本实验室已发表的研究方法开展大豆

苷和(S)-雌马酚与人体肠道菌群的体外相互作

用研究[35]。 
1.1  材料 

大豆苷、大豆苷元、(S)-雌马酚购自大赛

璐药物手性技术(上海)有限公司，产品纯度大

于 98%。 

1.2  志愿者粪便样品收集 
共收集 23 名成年健康志愿者(女性 11 名，
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男性 12 名)粪便样品。志愿者年龄介于 20−62 岁

之间。所有志愿者的日常饮食均是中国传统食

物，无素食主义者。采样前至少 3 个月未曾服

用抗生素或有过医院治疗经历等，未出现过腹

泻等胃肠不适症状。样品收集通过了湖南科技

学院学术伦理与道德委员会的审批和同意(批
准号：HUSE2019-A0001)。 

1.3  体外发酵培养基配制 
根据本实验室前期工作经验选择在体外对人

体肠道菌群有较好模拟效果的 VIS 培养基[36–37]。

具体培养基配方如下(g/L)：可溶性淀粉 8.0，胰

蛋白胨 3.0，蛋白胨 3.0，酵母提取物 4.5，粘液

素 0.5，L-半胱氨酸盐酸盐 0.8，3 号胆盐 0.4，
血红素 0.05，吐温-80 1 mL，氯化钾 2.5，氯化

钠 4.5，六水氯化镁 4.5，六水氯化钙 0.2，磷酸

二氢钾 0.4，刃天青 10.0，微量元素溶液 2 mL。

微量元素包括(g/L)：七水硫酸镁 3.0，二水氯化

钙 0.1，四水氯化锰 0.32，七水硫酸铁 0.1，七

水硫酸钴 0.18，七水硫酸锌 0.18，五水硫酸铜

0.01，六水氯化镍 0.092。将培养基 pH 值调节至

6.5，定容后 121 °C 高压灭菌 20 min，然后分装

到 20 mL 无菌离心管中，每管 4.5 mL。实验设计

与分组如下：VIS 组(没添加任何药物的对照组)、
VIS-Da (培养基中添加了终浓度 0.45 mmol/L
大豆苷)、VIS-Eq1 组(培养基中添加了终浓度  
0.45 mmol/L (S)-雌马酚)、VIS-Eq2 (培养基中添

加了终浓度 0.90 mmol/L (S)-雌马酚)。 

1.4  粪菌悬液制备 
称取志愿者粪便样品 5 g 溶解入 50 mL 高

压灭菌后的 PBS 中(0.1 mol/L，pH 7.0)，充分混

匀后制成 10% (W/V)粪便匀浆。使用 4 层纱布

过滤后，将上清液转移到 20 mL 离心管中备用。 

1.5  体外发酵与样品收集 
将分装后的培养基放入厌氧工作站中静置

8 h。将制备好的粪菌悬液分别接种入 VIS、

VIS-Da、VIS-Eq1 和 VIS-Eq2 培养基，每 4.5 mL
培养基中接种 500 µL (10%)粪菌悬液，摇匀后

放置在厌氧工作站中静置培养(37 °C，85%氮气+ 
10%氢气+5%二氧化碳)。分别在接种后 24 h 和

48 h 各取样 1.5 mL，10 000 r/min 离心 2 min 后，

将沉淀和上清液分别保存到−30 °C 冰箱，其中

沉淀用于细菌基因组 DNA 提取和 16S rRNA 基

因高通量测序，上清液用于短链脂肪酸(short 
chain fatty acids，SCFAs)、大豆苷、大豆苷元

和(S)-雌马酚含量测定。 

1.6  细菌基因组 DNA 提取 
采用 QIAamp粪便细菌基因组 DNA提取试

剂盒，根据试剂盒说明书对粪便样本和发酵样

品进行细菌基因组 DNA 提取。 

1.7  细菌 16S rRNA 基因 V3–V4 区高通量

测序及分析 
将提取的细菌基因组 DNA 样品送到杭州利

贞生物医药科技有限公司采用 Illumina MiSeq 平

台进行二代测序。扩增引物为 338F (5′-ACTCC 
TACGGGAGGCAGCA-3′)和 806R (5′-GGACTA 
CHVGGGTWTCTAAT-3′)。测序获得的序列首

