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Limosilactobacillus fermentum FUA033
转化鞣花酸生成尿石素 A的培养基

优化及转录组学分析
张格文1，钱亮亮2，周文梅3，宫艳艳3，陈　涛4，刘莹呤1，房耀维1，刘　姝1, *

（1.江苏海洋大学海洋食品与生物工程学院，江苏连云港 222005；
2.连云港市质量技术综合检验检测中心，江苏连云港 222005；
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4.宿迁市产品质量监督检验所，江苏宿迁 223814）

摘　要：本研究旨在优化 Limosilactobacillus fermentum FUA033转化鞣花酸生成尿石素 A的培养基，提高转化率，

初步探索菌株转化鞣花酸生成尿石素的分子机制。通过单因素和响应面法对 L. fermentum FUA033（发酵粘液乳杆

菌 FUA033）转化鞣花酸生成尿石素 A的培养基进行优化。采用转录组测序技术对添加鞣花酸前后菌株进行分

析，推测菌株发酵转化鞣花酸生成尿石素 A的分子机制。结果表明，优化获得 L. fermentum FUA033转化鞣花酸

生成尿石素 A的最佳培养基配方为：厌氧菌肉汤（Wilkins-Chalgren Anaerobe Broth，WAM）培养基添加微量元素

溶液 0.16%、甲基紫精 0.16 mmol/L、维生素溶液 0.21%。在最佳培养基条件下，转化率为 74.91%，较优化前提高

了 20.83%。培养基中添加鞣花酸后，显著上调和下调基因分别为 64个和 123个。GO富集分析显示差异基因富集

于转运蛋白活性、膜、离子转运等功能。KEGG通路富集分析表明氧化磷酸化差异显著（P<0.05），代谢通路和

次级代谢产物生物合成的功能基因富集程度大。另外，两个内酯酶基因显著上调，推测为编码催化鞣花酸生成尿

石素 A通路中的关键酶。本研究结果为尿石素 A的发酵制备以及揭示菌株转化鞣花酸生成尿石素 A的关键酶基因

提供一定的研究基础。
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Abstract：This study aimed to establish a systematic framework for enhancing the bioconversion efficiency of ellagic acid
to  urolithin  A  by  Limosilactobacillus  fermentum  FUA033  through  rational  medium  engineering,  while  deciphering  the
molecular  orchestration  underlying  this  metabolic  process.  Single  factor  and  response  surface  methodology  were  used  to
optimize the culture medium. Transcriptome sequencing technology was utilized to analyze L. fermentum FUA033 before
and after ellagic acid supplementation in media, and predict the molecular mechanisms involved in the biotransformation of
ellagic  acid  into  urolithin  A.  The  optimized  medium  was  determined  to  be  Wilkins-Chalgren  Anaerobe  Broth  (WAM)
supplemented  with  0.16%  trace  element  solution,  0.16  mmol/L  methyl  viologen,  and  0.21%  vitamin  solution.  The
optimization  resulted  in  biotransformation  rate  of  74.91%,  20.83% improved  as  compared  to  the  unoptimized  condition.
Following the addition of ellagic acid, 64 significantly up-regulated genes, and 123 differentially down-regulated genes. GO
enrichment analysis demonstrated that the differentially expressed genes were significantly enriched in molecular functions
including  transporter  activity,  membrane,  and  ion  transport.  The  KEGG  pathway  enrichment  analysis  demonstrated
significant  alterations  in  oxidative  phosphorylation  (P<0.05),  with  substantial  enrichment  of  functional  genes  related  to
metabolic  pathways  and  the  biosynthesis  of  secondary  metabolites.  Notably,  two  lactonase-encoding  genes  exhibited
significant  upregulation,  strongly suggesting their  catalytic  role  in hydrolyzing ellagic acid's  lactone rings to generate  the
urolithin A precursor. These findings establish a mechanistic foundation for microbial biosynthesis of urolithin A through
fermentation,  while  systematically  delineating  the  enzymatic  determinants  governing  the  bacterial-mediated
biotransformation of ellagic acid into urolithin A.

