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摘   要：【背景】小肠黏膜微生物是肠道菌群的重要组成部分，大量研究表明日粮添加低聚半乳

糖(galacto-oligosaccharides，GOS)和低聚甘露糖(manno-oligosaccharides，MOS)能够调控猪的大肠

菌群结构，但关于其调控小肠黏膜微生物的研究较少。【目的】通过体外发酵法探究猪空肠黏膜

和回肠黏膜微生物发酵 GOS 和 MOS 的规律。【方法】以生长猪的空肠黏膜微生物和回肠黏膜微

生物作为接种物，以 GOS 和 MOS 作为底物进行厌氧发酵，在发酵 0、6、12、24 h 时采样测定总

菌数量、pH、氨态氮(ammonia nitrogen，NH3-N)、菌体蛋白(microbial crude protein，MCP)和有机

酸，在 24 h 收集微生物提取 DNA 进行细菌定量分析。【结果】在 24 h 时，回肠黏膜组的 NH3-N
浓度显著低于空肠黏膜组，而 MCP 浓度显著高于空肠黏膜组(P<0.05)。在发酵的前 6 h 各组 pH 无

明显变化，有机酸积累较少。在 12 h 时，MOS 组的乳酸、乙酸、丁酸和总短链脂肪酸产量显著高

于 GOS 组(P<0.05)，此时只有回肠黏膜组有少量丙酸产生。在 24 h 时，MOS 回肠黏膜组乳酸产量

最高而 pH 值最低(P<0.05)。相较于 MOS 组，GOS 组显著提高了丙酸的产量(P<0.05)。相较于 GOS
组，MOS 组显著提高了乙酸的产量，在空肠黏膜组中显著提高了丁酸和总短链脂肪酸的产量

(P<0.05)。定量结果表明，在 24 h 时，各处理组的厚壁菌门数量都接近总菌数量，属于优势菌门。

相较于 MOS 组，GOS 组显著提高了拟杆菌门、链球菌属、韦荣氏球菌属和普拉梭菌细菌的数量，

提高了空肠黏膜组中 Clostridium cluster IV 和回肠黏膜组中 Clostridium cluster XIVa 的数量

(P<0.05)。相较于 GOS 组，MOS 组显著提高了大肠杆菌和乳酸杆菌属的数量，提高了回肠黏膜组

中罗氏菌属的数量(P<0.05)。【结论】猪小肠黏膜微生物对 GOS 和 MOS 具有不同的发酵模式，主

要表现在有机酸的产生和促进细菌的增殖方面。GOS 具有产丙酸优势，提高了拟杆菌门和韦荣氏
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球菌属的数量；MOS 促进了乙酸的产生，提高了大肠杆菌和乳酸杆菌的数量。 

关键词：猪；小肠黏膜微生物；低聚半乳糖；低聚甘露糖；有机酸  
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Abstract: [Background] Mucosal microbiota from small intestine is an important part of gut 
microbiota. Many studies had shown that galacto-oligosaccharides (GOS) and manno-oligosaccharides 
(MOS) can regulate the gut microbiota from large intestine of pigs. However, there are few studies on its 
regulation of mucosal microbiota from small intestine. [Objective] This study aimed to explore the in 
vitro fermentation characteristics of GOS and MOS by mucosal microbiota from porcine jejunum and 
ileum. [Methods] The microbiota samples from the jejunum mucosa and ileum mucosa of growing pigs 
were used for the anaerobic fermentation of GOS and MOS. Total bacterial number, pH, ammonia 
nitrogen (NH3-N), microbial crude protein (MCP), and organic acids were measured at 0, 6, 12, and 24 h 
during the fermentation. The bacteria were quantified by quantitative PCR after 24 h incubation. 
[Results] After 24 h incubation, the concentration of NH3-N in the ileum mucosa group was lower than 
that in the jejunum mucosa group, while the concentration of MCP showed an opposite trend (P<0.05). 
After 6 h incubation, the pH changed slightly because of the small amount accumulation of organic 
acids. After 12 h incubation, lactate, acetate, butyrate, and total short-chain fatty acids in the MOS group 
were significantly higher than those in the GOS group (P<0.05), and only a small amount of propionic 
acid was produced in the ileum mucosa group. After 24 h incubation, the MOS group with the 
microbiota from ileum mucosa showed the highest yield of lactate and the lowest pH (P<0.05). The GOS 
group had higher propionate yield than the MOS group (P<0.05). The MOS group had higher yield of 
acetate than the GOS group, as well as that of butyrate and total SCFA in the jejunum mucosa group 
(P<0.05). After 24 h incubation, Firmicutes showed the close number to total bacteria, being the 
dominant phylum. Compared with MOS, GOS increased the number of Bacteroidetes, Streptococcus, 
Veillonella, and Faecalibacterium, as well as that of Clostridium cluster IV in the jejunum mucosa 
group and Clostridium cluster XIVa in the ileum mucosa group (P<0.05). Compared with GOS, MOS 
increased the number of Escherichia coli and Lactobacillus, as well as that of Roseburia in the ileum 
mucosa group (P<0.05). [Conclusion] The mucosal microbiota from porcine small intestine had 
different fermentation patterns for GOS and MOS, as manifested by the varied production of organic 
acids and bacterial proliferation. GOS had an advantage of propionate production and increased the 
number of Bacteroidetes and Veillonella. MOS promoted the production of acetate, lactate in the ileum 
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mucosa group and butyrate in the jejunum mucosa group, and increased the number of Escherichia coli 
and Lactobacillus. 