先使用 QIIME 和 Mothur 软件进行质检和操作

分类单元(operational taxonomic unit，OTU)分类

(以 97%相似性为分类阈值)。每个 OTU 的代表

序列使用 RDP 分类器和 SILVA 数据库进行细菌

分类注释。对获得的 OTU 表和细菌分类注释表，

采用上海盈飞生物科技有限公司开发的细菌多

样性分析软件包 (http://amplicon.vgenomics.cn: 
9000/)进行分析。分析模块主要包括 α 多样性分

析、β 多样性分析、细菌组成分析、LEfSe 分析

和 PICRUST 细菌基因功能预测分析。原始序列

数据已提交到 NCBI 数据库(SRP132422)。 

1.8  SCFAs 含量测定 
发酵液上清液采用岛津气相色谱仪 GC plus 

2010 进行 SCFAs 含量分析。使用 DB-FFAP 型
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气相色谱柱(0.32 mm×30 m×0.5 µm)和氢气火

焰离子化检测器，以巴豆酸为内标物，以乙酸、

丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸和异戊酸为标准品

进行检测。气相色谱的进样口参数为：进样量

1 μL，温度 250 °C，载气类型为 N2，吹扫流量

3.0 mL/L，压力 54.2 kPa，分流比为 8:1。线速的

控制模式：线速度 28.1 cm/s，总流量 16.1 mL/min，
色谱柱流量 1.46 mL/min。 

1.9  大豆苷、大豆苷元和 (S)-雌马酚的

HPLC 检测 
根据参考文献[38]描述方法，使用 HPLC

对大豆苷、大豆苷元和(S)-雌马酚浓度进行检

测。简言之，1 mL 样品用 1 mL 乙酸乙酯提取

3 次，然后合并后冷冻干燥，再悬浮在 200 μL
甲醇中，并在−20 °C 下储存，直至分析。使用

Waters e2695 系统进行 HPLC 检测。使用

SunFireTM C18 5 µm 柱(4.6 mm×205 mm)注入并

分离 15 μL 等分试样。温度设置为(30±2) °C。

对于大豆苷检测，流速保持在 1 mL/min；使用

由 1%乙酸(A)和 100%甲醇(B)组成的流动相进行

梯度洗脱(0−20 min：72% A+28% B；20−25 min：
55% A+45% B；25−30 min：72% A+28% B)。
对于大豆苷元和(S)-雌马酚的检测，流速保持在

0.8 mL/min；用 0.01%甲酸:甲醇:乙腈(50:20:30)
组成的流动相进行等度洗脱。在 205 nm 处检测

(S)-雌马酚；在 254 nm 处检测大豆苷和大豆苷

元。使用从 Daicel 手性技术有限公司(中国上

海)获得的纯标准品构建大豆苷、大豆苷元和

(S)-雌马酚的定量校准曲线。利用对照组(未加

菌液)与实验组中大豆苷、大豆苷元和(S)-雌马

酚的浓度差异，计算降解修饰率。 

1.10  三重四极杆质谱检测(S)-雌马酚 
为了确定保留时间，使用 50 μg/mL (S)-雌马

酚标准物优化检测方法。对于色谱分离，本研究

使用超高效液相色谱法(UPLC，DionexUltiMate 

3000，Thermo Scientific)和 Acquity HSS T3 柱

(1.8 µm，2.1 mm×100 mm)。柱温设置为 25 °C；

以乙酸铵水溶液(A)和乙腈(B)为流动相；流动

相流速设定为 0.3 mL/min；样品的进样量设定

为 5 μL。流动相梯度设定为 0−1 min：95% A+5% 
B；1.1−8.0 min：100% B；8.1−13.0 min：95% 
A+5% B。本研究使用三重四极质谱仪 (TSQ 
Vantage，Thermo Scientific)进行质谱检测。检