Key  words：Limosilactobacillus  fermentum  FUA033； ellagic  acid； urolithin  A； fermentation  optimization； transcriptome
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鞣花酸是一种多酚类化合物，广泛存在于石榴、

草莓、核桃、板栗等水果和坚果中，其水溶性较低，导

致其难以被吸收利用[1−2]。鞣花酸经人体肠道微生物

转化为尿石素，特别是具有延缓衰老、缓解肌肉衰

退、抗炎、抗肿瘤、抗神经退行性疾病的尿石素 A，

营养功效显著提升[3]。但是，人肠道菌群的个体差异

导致转化鞣花酸生成尿石素 A的能力存在显著差

异，在 40岁以上人群中仅有约 40%的人肠道菌群转

化鞣花酸生成尿石素 A，并且随着年龄的增长呈下降

趋势[4−5]。因此，2018年美国食品药品监督管理局批

准尿石素 A作为营养补充剂。化学合成的尿石素

A的营养增强剂产品受到消费者的青睐。

尿石素的化学合成易引起环境污染，如果能筛

选获得体外发酵转化鞣花酸生成尿石素 A的安全菌

株，则可以利用微生物发酵法绿色环保地制备尿石

素 A，或者利用菌株发酵富含鞣花酸的食品，通过制

备富含尿石素 A和益生菌的功能性发酵食品，使人

们在日常饮食中摄入尿石素和益生菌，从而有助于延

缓肌肉衰退并提升整体健康水平[6]。但是，目前报道

的转化鞣花酸生成尿石素 A的菌株较少，主要

有 Bifidobacterium pseudocatenulatum INIA P815[7]、
Lactobacillus plantarum CCFM1286[8]、L. plantarum
CCFM1290[8]、L. plantarum CCFM1291[8]、Gordoni-
bacter  urolithinfaciens[9] 以及本研究团队发现的

Streptococcus  thermophilus  FUA329[10]、 Enteroco-
ccus  faecium  FUA027[11]、 Lactococcus  garvieae
FUA009[12]、L. fermentum FUA033[13]。上述菌株存

在转化鞣花酸生成尿石素 A效率较低的问题。L.
fermentum FUA033的转化效率相对较高，但仍未达

到理想的转化效果。另外，菌株转化鞣花酸生成尿石

素 A的分子机制尚不明确。

培养基对微生物的生长和底物转化有显著影

响，通过优化碳源和氮源等培养基成分，优化后比初

始培养基生物量提高了 89.1%[14]。刘书彤等[15] 经过

调整葡萄糖和硫酸铵浓度并添加微量元素五水合硫

酸铜后，L-苹果酸的产量提升了约 3.44倍。另外，阐

明底物转化分子机制，可为通过合成生物学合成目的

产物奠定基础。转录组测序和生物信息学分析技术

的快速发展，为揭示微生物底物转化的分子机制提供

了高效的工具。使用转录组测序和生物信息学分析

技术，揭示了变异链球菌在酸性环境中如何通过

SpR19和 GroEL调节机制适应环境变化[16]。枯草

芽孢杆菌通过多种途径来还原亚硒酸盐，促进了亚硒

酸盐的生物转化。通过转录组分析，能够深入分析细

菌在亚硒酸盐处理下的基因表达变化，这些基因的上

调表明亚硒酸盐处理激活了细胞内的应激响应，从而

促进亚硒酸盐的转化和降解[17]。

本研究对 L. fermentum FUA033的发酵培养基

进行优化，并通过转录组测序分析添加鞣花酸前后基

因表达的差异，推测 L. fermentum FUA033转化鞣花

酸生成尿石素 A的分子机制，以期为利用发酵法制

备尿石素 A提供一定的理论指导。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

L. fermentum FUA033　本研究室分离，保存于

中国普通微生物菌种保藏管理中心（CGMCC NO.
28447）；鞣花酸标准品（含量≥95%）、尿石素 A标准

品（含量≥97%）　美国 Sigma-Aldrich 公司；乙酸乙

酯、厌氧菌肉汤（Wilkins-Chalgren Anaerobe Broth，
WAM）　上海吉至生化科技有限公司；微量元素溶

液（1000×SL-10 Trace Elements Solution）、维生素溶

液（Wolfe's Vitamin Solution）　北京酷来搏科技有
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限公司；复方氨基酸注射液（Compound Amino Acid
Injection 14AA-SF）　湖北一半天制药有限公司；甲