Keywords: pig; mucosal microbiota from small intestine; galacto-oligosaccharides (GOS); 
manno-oligosaccharides (MOS); organic acid  

猪的肠道中栖息着丰富的共生菌，具有很

多独特的代谢特性，如产生碳水化合物活性酶

(carbohydrate-active enzymes，CAZy)，从而发

酵宿主不能利用的复杂多糖，产生对宿主有益

的短链脂肪酸(short-chain fatty acids，SCFA)。
短链脂肪酸不仅是结肠上皮细胞的能量底物，

还能作为宿主炎症和能量代谢的调节物，同时

能降低 pH 值，改善肠道内环境以限制病原菌

的生长[1]。研究表明，微生物具有不同的多糖

代谢能力，多糖代谢能够调控肠道菌群的组成

及其代谢活性，进而影响宿主的生理状态[2]。

低聚半乳糖(galacto-oligosaccharides，GOS)主要

由 β-1,4 连接的半乳糖糖基组成，可由半乳糖苷

酶的转糖基作用生成。研究表明低聚半乳糖能

够促进肠道中双歧杆菌的增殖，并改善肠道屏

障功能[3]。低聚甘露糖(manno-oligosaccharides，
MOS)是由甘露糖以 α-1,6 糖苷键连接的益生元

寡糖，主要来源于酵母细胞壁。杭苏琴等研究

表明，低聚甘露糖能够在体外选择性促进乳酸

杆菌的生长[4]，提高断奶仔猪肠道菌群的多样

性和稳定性[5]。因此可以通过补充寡糖的营养

干预方式来调节肠道菌群结构和功能，从而改

善机体健康。 
肠道微生物在宿主肠道中呈现出区室化

的空间分布特点，不同区室具有不同生态位，

不同生态位的细菌结构和代谢特性有很大的

差别[6-7]。小肠微生物的优势菌群是链球菌属、

梭菌属和大肠杆菌，主要通过快速摄取利用简

单糖类来存活，而大肠微生物的优势菌群是厚

壁菌门和拟杆菌门微生物，可以实现对复杂糖

类的降解利用[8]。已有的研究主要关注寡糖对

大肠微生物的调节，对小肠微生物的研究很少。

最近的研究发现，人回肠微生物能够在 5 h 内

快速降解 GOS 等益生元寡糖[9]。Tian 等研究表

明，新生仔猪补充 GOS 可以提高回肠中乳酸杆

菌的相对丰度和短链脂肪酸的含量，降低大肠

杆菌的相对丰度[10]。除了肠段差异，不同生态

位即肠腔和黏膜微生物也存在组成和功能差

异。研究发现，人回肠黏膜微生物基因组存在

降解 GOS 等益生元寡糖的碳水化合物活性酶

的编码基因，因此具有利用 GOS 等益生元寡糖

的潜力[11]。Gao 等研究表明，GOS 能够通过调

控结肠黏膜相关微生物来缓解脂多糖诱导的肠

道炎症[12]。以上研究表明，益生元寡糖可以调

控小肠食糜和结肠黏膜的菌群结构，并对宿主

起益生作用，然而有关寡糖与小肠黏膜微生物

之间互作的研究很少。因此本研究主要通过体

外发酵的方法，探究猪空肠黏膜和回肠黏膜微

生物发酵寡糖 GOS 和 MOS 的规律，以期为猪

的营养干预策略提供新思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

磷酸缓冲液，武汉赛维尔生物科技有限公

司；乳酸测试盒，南京建成生物工程研究所；

锆珠，南宁安卓生物科技有限公司；荧光定量

试剂盒，湖南艾科瑞生物工程有限公司。恒温

振荡培养箱，精骐有限公司；pH 计，上海仪电

科学仪器股份有限公司；酶标仪、核酸蛋白仪，

赛默飞世尔科技公司；气相色谱仪，岛津公司；