测条件设置为：离子源：加热电喷雾电离；护

套和辅助气体：氮气；极性：负性；喷雾电压：

3 000 V；汽化器温度：350 °C；护套气体压力：

40 psi；辅助气体压力：10 psi；毛细管温度：

350 °C；全 Q1 质谱扫描：60−400 m/z；Q1 单位

分辨率：0.7 半峰全宽；扫描时间：0.5 s。 

1.11  统计分析 
采用 IBM SPSS Statistics 20.0软件对PICRUSt

预测的 KEGG 和 COG 数据先采用独立样品 t 检
验，然后再使用配对样品 t 检验对 P<0.05 的

KEGG 和 COG 数据进行进一步分析。采用 IBM 
SPSS Statistics 20.0 软件对不同实验组之间 SCFAs
含量进行单因素方差分析(one-way analysis of 
variance)。P<0.05 被认为具有显著差异。  

2  结果与分析 
2.1  大豆苷和(S)-雌马酚对肠道菌群结构

的影响 
为了研究大豆苷和不同浓度(S)-雌马酚对

人体肠道菌群的影响，共收集了 23 名志愿者

的粪便样品进行体外发酵和细菌 16S rRNA 基

因高通量测序。共 115 个样品测序成功，获得

5 130 353 条 16S rRNA 基因序列，平均每个样

品获得 44 611 条序列。每个样品的测序覆盖率

均在 99.7%以上，可以满足分析要求。α 多样性

分析结果显示，添加大豆苷和不同浓度(S)-雌马

酚并未影响用于评价细菌多性的主要指数，如
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ACE、Chao、Shannon 和 Simpson。进一步 β 多

样性分析显示(图 1)，大豆苷和不同浓度(S)-雌马

酚对肠道菌群的整体结构无显著影响。发酵后样

品的菌群结构并未按照是否添加大豆苷元或

(S)-雌马酚进行聚类，而是以起始志愿者编号进

行聚类。由于志愿者有 11 名年龄小于 40 岁，

有 12 名在 40–60 岁之间；有 11 名是女性志愿

者，12 名是男性志愿者，因此首先对志愿者原

始粪便菌群进行了分析。结果发现粪便菌群并

未按年龄和性别进行明显的聚类(图 2)。因此，

在进一步的分析中未再按年龄和性别进行更细

的分组。 
进一步对检测样品进行细菌组成分析，发

现发酵样品中百分比含量大于 1%的细菌门主

要有拟杆菌(Bacteroides)、厚壁菌(Firmicutes)、
变形菌(Proteobacteria)和放线菌(Actinobacteria)。
在细菌属的水平，大于 1%的细菌属主要有拟杆

菌、双歧杆菌(Bifidobacterium)、大肠杆菌-志贺菌

(Escherichia-Shigella)、普雷沃菌 9 (Prevotella 9)、
乳酸杆菌(Lactobacillus)、巨单胞菌(Megamonas)、 

 

 
 
图 1  发酵样品的 β 多样性分析 
Figure 1  Beta diversity analysis of the fermented samples. 
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图 2  志愿者原始粪便样本的细菌组成分析 
Figure 2  Bacterial community of original fecal samples of the volunteers. G1 represents samples collected 
from volunteers less than 40 years old. G2 represents samples collected from volunteers 40–60 years old. M 
and F represent the gender of these volunteers, male and female, respectively. No. 1–No. 26 represent the 
volunteer reference number. 
 