酸、乙腈（分析纯）　上海阿拉丁生化科技股份有限

公司。

A20厌氧工作站　英国 Don Whitley Scientific；
Agilent1200高效液相色谱仪　美国安捷伦科技公

司；Multifuge X 3R台式高速冷冻离心机　美国赛默

飞世尔科技公司；S210数字 pH计　瑞士梅特勒-托
利多公司；LDZX-50L立式高压蒸汽灭菌锅　上海

申安医疗器械厂；SW-CJ-1FD超净工作台　苏州市

华宇净化设备有限公司；GRX-9203A微生物恒温培

养箱　上海福玛实验设备有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   菌株种子液制备　将−80 ℃ 甘油保藏的 L.
fermentum FUA033在 WAM固体培养基上三区划

线，37 ℃ 静置厌氧培养 48 h，挑取单菌落接种于

WAM液体培养基（厌氧菌肉汤），37 ℃ 静置厌氧培

养 72 h作为种子液。

 1.2.2   L. fermentum 转化鞣花酸生成尿石素 A培养

基单因素优化

 1.2.2.1   微量元素对尿石素 A转化率的影响　在

WAM液体培养基的基础上，发酵培养基初始 pH为

7.0，发酵温度为 37 ℃、发酵时间为 48  h、菌株

FUA033接种量 2%的情况下，探究微量元素添加量

（V/V）为 0%、0.05%、0.1%、0.15%、0.2%、0.25%、

0.3%、0.35%对尿石素 A转化率的影响。

 1.2.2.2   甲基紫精对尿石素 A转化率的影响　在

WAM液体培养基的基础上，发酵培养基初始 pH为

7.0，发酵温度为 37 ℃、发酵时间为 48  h、菌株

FUA033接种量 2%的情况下，探究甲基紫精为 0、
0.05、0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、0.35 mmol/L对尿石

素 A转化率的影响。

 1.2.2.3   维生素对尿石素 A转化率的影响　在WAM
液体培养基的基础上，发酵培养基初始 pH为 7.0，发
酵温度为 37 ℃、发酵时间为 48 h、菌株 FUA033接

种量 2%的情况下，探究维生素添加量（V/V）为 0%、

0.05%、 0.1%、 0.15%、 0.2%、 0.25%、 0.3%、 0.35%
对尿石素 A转化率的影响。

 1.2.2.4   氨基酸对尿石素 A转化率的影响　在WAM
液体培养基的基础上，发酵培养基初始 pH为 7.0，发
酵温度为 37 ℃、发酵时间为 48 h、菌株 FUA033接

种量 2%的情况下，探究氨基酸添加量（V/V）为 0%、

0.05%、 0.1%、 0.15%、 0.2%、 0.25%、 0.3%、 0.35%
对尿石素 A转化率的影响。

 1.2.2.5   富氢水对尿石素 A转化率的影响　在WAM
液体培养基的基础上，发酵培养基初始 pH为 7.0，发
酵温度为 37 ℃、发酵时间为 48 h、菌株 FUA033接

种量 2%的情况下，探究富氢水添加量（V/V）为 0%、

0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%、3%、3.5%对尿石素

A转化率的影响。

 1.2.3   响应面优化发酵培养基试验　根据 Box-
Benhnken试验设计，以鞣花酸生成尿石素 A的转化

率为指标 ，采用响应面法对影响 L.  fermentum
FUA033转化鞣花酸生成尿石素 A转化效率显著的

微量元素溶液、甲基紫精溶液和维生素溶液添加量

进行优化，设计水平见表 1。
 
 

表 1    响应面试验因素与水平
Table 1    Factors and levels of response surface test

水平
因素

微量元素（%） 甲基紫精（mmol/L） 维生素（%）

−1 0.1 0.1 0.15
0 0.15 0.15 0.2
1 0.2 0.2 0.25

 

 1.2.4   尿石素 A的提取及转化率的计算

 1.2.4.1   尿石素 A的提取及定量　以菌株接种量

2%（V/V）接种菌株 FUA033至终浓度为 15 μmol/L
鞣花酸的 WAM液体培养基，37 ℃，厌氧培养 48 h。
将 10 mL发酵液用等体积的乙酸乙酯萃取，用 1.5%
甲酸酸化后，分离上层有机相并旋转蒸发，使用 1 mL
有机溶剂（乙腈:水:甲酸=80:19.9:0.1，V:V:V）回