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珠式样品研磨器，欧姆尼有限公司。 
低聚半乳糖(QHT-GOS-90S)购自广东量子

高科生物有限公司， 97.12%干物质，包含

90.12% GOS (16.74% DP2，37.81% DP3，22.14% 
DP4，13.43% DP≥5)，8.05%乳糖，1.3%葡萄糖，

0.52%半乳糖；低聚甘露糖(纯度 90%)购自山东

丰泰生物科技有限公司，来源于酵母细胞壁。 
厌氧培养基参照 Dai 等[13]的方法制备：发

酵体系为 100 mL，包含 10 mL 的接种物和    
10 mg/mL 的底物，初始 pH 值调整为 6.8。 

收集 3 头来自同一批育肥和屠宰上市的 
杜×长×大(Duroc×Landrace×Yorkshire)商品猪的

新鲜小肠，并分离 20 cm 长的中段空肠和 20 cm
长的末端回肠，根据 Yang 等[14]方法制备黏膜微

生物接种物：将肠段挤出食糜后放入含有磷酸

缓冲液的培养皿中冲洗 3 次，然后用新的灭菌

剪刀将每条肠段剪成小段。这些肠段直接在厌

氧培养基中培养 3 h 以释放出肠壁紧密连接微

生物。 
1.2  试验设计 

采用 2×2 双因素试验设计：在厌氧培养基

中分别添加 10 mg/mL 的 GOS 和 MOS 作为唯

一碳源，然后分别接种上述制备的空肠黏膜微

生物和回肠黏膜微生物，每组 4 个重复。试验

共有 4个处理组：GJ组(GOS+空肠黏膜微生物)、
MJ 组(MOS+空肠黏膜微生物)、GI 组(GOS+回
肠黏膜微生物)和 MI 组(MOS+回肠黏膜微生

物)。接种后将发酵瓶放入恒温振荡培养箱，

37 °C、100 r/min 培养 24 h，分别在 0、6、12、
24 h 采集发酵液样品用于后续指标的测定，并

以 0 h 作为对照。 

1.3  pH、NH3-N、MCP 及有机酸测定 
用 pH计测定发酵液 pH值；参照 Weatherburn

等用比色法测定氨态氮 (ammonia nitrogen，

NH3-N)浓度[15]；参照 Makkar 等用考马斯亮蓝

法测定菌体蛋白(microbial crude protein，MCP)
含量 [16]；用乳酸测试盒参照说明书测定乳酸

含量。 
参照 He 等方法用岛津气相色谱仪测定短

链脂肪酸含量[17]：1 mL 发酵液中添加 0.2 mL
偏磷酸巴豆酸混合溶液后于−20 °C 过夜，解冻

后 12 000 r/min 离心 10 min，取上清液过 0.22 μm
水相滤膜，取 0.6 μL 滤液上机检测，用内标法

进行定量。 

1.4  发酵液细菌总 DNA 提取 
用 CTAB 法提取发酵液细菌总 DNA[18]：将

样品置入含有适量锆珠的 CTAB 溶液中，用研

磨器机械破碎，然后用酚-氯仿-异戊醇反复抽提

得到总 DNA，用核酸蛋白仪检测 DNA 的浓度

和纯度。 

1.5  实时荧光定量 PCR 
采用实时荧光定量 PCR 对发酵液中的总

菌、厚壁菌门、拟杆菌门、大肠杆菌、链球菌

属、乳酸杆菌、双歧杆菌、Clostridium cluster IV、

Clostridium cluster XIVa、韦荣氏球菌属、罗氏

菌属、普拉梭菌进行绝对定量，特异性引物序

列(表 1)参照 Zhang 等[19]。反应体系(20 μL)：
SYBR Green Pro Taq 10 μL，ddH2O 7.2 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，DNA 模板 2 μL。