肠杆菌(Enterobacter)、粪杆菌(Faecalibacterium)、
光冈菌(Mitsuokella)、萨特氏菌(Sutterella)、考拉杆

菌(Phascolarctobacterium)、巨球型菌(Megasphaera)、
布劳特氏菌(Blautia)、小杆菌(Dialister)等 14 个

属。无论是在细菌门的水平，还是细菌属的水

平，菌群结构都未按是否添加大豆苷或(S)-雌马

酚进行很好地聚类。在细菌 OTU 水平，每组样

品平均检测到了 200 个 OTU，且每组之间 OTU
数量相近，无显著差异。 

为了进一步分析添加大豆苷或(S)-雌马酚

是否对某一特定的细菌产生影响，LEfSe 组间

差异细菌分析显示，大豆苷组假单胞菌属

(Pseudomonas)显著低于对照组(图 3A)；低浓度

的(S)-雌马酚添加组与对照组相比，未检测到显著

变化的细菌菌属；高浓度(S)-雌马酚组，肠杆菌目

(Enterobacteriales)和肠杆菌科(Enterobacteriaceae)
含量显著高于对照组，粪球菌属(Coprococcus)
含量显著低于对照组(图 3B)。 

考虑到高浓度(S)-雌马酚组与对照组之间

差异菌群较多(图 3B)，选择 PICRUSt 用于进一

步差异基因和代谢通路的预测和相对丰度分析。

如图 4 所示，高浓度(S)-雌马酚添加组 K00533、
K01006、K03783、K06926、K07011、K07133、
K07221、K12251 和 K12257 的相对百分含量显

著低于对照组，且代谢通路光合生物的固碳作用

(carbon fixation in photosynthetic organisms)和谷

氨酸能突触(glutamatergic synapse)的丰度也显著

低于对照组。 
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图 3  LEfSe 分析差异显著细菌 
Figure 3  Significant differences in bacterial taxa between treatment groups by LEfSe analysis. A: VIS/VIS-Da; 
B: VIS/VIS-Eq2. 
 

 
 

图 4  PICRUSt 预测的差异显著功能基因 
Figure 4  Predicted effects of (S)-equol on genes and pathways of the gut microbiota using PICRUSt. A: 
significantly different genes between groups VIS and VIS-Eq2; B: significantly different KEGG pathways 
between groups VIS and VIS-Eq2. 
 
2.2  大豆苷和不同浓度(S)-雌马酚对肠道

菌群产 SCFAs 的影响 
为了研究大豆苷和不同浓度(S)-雌马酚对

细菌代谢产物的影响，本研究使用气相色谱对

发酵样品中 SCFAs 的浓度进行了检测。结果如

图 5 所示，尽管不同个体的粪便菌群在发酵后

产生 SCFAs 的能力存在较大差异，但添加大豆

苷和不同浓度的(S)-雌马酚并未显著影响发酵

后肠道菌群产生 SCFAs 的能力。 

2.3  肠道菌群体外对大豆苷的代谢作用 
一般认为大豆苷元是大豆苷的主要中间代

谢产物，(S)-雌马酚是大豆苷的主要代谢终产物。 
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图 5  短链脂肪酸产量分析 
Figure 5  SCFAs production by gut microbiota after fermentation with daidzin and (S)-equol. A: the 
concentration of total SCFAs; B: the concentration of acetic acid; C: the concentration of propionic acid; D: 
the concentration of butyric acid. 
 