溶，用 0.22 μmol/L针头式过滤器过滤，打进样瓶[18]。

采用高效液相色谱（HPLC）分析 L. fermentum
FUA033发酵前后的样品，测定尿石素 A含量。使

用乙腈（色谱纯，A相）和 1%甲酸的水溶液（B相）作

为流动相，通过梯度洗脱方式在 Agilent ZORBAX
SB-C18色谱柱上进行分离。进样体积为 5 μL，流速

为 1 mL/min，柱温 35 ℃，检测波长为 305 nm。梯度

洗脱程序为：0~15  min，0~20%乙腈；15~20  min，
20%~70%乙腈 ； 20~21  min， 70%~95%乙腈 ； 21~
24 min，95%~100%乙腈；24~25 min，100%~20%乙

腈[19]。

以不同浓度梯度尿石素 A为横坐标，HPLC测

定峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，获得曲线拟合回

归方程 y=5.92632x+2.13943，R2=0.99967。

 1.2.4.2   鞣花酸转化为尿石素 A的转化率计算　

η =
CUro−A

CEA

×100

式中：η 为转化率（%），CUro-A 为尿石素 A浓度

（μmol/L），CEA 为鞣花酸初始浓度（μmol/L）。

 1.2.5   L. fermentum FUA033的转录组学分析　将

L. fermentum FUA033分别接种到添加和不添加鞣

花酸的 WAM液体培养基中，37 ℃ 静置厌氧培养

48 h。吸取 10 mL菌液至离心管，4 ℃、10000×g离

心 10 min。弃上清，将菌体沉淀迅速置于液氮中冷

冻 1 h，转移至−80 ℃ 保存，在北京诺禾致源生物科

技有限公司进行转录组测序。

使用 fastp对获得的转录组原始测序数据进行

质控处理并计算 Q20、Q30和 GC含量。通过 Bowtie
2将经过质量控制和过滤处理后得到的高质量测序
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读段比对到参考基因组上，使用 HTSeq统计各基因

的测序数据中对应的测序读段的数量，计算基因表

达值以校正测序深度和基因长度差异 [20]。采用

DESeq2进行差异表达分析，通过比较基因表达的变

化，可以推测这些基因的生物学过程或机制。使

用 GOseq R包软件对差异基因集进行 GO（Gene
Ontology）功能富集分析，使用 KOBAS软件进行

KEGG（Kyoto Encyclopedia of  Genes and Genomes）
通路富集分析。

 1.3　数据处理

每个实验设置三次平行，通过 Excel 2010整理

数据。使用 IBMSPSS  Statistics  27.0软件 ，采用

Duncan法进行分析（P<0.05作为显著性差异的判断

标准）。使用 Origin软件绘图。采用 Design-Expert
13.0分析响应面试验数据，数据结果均用平均值±标
准误差表示。使用 DESeq 2用于转录组测序数据的