各目标菌的标准质粒经 10 倍倍比梯度稀释后

用作模板以绘制标准曲线。 

1.6  统计分析 
使用 SPSS (V 26.0)中的一般线性模型分析

数据。底物和肠段设置为主效应，两因子的交

互作用设置为互作效应。当两因子之间存在显

著的互作效应时，进行单因素方差分析，差异

显著时用 Tukey 法进行多重比较。P<0.05 表示

差异显著。 
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表 1  细菌定量 PCR 引物序列 
Table 1  Primers used for bacterial quantitative PCR 
Bacteria Forward primer Reverse primer 
Total bacteria GTGSTGCAYGGYYGTCGTCA ACGTCRTCCMCNCCTTCCTC 
Firmicutes GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA AGCTGACGACAACCATGCAC 
Bacteroidetes GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT AGCTGACGACAACCATGCAG 
Escherichia coli CATGCCGCGTGTATGAAGAA CGGGTAACGTCAATGAGCAAA 
Streptococcus ACCAGAAAGGGACGGCTAACTAC ATCGTTTACGGCGTGGACTAC 
Lactobacillus AGCAGTAGGGAATCTTCCA ATTCCACCGCTACACATG 
Bifidobacterium TCGCGTCYGGTGTGAAAG GGTGTTCTTCCCGATATCTACA 
Clostridium cluster IV GCACAAGCAGTGGAGT CTTCCTCCGTTTTGTCAA 
Clostridium cluster XIVa CGGTACCTGACTAAGAAGC AGTTTYATTCTTGCGAACG 
Veillonella A(C/T)CAACCTGCCCTTCAGA CGTCCCGATTAACAGAGCTT 
Roseburia GCGGTRCGGCAAGTCTGA CCTCCGACACTCTAGTMCGAC 
Faecalibacterium prausnitzii GGAGGAAGAAGGTCTTCGG AATTCCGCCTACCTCTGCACT 