因此本研究采用 HPLC 对发酵样品中大豆苷元

和(S)-雌马酚的浓度进行了检测。结果如表 1 所

示，所有志愿者的粪便菌群均具有将大豆苷转

化为大豆苷元的能力。然而肠道菌群代谢大豆

苷元生产(S)-雌马酚的能力较低，发酵 48 h 后，

仅 8 个样品中检测到了较低浓度的(S)-雌马酚。

总体来说，肠道菌群的这些代谢能力与发酵时

间长短有关，发酵 48 h 后，样品中大豆苷元浓

度和(S)-雌马酚浓度比发酵 24 h 样品中高，但

并未发现肠道菌群的这些代谢能力与志愿者年

龄和性别有明显相关性。 

2.4  肠道菌群体外对(S)-雌马酚的代谢作用 
为了研究(S)-雌马酚是否能被肠道细菌进

一步代谢，本研究对发酵后的样品首先采用

HPLC 进行了初步分析。如图 6A 所示，HPLC
检测结果发现，(S)-雌马酚在体外发酵后，发酵

样品中(S)-雌马酚浓度降低，且发酵时间越久，

浓度降低越多。低浓度(S)-雌马酚在发酵 24 h

和48 h后的平均代谢率分别为16.56%和29.00%。

高浓度组(S)-雌马酚平均代谢率分别为 15.92%
和 20.18%。为了进一步验证实验结果的可靠性，

本研究将高浓度(S)-雌马酚组(S)-雌马酚被代谢

比较明显的 5 个样品进行了三重四极杆质谱检

测。根据峰面积换算，如图 6B 所示，发酵 24 h，
(S)-雌马酚最高代谢率可以达到 39.42%，在发酵

48 h 后，(S)-雌马酚最高代谢率可以达到 71.44%。 

3  讨论 
肠道菌群具有非常重要的生理功能，包括

宿主免疫平衡和饮食或药物代谢[39–40]。大量研

究表明，肠道菌群失衡与癌症、心脑血管疾病、

代谢紊乱综合征和其他疾病之间存在相关性[41]；

因此，肠道菌群已经成为疾病防治和药物研发

的新靶标[42–46]。已经证明，一些药物通过调节

肠道微生物来预防和治疗疾病[47–48]，如小檗碱

可以富集产(S)-雌马酚肠道菌群，从而改善卵巢 
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表 1  大豆苷元和(S)-雌马酚检出情况统计 
Table 1  Statistics on the detection of daidzein and (S)-equol 
Volunteers Age Gender Equol_original Daidzein_24 h Daidzein_48 h Equol_24 h Equol_48 h 
No. 1 20−40 years  Male + + + ND ND 
No. 2 Female ND + + ND + 
No. 3 Female ND + + ND ND 
No. 4 Male ND + + ND ND 
No. 5 Female ND + + ND ND 
No. 6 Female ND + + ND ND 
No. 7 Female + + + ND ND 
No. 8 Female ND + + + + 
No. 9 Male ND + + ND ND 
No. 10 Male ND + + ND ND 
No. 11 Male ND + + ND + 
No. 16 40−60 years  Female ND + + ND ND 
No. 17 Female + + + + + 
No. 18 Male ND + + + + 
No. 19 Female ND + + ND ND 
No. 20 Male ND + + ND ND 
No. 21 Male + + + ND + 
No. 22 Female ND + + ND + 
No. 23 Male + + + ND ND 
No. 24 Male ND + + ND ND 
No. 25 Male + + + ND ND 
No. 26 Female ND + + ND + 
Daidzein and (S)-equol concentration (mmol/L) was measured using HPLC analysis. Equol_original represent (S)-equol 
concentration in original 10% fecal slurry. ND: not detected; +: (S)-equol corresponding HPLC peak can be detected. 
Daidzein_24 h and daidzein_48 h represent the daidzein concentration after fermentation of 24 and 48 h, respectively. 
Equol_24 h and Equol_48 h represent the (S)-equol concentration after fermentation of 24 and 48 h, respectively. 

 

 
 
图 6  肠道菌群对(S)-雌马酚的降解修饰分析 
Figure 6  Degradation or modification ratio of (S)-equol by human gut microbiota in vitro. A: degradation or 
modification ratio of (S)-equol detected by using HPLC; B: degradation or modification ratio of (S)-equol 
detected by using LC-MS/MS. 
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切除诱导的焦虑样行为[49]。肠道微生物组编码