差异表达统计分析，准确检测基因在不同条件下的表

达差异。

 2　结果与分析

 2.1　L.  fermentum  FUA033转化鞣花酸生成尿石素

A培养基优化的单因素实验结果

 2.1.1   微量元素对 L. fermentum FUA033 转化鞣花

酸生成尿石素 A转化率的影响　当微量元素添加量

为 0.15%时，菌株转化率效果最佳，显著高于其他浓

度（P<0.05），达到 63.76%（图 1A）。微量元素在调节

细胞代谢中起着关键作用[21]。微量元素可以作为酶

的辅因子、激活剂或抑制剂，其浓度的不同显著提高

或降低酶活性，从而影响微生物代谢。如 Fe2+、

Zn2+、Cu2+是内酯酶、脱羟基酶的辅因子，影响细胞

呼吸和能量代谢过程[22]。Mn2+作为酶的辅助因子，

可以显著提高 Lactobacillus acidophilus LA-5的发

酵效率和发酵乳质量[23−24]。

 2.1.2   甲基紫精对 L. fermentum FUA033转化鞣花

酸生成尿石素 A转化率的影响　甲基紫精添加量

对 L.  fermentum  FUA033转化鞣花酸生成尿石素

A转化率具有显著影响（P<0.05）。甲基紫精浓度为

0.15 mmol/L，转化率最高，达到 63.34%（图 1B）。甲

基紫精能够增强电子传递效率，促进酶催化的还原反

应，提高尿石素 A的转化率。研究表明添加甲基紫

精显著促进菌株 G. urolithinfaciens DSM 27213产

生尿石素[25]。然而，由于甲基紫精的强氧化性，过高

的甲基紫精浓度对菌株产生抑制作用，导致代谢效率

下降[26]。

 2.1.3   维生素对 L. fermentum FUA033转化鞣花酸

生成尿石素 A转化率的影响　维生素添加量对 L.
fermentum FUA033尿石素 A转化率具有显著影响

（P<0.05）。当添加量为 0.20%时，转化率最高，达到

61.47%（图 1C）。维生素 C作为酶促反应的关键辅

助因子，通过增强糖酵解途径中己糖激酶、磷

酸果糖激酶等关键酶的活性，提高 Lactobacillus
thermophilus A69的代谢效率和糖类利用率[27]。另

外，维生素 C的抗氧化作用降低细胞内的活性氧水

平，从而加速发酵过程[27]。通过补充维生素 B12 有助

于延长 Levilactobacillus brevis KU15152寿命并降

低死亡率[28]。适当补充维生素不仅加速发酵，还可以

通过调节细胞内的抗氧化机制，维持菌株活力，进而
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图 1    不同营养元素对 L. fermentum FUA033转化鞣花酸生成尿石素 A的影响

Fig.1    Effect of different nutrients on the conversion of ellagic acid to urolithin A by L. fermentum FUA033
注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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提高发酵稳定性，但是，高浓度的维生素抑制细菌的

生长繁殖，从而降低转化效率[29]。

 2.1.4   氨基酸对 L. fermentum FUA033转化鞣花酸

生成尿石素 A转化率的影响　氨基酸添加量的变化

对 L. fermentum FUA033尿石素 A转化率有一定影

响。添加量为 0.1%时，转化率最高，达到 59.83%
（图 1D）。氨基酸在乳酸菌催化橄榄苦苷转化过程中

提供氮源、增强 β-葡萄糖苷酶与酯酶的活性、调控

代谢途径，并维持适宜的 pH，最终促进羟基酪醇的生

成，提高生物转化效率[30]。低浓度的复合氨基酸，为

乳酸菌提供氮源，提高鞣花酸转化效率，高浓度的氨

基酸及其代谢产物对酶产生反馈抑制，影响尿石素

A的合成。

 2.1.5   富氢水对 L. fermentum FUA033转化鞣花酸

生成尿石素 A转化率的影响　富氢水对 L. fermen-
tum FUA033尿石素 A转化率影响较小，当添加量

为 1.5%时，转化率为 58.71%（图 1E）。氢气具有还

原性，在细菌的代谢过程中与氧化态的底物反应，提

供电子，从而促进还原反应。因此，添加富氢水可增

强还原反应的发生[31]。梭菌在厌氧环境中通过发酵

糖类生成氢气，利用氢分子作为电子供体，有效促进

了细胞的生长和代谢，提升发酵效率[32]。氢气在培养

基中的溶解量有限，导致其促进效果受限[33]。

根据上述结果，微量元素、维生素和甲基紫精对

菌株转化鞣花酸生成尿石素 A的影响更显著，因此，

后续对三者进行响应面优化研究。

 2.2　优化合成培养基响应面分析

根据单因素实验结果，筛选出对 L. fermentum
FUA033转化鞣花酸生成尿石素 A影响较显著的微量

元素溶液添加量、维生素溶液添加量和甲基紫精溶

液添加量作为响应面因素。以转化率为响应值，采用

三因素三水平法对培养基添加比例进行优化（表 2）。

对响应面结果进行多元二次回归拟合，建立

了转化率的回归方程 Y=74.96+2.24A+0.9275B+
0.3738C+0.0525AB−0.1600AC−0.1275BC−5.52A2−
3.69B2−1.78C2，模型拟合的决定系数（R）和校正决定