 
2  结果与分析 
2.1  发酵液中总菌数量和 pH 的变化 

由图 1 可知，各组总菌数量随着发酵时间

的增加而逐渐上升。在 0、6、12 h，回肠黏膜

组的总菌数量显著高于空肠黏膜组(P<0.05)；在
12 h 时，MOS 组的总菌数量显著高于 GOS 组；

在 24 h 时，底物和肠段之间存在交互作用

(P<0.01)，其中 GOS 回肠黏膜组拷贝数最高

(P<0.05)，但与 MOS 回肠黏膜组无显著差异。 
各组 pH 值在前 6 h 略有升高，而后随着发

酵的进行均呈下降趋势。在 12、24 h 时，底物

和肠段之间存在交互作用(P<0.01)；在 12 h 时，

MOS 空肠黏膜组的 pH 值显著低于其他 3 组

(P<0.05)；在 24 h 时，MOS 回肠黏膜组的 pH 值

显著低于其他 3 组(P<0.05)；在 0 h 时，回肠黏膜

组的 pH 值显著低于空肠黏膜组(P<0.01)；在 6 h

时，GOS 组的 pH 值显著低于 MOS 组(P<0.05)。 

2.2  发酵液中 NH3-N 和 MCP 的变化 
由图 2 可知，对于 NH3-N 来说，各组的

NH3-N 浓度都是先降低后升高。在 24 h 时，空

肠黏膜组的 NH3-N 浓度显著高于回肠黏膜组

(P<0.05)。对于 MCP 来说，各组 MCP 浓度随

着发酵时间的增加而逐渐上升。在 12、24 h 时，

底物和肠段之间存在交互作用(P<0.05)；在 12 h
时，GOS 空肠黏膜组的 MCP 浓度显著低于其

他 3 组(P<0.05)；在 24 h 时，不论是以 GOS 为

底物还是以 MOS 为底物，回肠黏膜组的 MCP
浓度都显著高于空肠黏膜组(P<0.05)。 

2.3  发酵液中有机酸的变化 
由图 3 可知，随着发酵时间的增加，各组

的有机酸都在逐渐积累，而且主要代谢产物是

乳酸和乙酸。对于乳酸来说，在 24 h 时，底物

和肠段之间存在交互作用(P<0.01)，MOS 回肠

黏膜组的乳酸产量最高，GOS 空肠黏膜组和

MOS 空肠黏膜组的次之，GOS 回肠黏膜组的最

低；在 6、12 h 时，MOS 组的乳酸产量都高于

GOS 组(P<0.01)，空肠黏膜组的乳酸产量都高于

回肠黏膜组(P<0.01)。对于乙酸来说，在各时间

点上底物和肠段之间均存在交互作用(P<0.05)，
而且均为 MOS 回肠黏膜组的乙酸产量最高，

GOS 空肠黏膜组的乙酸产量最低(P<0.05)。对于

丙酸来说，在 6 h 时，各组均未检测出丙酸；在

12 h 时，空肠黏膜组未检测出丙酸，回肠黏膜组 
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图 1  小肠黏膜微生物体外发酵 GOS、MOS 过程中总菌数量(A)和 pH 值(B)的变化   数据均表现为

平均值±标准误；底物(substrate，sub)、肠段(segment，seg)及其互作(interaction，int)设为变异来源；同

一时间点不同字母表示差异显著；GJ：GOS+空肠黏膜微生物；MJ：MOS+空肠黏膜微生物；GI：GOS+
回肠黏膜微生物；MI：MOS+回肠黏膜微生物；图 2‒4 的设置同图 1 
Figure 1  Changes of total bacteria numbers (A) and pH (B) during in vitro fermentation of GOS and MOS 
by small intestinal mucosal microbiota. Data are shown as mean±SEM; Substrate, segment and their 
interaction are sources of variation; In the same time point, values of the columns with different letter 
superscripts mean significant difference; GJ: GOS+jejunum mucosal microbiota; MJ: MOS+jejunum mucosal 
microbiota; GI: GOS+ileum mucosal microbiota; MI: MOS+ileum mucosal microbiota; The same situation 
for figure 2, 3 and 4. 

 

 
 
图 2  小肠黏膜微生物体外发酵 GOS、MOS 过程中 NH3-N (A)和 MCP (B)浓度的变化    
Figure 2  Changes of ammonia nitrogen (A) and microbial crude protein (B) concentrations during in vitro 
fermentation of GOS and MOS by small intestinal mucosal microbiota. 
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图 3  小肠黏膜微生物体外发酵 GOS、MOS 过程中有机酸浓度的变化   A：乳酸；B：乙酸；C：丙

酸；D：丁酸；E：总短链脂肪酸；F：各有机酸占总有机酸浓度的比例 
Figure 3  Changes of organic acid concentrations during in vitro fermentation of GOS and MOS by small 
intestinal mucosal microbiota. A: Lactate; B: Acetate; C: Propionate; D: Butyrate; E: Total SCFA; F: The 
ratio of individual organic acid concentrations to total organic acid concentrations. 
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有少量丙酸产生，但在两种底物之间无显著差