了丰富多样的功能基因，可以通过水解、氧化

还原等方式代谢药物[50–51]，从而影响药物疗效

或毒副作用[52–54]。尽管大量研究对高含量膳食

成分(如纤维和脂肪)与肠道菌群之间的相互作

用进行了深入分析[55–57]，但对低含量膳食营养

素(如大豆异黄酮)与肠道菌群之间相互作用的

研究还较少[58–61]。 
体外生物反应器法已被广泛用于研究人体

肠道菌群与药物或其他功能因子之间的相互作

用。这种方法的优点是操作简单，消除了宿主

遗传因素的干扰，并保证在每个样品中添加相

同数量的底物。同时，本实验室前期研究表明，

体外分批发酵法可以较好地模拟人体肠道菌 
群 [37,62–63]。本研究通过对志愿者粪便菌群的分

批发酵，研究了生理浓度下大豆苷与体外肠道

菌群之间的相互作用。结果表明，与未经处理

的对照组相比，在生理浓度下添加大豆苷可显

著降低假单胞菌(Pseudomonas)的相对丰度，而

对其他肠道细菌的影响不明显。鉴于假单胞菌

是一种条件致病菌，大豆苷的抑制作用可用于

改善健康。然而，当志愿者被分为产(S)-雌马酚

组和非产(S)-雌马酚组时，未检测显著差异细

菌。这可能是由于(S)-雌马酚产生者数量较少及

临床样本之间的差异所致。进一步研究需要纳入

更多志愿者和制定更严格的志愿者纳入标准。 
一些研究表明，(S)-雌马酚产生者的年龄明

显大于非(S)-雌马酚产生者 [64–65]。但本研究发

现，(S)-雌马酚的产生与志愿者的性别或年龄无

明显相关性。这可能是由于其他研究是直接从

人粪便样品中检测(S)-雌马酚浓度，而本研究是

在粪便菌群体外发酵后检测(S)-雌马酚浓度。实

验条件的差异可能影响了结果的可比性。另外，

本研究发现，27%的原始粪便样品可检测到(S)-雌
马酚，36%的粪便样品在体外发酵后可检测到

(S)-雌马酚。值得注意的是，并非所有来自(S)-雌
马酚产生者的粪便菌群在体外具有将大豆苷转

化为(S)-雌马酚的能力。这可能是由于一些产

(S)-雌马酚细菌是严格厌氧菌，在接种或培养过

程中有所丢失[13]。另一种可能是，一些(S)-雌马

酚产生者需要长期诱导，而本研究的体外发酵

时间仅有 48 h。对于原始粪便样品中检测不到

(S)-雌马酚，而体外发酵具有转化生产(S)-雌马

酚能力的原因可能是由于粪便悬液中(S)-雌马酚

浓度低于可检测水平，或该志愿者具有产(S)-雌
马酚能力，但饮食中无大豆异黄酮类底物等。 

(S)-雌马酚被认为是大豆苷经人体肠道菌

群代谢后的最终代谢产物之一。与其前体分子

大豆苷相比，(S)-雌马酚更稳定，更容易被吸收，

清除率更低[66]。此外，它还显示出比任何其他异

黄酮或异黄酮衍生代谢物更强的雌激素活性[29,67]

和抗氧化活性[68–69]。此外，(S)-雌马酚选择性地

优先结合雌激素受体 ERβ 而不是 ERα，从而避

免 ERα 激活引起的一般不良反应[67]。(S)-雌马酚

的抗氧化活性和选择性 ERβ 激活已被用于降低

更年期症状、骨质疏松症、心血管风险、前列腺

癌和乳腺癌、皮肤老化，甚至预防脱发[29,70–71]。

因此，(S)-雌马酚对人类健康的有益影响已得到

较广泛认可[13]，并已被开发为预防和治疗某些

慢性疾病的膳食补充剂。 
然而，(S)-雌马酚的作用机制和副作用仍有

待进一步研究，尤其是其与人类肠道菌群的相

互作用。Vázquez 等[30]和 Tanaka 等[31]研究发现

(S)-雌马酚能够抑制艰难梭菌 (Clostridioides 
difficile)、普氏栖粪杆菌(F. prausnitzii)、乳酸乳球

菌乳酸亚种(L. lactis subsp. lactis)和脆弱拟杆菌

(B. fragilis)的生长；然而，他们也发现，(S)-雌马

酚在体外可以促进大肠杆菌(E. coli)和粘质沙雷

氏菌(Serratia marcescens)的生长。(S)-雌马酚对

人体肠道菌群的调节功能还有待进一步研究。 
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本研究发现，添加0.45 mmol/L或0.90 mmol/L 