系数（R 值）分别为 0.9986和 0.9967，C.V.%为 0.3358，
远小于 10，表明该实验的可信度和精确度较高

（表 3）。模型的 P 值小于 0.01，具有极显著性，失拟

项 P 值为 0.3370，大于 0.05，不显著。微量元素、甲

基紫精与维生素对尿石素 A转化率影响极显著

（P<0.01），各因素的二次项对尿石素 A转化率的影

响皆极显著（P<0.01）。
  

表 3    回归模型的方差分析
Table 3    Variance analysis of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 265.88 9 29.54 538.09 <0.0001 **
A 40.28 1 40.28 733.60 <0.0001 **
B 6.88 1 6.88 125.35 <0.0001 **
C 1.12 1 1.12 20.36 0.0028 **
AB 0.0110 1 0.0110 0.2008 0.6676
AC 0.1024 1 0.1024 1.87 0.2143
BC 0.0650 1 0.0650 1.18 0.3125
A2 128.25 1 128.25 2336.03 <0.0001 **
B2 57.38 1 57.38 1045.12 <0.0001 **
C2 13.33 1 13.33 242.72 <0.0001 **

残差 0.3843 7 0.0549
失拟项 0.2052 3 0.0684 1.53 0.3370 不显著

纯误差 0.1791 4 0.0448
总和 266.26 16

注：**表示极显著水平（P<0.01）；*表示显著水平（P<0.05）。
 

图 2为微量元素、甲基紫精、维生素交互作用对

尿石素 A转化率的影响，曲线陡峭程度反映了营养

元素对于尿石素 A转化率的影响。等高线呈椭圆形

状表明自变量之间交互作用显著；而当等高线呈圆形

时，则表明自变量之间的交互作用对响应变量影响不

显著。如图 2所示，三种因素两两之间交互作用不显

著。通过 Design Expert 13.0软件对回归模型方程

求解得到的优化工艺条件为：微量元素溶液添加

0.160%、甲基紫精添加 0.156 mmol/L、维生素溶液

添加 0.205%，产尿石素 A的预测值为 75.261%。

考虑实际情况，调整最佳发酵条件为微量元素溶液添

加 0.16%、甲基紫精添加 0.16 mmol/L、维生素溶液

添加 0.21%。为检验模型的可靠性，在此最优发酵培

养基条件下，进行 3次平行实验。所测得的尿石素

A转化率为 74.91%±0.42%，与模型预测值接近，表

明优化的发酵培养基参数准确可靠。

目前，L. plantarum CCFM1291被接种于含有鞣

花单宁的石榴汁中，发酵液中尿石素 A的转化率达

到了 10.73%[34]。相比于 L.  plantarum CCFM1291，
菌株 FUA033的转化率高 64.18%。S. thermophilus
FUA329在发酵 50  h时尿石素 A的转化率达到

82%[10]。尽管 L. fermentum FUA033转化率（74.91%）

略低于 S.  thermophilus  FUA329，但 L.  fermentum

 

表 2    响应面试验设计及结果

Table 2    Experimental design and results of response surface
methodology

试验号 A微量元素 B甲基紫精 C维生素 转化率（%）

1 1 1 0 68.98
2 0 0 0 75.02
3 −1 0 −1 64.81
4 0 0 0 75.16
5 −1 0 1 66.15
6 −1 1 0 64.26
7 1 −1 0 67.13
8 1 0 1 70.19
9 0 1 −1 70.36
10 0 1 1 70.58
11 0 0 0 74.67
12 0 0 0 75.13
13 1 0 −1 69.49
14 0 −1 −1 68.14
15 0 −1 1 68.87
16 −1 −1 0 62.62
17 0 0 0 74.81
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FUA033具有较好的安全性和益生性，更具备开发为

新一代益生菌的潜力。

 2.3　转录组分析

 2.3.1   测序结果和质量　对 L. fermentum FUA033
测序后的数据进行统计分析，该菌有 16451175条

reads，Q20值为 98.07%，Q30值为 94.27%，Clean Data
值为 97.68%。大多数的碱基序列 Q值在 20~30范

围内，表明测序准确性较高，碱基的质量良好。

 2.3.2   差异表达基因分析　为了揭示 L. fermentum
FUA033转化鞣花酸生成尿石素 A的关键酶编码基

因，阐明其分子机制，对添加鞣花酸前后的菌株的转

录组进行测序分析。根据 P<0.05与|log2FC|>0筛选

菌株是否添加鞣花酸的差异表达基因。结果如图 3
所示，红点表示上调基因，绿点表示下调基因，蓝点表

示非显著差异基因，点越靠近图左上角或者右上角表

示基因的下调或上调越显著。添加与不添加鞣花酸

的 L.  fermentum  FUA033共有 187个差异表达基

因。其中，显著上调基因 64个，显著下调基因 123
个，非显著差异基因 1895个。表明添加鞣花酸后，L.
fermentum FUA033的代谢过程发生变化，体现在基