异；在 24 h 时，底物和肠段之间存在交互作用

(P<0.01)，其中 GOS 回肠黏膜组的丙酸产量显

著高于其他 3 组(P<0.05)。对于丁酸来说，在

12、24 h 时，底物和肠段之间存在交互作用

(P<0.01)，在 12 h 时，MOS 回肠黏膜组的丁酸

产量显著高于其他 3 组(P<0.05)；在 24 h 时，

MOS 空肠黏膜组和 MOS 回肠黏膜组的丁酸含

量较高(P<0.05)；在 6 h 时，MOS 组的丁酸产

量高于 GOS 组(P<0.05)，回肠黏膜组的丁酸产

量高于空肠黏膜组(P<0.01)。对于总短链脂肪酸

来说，在各个时间点上，底物和肠段之间均存

在交互作用(P<0.01)，在 6、12 h 时，MOS 回

肠黏膜组的总短链脂肪酸显著高于其他 3 组

(P<0.05)；在 24 h 时，GOS 空肠黏膜组的总短

链脂肪酸显著低于其他 3 组(P<0.05)，而其他  
3 组之间无差异。 

2.4  发酵终点时细菌数量的变化 
由图 4 可知，对于总菌和厚壁菌门数量来

说，GOS 回肠黏膜组拷贝数最高(P<0.05)，但

与 MOS 回肠黏膜组无显著差异；对于拟杆菌门

和双歧杆菌来说，GOS 回肠黏膜组的拷贝数显

著高于其他 3 组(P<0.05)；对于链球菌属来说，

GOS 组拷贝数显著高于 MOS 组，回肠黏膜组

的拷贝数显著高于空肠黏膜组(P<0.05)；对于乳

酸杆菌来说，MOS 组的拷贝数显著高于 GOS
组，空肠黏膜组的拷贝数显著高于回肠黏膜组

(P<0.05)；对于大肠杆菌来说，GOS 组的拷贝

数要显著低于 MOS 组(P<0.05)；对于韦荣氏球

菌属来说，GOS 组的拷贝数显著高于 MOS 组，

回肠黏膜组的拷贝数显著高于空肠黏膜组

(P<0.05)；对于罗氏菌属来说，MOS 空肠黏膜

组的拷贝数显著高于其他 3 组，GOS 回肠黏膜

组的拷贝数显著高于空肠黏膜组(P<0.05)；对于

Clostridium cluster IV 来说，GOS 空肠黏膜组的

拷贝数显著高于其他 3 组；对于 Clostridium 
cluster XIVa 来说，GOS 回肠黏膜组拷贝数最高

(P<0.05)，但与 GOS 空肠黏膜组无显著差异；

对于普拉梭菌来说，GOS 组的拷贝数显著高于

MOS 组，回肠黏膜组的拷贝数显著高于空肠黏

膜组(P<0.05)。 

3  讨论与结论 
3.1  不同肠段影响小肠黏膜微生物产生

NH3-N 和 MCP 
NH3-N 是微生物发酵蛋白质的主要末端产

物，而 MCP 反映了微生物整合进自身的蛋白质

数量。在本研究中，24 h 回肠黏膜组的 NH3-N
浓度显著低于空肠黏膜组，而 MCP 浓度显著高

于空肠黏膜组。微生物 MCP 的合成与 NH3-N
及可利用碳水化合物的充足补给有关，推测可

能回肠黏膜微生物更能利用 NH3-N 产生 MCP，
也可能与回肠黏膜微生物数量较高有关。 

3.2  GOS和MOS影响小肠黏膜微生物产生

有机酸 
微生物可以利用碳水化合物产生乳酸和

SCFA，这种代谢活性不仅与微生物自身的基因

结构有关[20]，还与碳水化合物的各种理化特性

如单糖成分、糖苷键类型、分子量大小等密切

相关[21]。在本研究中，发酵 6 h 后有机酸的积

累量较少，pH 值略微升高。Friedman 等的研究

表明，小肠黏膜微生物的生物量低，变形菌门

和梭杆菌门等兼性厌氧菌的丰度较高，这些菌

一般被认为是蛋白质发酵菌[6]，而且接种物制

备过程培养基中的酪蛋白酶解物也会使得初始

接种物中的蛋白质发酵菌丰度升高，因此推测

发酵起始时主要是蛋白质降解菌而非糖酵解

菌，这些原因可能造成了黏膜微生物对益生元

寡糖利用的明显滞后。6 h 前增殖的菌可能并非

主要是糖酵解菌而是肠杆菌科这类蛋白质偏好 
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图 4  小肠黏膜微生物体外发酵 GOS 和 MOS 24 h 后细菌数量的变化 
Figure 4  Changes of bacterial number after 24 h in vitro fermentation of GOS and MOS by small intestinal 
mucosal microbiota.  
 
者，可能会产生如生物胺之类的碱性代谢产物。

这种类似的情况也出现在了一项以回肠微生物

发酵果胶的研究中，当果胶降解菌未增殖(初始

丰度极低)而其他菌增殖时，虽然总菌数量上

升，但 pH 值并未下降反而上升，当果胶降解

菌增殖并降解果胶后，pH 值下降。因此推测，

发酵 6 h 后 pH 值略微升高与发酵初始时相关糖

酵解菌的丰度和数量较低有关[9]。在 24 h 发酵

结束时，MOS 回肠黏膜组的发酵液 pH 值显著

低于其他 3 组，伴随着最高的乳酸产量和总短

链脂肪酸产量。这说明发酵液中的 pH 值降低

主要是由细菌有机酸代谢产物的积累引起的，
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而较低的 pH 值可以抑制病原菌的生长，并且