(S)-雌马酚对细菌多样性和 OTU 数量无显著

影响，体外人体肠道菌群产生的 SCFAs 也无

显著影响。然而，0.90 mmol/L (S)-雌马酚显著

增加了肠杆菌目(Enterobacteriales)和肠杆菌科

(Enterobacteriaceae)的百分比含量，并抑制了粪

球 菌 属 (Coprococcus) 的 生 长 。 肠 杆 菌 科

(Enterobacteriaceae)由 20 多个细菌属组成，包

括大肠杆菌-志贺氏菌(Escherichia-Shigella)、沙门

氏菌(Salmonella)、肠杆菌和克雷伯菌(Klebsiella)

等。在某些条件下，这类菌大部分都是潜在的致

病菌。相反，粪球菌属细菌产生丁酸和丙酸盐，

在肺动脉高压[72]、视神经脊髓炎谱系障碍[73]、溃

疡性结肠炎[74]、子痫前期[75]、帕金森病[76–77]和

精神分裂症[78]患者的微生物群中减少，是一种

潜在的益生菌。总之，0.90 mmol/L (S)-雌马酚

促进条件致病菌的生长，抑制潜在益生菌粪球

菌属的生长。然而，与未添加(S)-雌马酚的对照

组相比，0.45 mmol/L (S)-雌马酚不影响细菌数

量或细菌群落的多样性。大豆异黄酮的浓度可

能是影响异黄酮在肠道微生物群中的抗菌作用

或调节功能的重要因素。井乐刚等发现，大豆异

黄酮的抑菌效果随着体外浓度的增加而增加[79]。

体内研究还表明，不同浓度的大豆异黄酮(每天

摄入 80、100 或 160 mg)对人体肠道微生物群的

影响是可变的[59,61,64]。因此，从体外肠道菌群调

控的角度来看，0.45 mmol/L (S)-雌马酚可能比

0.90 mmol/L (S)-雌马酚更安全。然而体内实际情

况，(S)-雌马酚与宿主本身和肠道微生物间的相

互作用受到较多复杂因素的影响，(S)-雌马酚的

生物安全性仍有待大量体内实验的进一步评估。 

(S)-雌马酚被认为是肠道微生物群从大豆苷

代谢而来的最终衍生物。然而，如果要将(S)-雌
马酚开发为商业药物，则需要进一步评估人体

肠道微生物群对(S)-雌马酚的代谢作用。HPLC
和三重四极杆质谱显示，(S)-雌马酚在体外发酵

后被降解或修饰。本研究进一步鉴定了体外发

酵后产生的(S)-雌马酚代谢物。与发酵前的培养

基相比，从大多数测试的发酵样品中鉴定出   
4 个增加的质谱峰。这 4 个峰中每个峰对应的

分子量分别为 158、218、227 和 259，5-OH-雌
马酚的分子量为 258.27，与观察到的 259 峰非常

接近。然而，需要对标记的(S)-雌马酚的代谢产

物进行分析，以给出更准确的结果。另外，由于

本次研究采用的是肠道菌群，具体参与(S)-雌马

酚代谢的菌种或菌株还有待进一步研究，分离纯

化对(S)-雌马酚具有代谢功能的细菌将为研究不

同细菌对(S)-雌马酚的差异代谢奠定基础。 
综上所述，27.27%的志愿者被确定为(S)-雌

马酚产生者；所有志愿者都能将大豆苷转化为

大豆苷元，但只有 36.36%的志愿者能在体外产生

(S)-雌马酚。生理浓度(0.45 mmol/L)的大豆苷可

显著减少假单胞菌的数量，从而促进健康。然而，

高浓度(0.90 mmol/L)的(S)-雌马酚可能会通过显

著抑制潜在的益生菌粪球菌属产生副作用，尤其

是在不产生(S)-雌马酚的个体中。本研究发现 
(S)-雌马酚可以在体外被人体肠道菌群进一步代

谢；然而，发酵产物的组成比预期的更复杂。标记

初始(S)-雌马酚才能更好地识别其代谢衍生物。 
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