因表达发生了显著变化。

 2.3.3   添加鞣花酸后 L. fermentum FUA033差异基

因 GO富集分析　以分子功能、生物过程和细胞组

分 3个层面为基础进行 GO分类，挑选最显著富集

的 30个 Go term进行分析，每个层面各选取 10个

Go term。如表 4和图 4所示，在分子功能分类中，涉

及到转运蛋白活性（transporter activity）、氧化还原酶

活性（oxidoreductase activity）这 2条通路中的基因

最多，说明可能在物质转运、能量代谢和抗氧化应激

方面需求增加，反映出细胞可能处于高代谢活动状

态。在细胞组分中，富集在膜（membrane）中的基因

数目最多，这表明这些基因可能影响跨膜运输、信号

传递或细胞与环境相互作用方面。在生物过程分类

中，富集到最显著的差异表达基因与离子转运（ion
transport）有关，含有 10个差异表达基因；这表明这

些基因可能影响调节离子平衡、信号传递或应对环

境变化方面。
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图 2    各因素交互作用对尿石素 A转化率影响的等高线和响应面图

Fig.2    Contour lines and response surface for the interaction effects of various factors on the conversion rate of urolithine A
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Fig.3    Volcano map of L. fermentum FUA033 differentially
expressed gene

注：EX代表添加鞣花酸发酵的实验组；C代表不添加鞣花酸
发酵的对照组。
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 2.3.4   添加鞣花酸后 L. fermentum FUA033差异基

因 KEGG富集分析　通过对 KEGG富集到的信息

进行筛选及分析，选择富集结果 top20的通路，结果

如表 5和图 5所示，氧化磷酸化（Oxidative phosphor-

ylation） 的 KEGG  Pathway功 能 基 因 存 在 显 著

（P<0.05）富集，氧化磷酸化共注释到 6个基因。氧化

磷酸化是细胞产生能量的关键途径，能够通过电子传

递链将 NADH和 FADH2 转化为 ATP[35]。通过转

录组测序技术分析了乙酸菌（主要是 Komagataei-

bacter europaeus）高酸发酵阶段氧化磷酸化（Oxida-

tive phosphorylation）途径的相关基因上调情况，这些

基因的上调可能是为了满足细胞在高酸压力下的能

量需求，帮助菌体更好地应对胁迫条件[36]。如图 5

所示，代谢通路（Metabolic pathways）和次级代谢产

物生物合成（Biosynthesis  of  secondary  metabolites

transporters）的 KEGG Pathway功能基因富集程度

大。代谢通路共注释到 37个基因，次级代谢产物生

物合成共注释到 20个基因（表 5）。表明差异表达基

因主要参与生物分子的合成与细胞代谢调控过程。

 

表 4    GO分类统计结果

Table 4    GO statistical tables by category

类别 功能描述 GO ID（Level2） EX vs C Up mRNA EX vs C down mRNA

分子功能
（Molecular
Function）

主动跨膜转运蛋白活性（active transmembrane transporter activity） GO:0022804 3 1
ATP酶活性，偶联（ATPase activity, coupled） GO:0042623 2 2
氧化还原酶活性（oxidoreductase activity） GO:0016491 4 10
跨膜转运蛋白活性（transmembrane transporter activity） GO:0022857 9 4
转运蛋白活性（transporter activity） GO:0005215 10 4
无机分子实体跨膜转运蛋白活性
（inorganic molecular entity transmembrane transporter activity） GO:0015318 7 0

离子跨膜转运体活性（ion transmembrane transporter activity） GO:0015075 8 0
阳离子跨膜转运体活性（cation transmembrane transporter activity） GO:0008324 7 0
无机阳离子跨膜转运体活性（inorganic cation transmembrane transporter activity） GO:0022890 6 0
单价无机阳离子跨膜转运体活性
（monovalent inorganic cation transmembrane transporter activity） GO:0015077 5 0