与细菌的黏附能力密切相关[22]。 
在本研究中，小肠黏膜微生物发酵 GOS 和

MOS 的主要有机酸代谢产物是乳酸和乙酸，在

发酵 6 h 后，各组就有了相当程度的乙酸积累，

并且在各个时间点上，各组中的乙酸都占总有

机酸产量的 40%以上，而乳酸的产量随着发酵

时间的增加逐渐积累，各组发酵 24 h 后其中占

总有机酸产量的 30%以上，表明黏膜微生物的

乙酸和乳酸代谢非常活跃。在本研究中，黏膜

微生物利用 GOS 和 MOS 的代谢产物除了乳酸

和乙酸外还有丙酸和丁酸，表明黏膜微生物中

也存在丙酸和丁酸产生菌，并且 GOS 和 MOS
能够促进相关代谢途径。发酵 12 h 和 24 h 后，

各组发酵液中的 pH 值显著降低，乳酸和 SCFA
显著积累，表明黏膜微生物能够降解利用 GOS
和 MOS，但在有机酸的产生方面有很大的差

异。MOS 提高了发酵液中的乙酸浓度而 GOS
则提高了发酵液中的丙酸浓度，这说明小肠黏

膜微生物对 GOS和 MOS具有不同的发酵模式。

Wei 等的研究表明，对特定结构益生元寡糖的

利用是菌株依赖性的，这使得肠道微生物对不

同结构益生元寡糖具有不同的发酵模式[21]，因

此，不同结构的益生元寡糖可能具有不同的产酸

优势。小肠黏膜这一特殊生态位的微生物发酵益

生元寡糖产生的短链脂肪酸，可能更积极地对小

肠局部产生健康影响，但考虑到体外发酵模型的

限制性，还需要继续在体内评估其益生效应。 

3.3  GOS 和 MOS 调控小肠黏膜菌群结构 
本研究中，不论是在空肠黏膜组中还是在

回肠黏膜组中，GOS 组的拟杆菌门数量都显著

高于 MOS 组。已有研究表明，拟杆菌属具有非

常广泛的多糖降解能力，能通过基因组内的多

糖利用位点 (polysaccharide utilization locus，
PUL)感知利用周围环境中的复杂多糖 [23]。Van 

Bueren 等的研究表明，由于多糖结构上的相似

性，聚合度较高的 GOS 能激活多形拟杆菌的果

胶半乳聚糖 PUL，而聚合度较低的 GOS 能激活

多形拟杆菌的黏蛋白多糖 PUL[24]。Cuskin 等的

研究发现，多形拟杆菌能表达特异性的酵母甘

露聚糖降解系统，从而实现对不同类型酵母甘

露聚糖的利用[25]。这些结果表明 GOS 可能更能

通过上调空肠黏膜组和回肠黏膜组中拟杆菌门

的多糖利用位点来促进发酵。 
本研究中，24 h 发酵后各处理组的厚壁菌

门数量都接近总菌数量。这表明发酵液中的优

势菌门是厚壁菌门，并且 GOS 和 MOS 能够促

进小肠黏膜厚壁菌门微生物的发酵。此外，本

研究中不同厚壁菌门微生物对 GOS 和 MOS 的

利用具有差异，如 GOS 组的普拉梭菌数量较

高，而 MOS 组的乳酸杆菌数量较高。研究表明，

厚壁菌门微生物基因组内的多糖代谢基因占比

较低，因而通常是高度营养特化的，能够通过

特异性的转运蛋白将多糖转运至胞内进行降解

利用[26]。Rattanaprasert 等的研究表明，罗伊氏

乳杆菌能通过乳糖透性酶和内切型半乳糖苷酶

的协作，将 GOS 转运至胞内进行降解利用[27]。

Lindstad 等的结果表明，普拉梭菌能够通过

ABC 转运蛋白和胞内糖苷水解酶降解利用魔芋

甘露寡糖[28]。这些结果提示，厚壁菌门微生物

一般通过特异性的转运蛋白在胞内降解利用寡

糖，因此，转运蛋白的差异性可能是造成不同厚

壁菌门微生物寡糖利用能力不同的原因之一。 
本研究还发现，GOS 和 MOS 能够上调小

肠黏膜微生物的不同分类群，这可能是造成产

酸差异的原因之一。相较于 MOS 组，GOS 组

显著提高了拟杆菌门、链球菌属、韦荣氏球菌

属和普拉梭菌的数量，在空肠黏膜组中提高了

Clostridium cluster IV 的数量，在回肠黏膜组中

提高了 Clostridium cluster XIVa 的数量。相较于
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GOS 组，MOS 组显著提高了大肠杆菌和乳酸杆

菌数量，在回肠黏膜组中提高了罗氏菌属的数

量。乳酸杆菌、链球菌属和双歧杆菌等乳酸菌

能够产乳酸或乙酸；拟杆菌属和 Clostridium 
cluster IX 能够产生丙酸；Clostridium cluster IV
和 Clostridium cluster XIVa 是丁酸产生菌；乙酸

通常是肠道中来源最丰富的短链脂肪酸，由各

种各样的细菌产生[29]。 
本研究中各处理组均产生了乳酸，在空肠

黏膜组中 GOS 和 MOS 的乳酸产量无差异，在

回肠黏膜组中 MOS 的乳酸产量显著高于 GOS，
但乳酸产量与各组的链球菌、乳杆菌、双歧杆

菌的数量之间未出现相关性，这可能有两方面

的原因：(1) 乳酸是多种细菌(链球菌、乳酸杆

菌和双歧杆菌等)厌氧发酵的产物，本研究中

MOS 组显著提高了链球菌的数量和空肠黏膜

组中双歧杆菌的数量，GOS 组显著提高了乳酸

杆菌和回肠黏膜组中双歧杆菌的数量，因此不

能简单地将乳酸产量归结到某一类微生物上，

而是所有产乳酸菌共同作用的结果。后续可以

通过分离链球菌、乳酸杆菌等相关微生物进行

纯培养，比较其利用 GOS 和 MOS 产乳酸的能

力。(2) 乳酸是一种中间代谢产物，可被互养菌

(cross-feeder)转化成丙酸和丁酸。本研究中

GOS 组的丙酸显著高于 MOS 组，而且定量的

结果表明 GOS 组的 Veillonella 数量显著高于

MOS 组。研究表明韦荣氏球菌能以乳酸为唯一

碳源生成丙酸[30]，因此推测发酵液中可能存在

如韦荣氏球菌之类的互养菌，能将乳酸转化成

丙酸。在本研究中，GOS 组丙酸浓度显著增大，

可能是由于提升的拟杆菌门和韦荣氏球菌数量

引起的。然而丁酸浓度的增大并未伴随着相关分

类群细菌如 Clostridium cluster IV 和 Clostridium 
cluster XIVa 的数量增加。这可能是由于分类学

上的标签并不能良好地反映其代谢能力，由于

细菌基因组的广泛突变性，使得传统的分类学

手段会失真。Medina 等的研究表明，在 16S 
rRNA 基因水平上，相较于健康人类，溃疡性结

肠炎患者的拟杆菌属丰度降低，但是其中来源

于拟杆菌属的丙酸激酶基因丰度却提高了[31]。

因此，在基因水平而非分类学水平上的定量可

能会更准确地反映细菌的代谢活性。 

3.4  小肠黏膜微生物利用 GOS 和 MOS 的

肠段特异性 
本实验中，在有机酸和细菌定量的结果中，

肠段主效应经常有显著性变化，如回肠黏膜组

的乙酸浓度显著高于空肠黏膜组，而空肠黏膜

组的乳酸杆菌数量显著高于回肠黏膜组。此外，

肠段和底物经常会有显著的交互作用，这说明

在空肠黏膜和回肠黏膜组中益生元寡糖所起的

效应不一致，甚至起到了相反的效应，如在空

肠黏膜组中 GOS 显著增加了双歧杆菌的数量，

而在回肠黏膜组中却是 MOS 显著增加了双歧

杆菌的数量，这可能是由于初始接种物的不同

造成的。研究表明食物干预后的菌群变化具有

个体差异性，与宿主原始微生物组成有很大关

联[9]，而 Friedman 等的研究表明不同部位小肠

黏膜的微生物组成有很大的区别 [6]。肠道微生

物是一个动态的互作系统，细菌多糖利用基因

的表达不仅与底物密切相关，还会受到系统内

其他微生物的影响[32]。因此，在这种复杂的微

生物互作网络中，不同区室细菌组成的差异化

也会造成其对益生元寡糖代谢特征的差异化。 
综上所述，在体外发酵模型中，GOS 和

MOS 能够调控猪小肠黏膜微生物的组成及其

代谢产物，并且这种调控效果具有肠段特异性。 
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