细胞组分
（Cellular

component）

细胞质（cytoplasm） GO:0005737 2 2
膜的固有成分（intrinsic component of membrane） GO:0031224 2 6
膜的整体成分（integral component of membrane） GO:0016021 2 6
细胞内（intracellular） GO:0005622 5 3
细胞内部分（intracellular part） GO:0044424 5 3
含蛋白质的复合物（protein-containing complex） GO:0032991 5 2
细胞部分（cell part） GO:0044464 5 5
细胞（cell） GO:0005623 5 5
膜部分（membrane part） GO:0044425 6 6
膜（membrane） GO:0016020 11 11

生物过程
（Biological
process）

嘌呤核苷三磷酸生物合成过程（purine nucleoside triphosphate biosynthetic process） GO:0009145 5 0
核苷三磷酸生物合成过程（nucleoside triphosphate biosynthetic process） GO:0009142 5 0
ATP生物合成过程（ATP biosynthetic process） GO:0006754 5 0
离子转运（ion transport） GO:0006811 10 0
阳离子转运（cation transport） GO:0006812 9 0
离子跨膜转运（ion transmembrane transport） GO:0034220 6 0
无机阳离子跨膜转运（inorganic cation transmembrane transport） GO:0098662 6 0
无机离子跨膜转运（inorganic ion transmembrane transport） GO:0098660 6 0
阳离子跨膜转运（cation transmembrane transport） GO:0098655 6 0
单价无机阳离子转运（monovalent inorganic cation transport） GO:0015672 7 0

注：EX代表添加鞣花酸发酵的实验组，C代表不添加鞣花酸发酵的对照组。
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图 4    差异表达基因 GO富集分析气泡图

Fig.4    Bubble diagram of GO enrichment analysis
of differentially expressed gene

注：横坐标为注释到该功能的基因与差异基因总数比值，纵坐
标为 GO Term，散点图以不同颜色，点的大小来展示，颜色从
紫色到红色呈渐变色，颜色越红，富集越显著；点越大，富集上
的基因越多。
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如表 5所示，在 KEGG富集分析的结果中，与

对照组相比，添加鞣花酸组参与氧化磷酸化通路的相

关基因显著上调。氧化磷酸化通路中的 atpA 基因表

达上调，该基因编码的亚基在 ATP合成过程中直接

参与质子流动和旋转催化反应，从而保证 ATP合成

酶的高效运作，显著提升 ATP合成量，维持能量平

衡，确保细胞完成生理和代谢活动[37]。

如表 6所示，添加鞣花酸后，L. fermentum FUA-

033的 2个内酯酶基因 Q3V38_RS01645和 Q3V38_

RS07670的基因表达值从 103和 105分别增至 122

和 219，表明添加鞣花酸后，2个内酯酶基因的表达

量显著上调，推测为编码该菌株转化鞣花酸生成尿

石素 A的关键酶。内酯酶催化鞣花酸酯键断裂，进

一步经脱羧反应和脱羟反应，生成尿石素 A[38]。在

后续的研究中，可以通过基因的敲除、回补、过表达，

结合发酵实验进一步确定。

 3　结论
本研究通过优化 L. fermentum FUA033 转化鞣

花酸生成尿石素 A的培养基，获得了最佳发酵培养

基。在最佳培养基条件中，鞣花酸转化为尿石素

A的转化率达到 74.91%，比优化前提高了 20.83%。

经转录组学分析，添加鞣花酸前后 L.  fermentum
FUA033有 187个差异表达基因。GO富集分析结

果表明，差异表达基因主要富集在与转运蛋白活性、

膜以及离子转运相关的生物学功能。KEGG通路富

集分析表明氧化磷酸化的功能基因存在显著富集，表

明其在菌株的能量代谢中发挥关键作用。添加鞣花

酸后，L. fermentum FUA033的 2个内酯酶基因的基

因表达值显著增加。本研究为尿石素 A的绿色微生

物发酵技术开发奠定了重要理论基础，系统解析了

FUA033菌株通过酶促级联反应将鞣花酸定向转化

为尿石素 A的关键分子机制。

© The Author(s)  2026.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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