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戊糖乳杆菌协同商业菌株（SW）对发酵
乳制品品质的影响
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摘　要：本研究旨在筛选高产胞外多糖（Exopolysaccharides，EPS）的乳酸菌发酵剂并解析其代谢机制。通过测定

9株实验室产 EPS乳酸菌与商业菌混菌发酵的 EPS含量，筛选出最优发酵剂 SW组（实验室 15号戊糖乳杆菌与商

业菌复配），其发酵脱脂乳的 EPS含量和黏度显著（P<0.05）高于对照组（S组）。结合理化分析与 LC-MS非靶向

代谢组学，共鉴定出 67种差异代谢物（上调 40种/下调 27种）。代谢分析显示，精氨酸生物合成通路激活（精氨

酸及前体 NAGSA上调、鸟氨酸下调），伴随必需氨基酸 L-亮氨酸显著上调；2-羟基己酸、氢化肉桂酸等有机酸

调节酸度，苯甲酸积累利于延长货架期；EPS合成前体物质 UDP-葡萄糖、葡萄糖醛酸上调，推测其合成以 UDP-
葡萄糖、UDP-葡萄糖醛酸与 GDP-甘露糖的糖苷键连接为主。通路富集表明，辅因子生物合成通路主导 EPS代谢

流，苯丙氨酸代谢提供营养，精氨酸生物合成促进功能成分积累。本研究揭示了 SW组通过多途径代谢调控提升

其营养价值、抑菌效果以及 EPS产量等，实现产品的质构改善和营养强化，为发酵食品品质优化提供理论依据。
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Synergistic Effect of Lactobacillus pentosus and Commercial Strains
(SW) on the Quality of Fermented Dairy Products
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Abstract：This study aimed to screen lactic acid bacteria (LAB) starters with high exopolysaccharides (EPS) production and
to  analyze  their  metabolic  mechanisms.  By  assessing  the  EPS  content  in  fermented  skim  milk  co-cultured  with  nine
laboratory-isolated EPS-producing LAB strains  and commercial  strains,  the  optimal  starter  (designated as  the  SW group)
was identified as a composite of the laboratory-isolated Lactobacillus pentosus strain 15 and commercial strains. The EPS
content and viscosity of skim milk fermented by the SW group were significantly (P<0.05) higher than those observed in  
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the  control  group  (S  group).  Through  the  integration  of  physicochemical  analysis  and  LC-MS-based  untargeted
metabolomics,  a  total  of  67  differential  metabolites  were  identified,  comprising  40  upregulated  and  27  downregulated
metabolites.  Metabolic  analysis  indicated  activation  of  the  arginine  biosynthesis  pathway,  as  demonstrated  by  the
upregulation  of  arginine  and its  precursor  N-acetylglutamate-5-semialdehyde (NAGSA),  alongside  the  downregulation  of
ornithine.  Concurrently,  the  essential  amino  acid  L-leucine  was  significantly  upregulated.  Organic  acids,  including  2-
hydroxyhexanoic  acid  and  hydrocinnamic  acid,  were  found  to  modulate  acidity,  while  the  accumulation  of  benzoic  acid
contributed positively to shelf life extension. Furthermore, the upregulation of EPS synthesis precursors, specifically UDP-
glucose and glucuronic acid,  indicated that EPS synthesis predominantly involved glycosidic bond linkages among UDP-
glucose,  UDP-glucuronic  acid,  and  GDP-mannose.  Pathway  enrichment  analysis  demonstrated  that  the  cofactor
biosynthesis  pathway  was  the  primary  driver  of  the  metabolic  flux  of  EPS,  with  phenylalanine  metabolism  supplying
essential nutrients and arginine biosynthesis facilitating the accumulation of functional components. Collectively, this study
elucidated that the SW group enhanced nutritional value, antibacterial efficacy, and EPS production through multi-pathway
metabolic  regulation,  thereby  improving  product  texture  and  nutritional  fortification.  These  findings  offer  a  theoretical
foundation for optimizing the quality of fermented foods.

Key words：exopolysaccharides；lactic acid bacteria；metabolomics；EPS synthesis；pathway enrichment

乳酸菌（LAB）作为革兰氏阳性（G+）细菌，其细

胞壁以肽聚糖为主要成分，在人体肠道内可通过糖酵

解途径快速代谢糖类生成乳酸，兼具降胆固醇、抗肿

瘤、改善乳糖不耐受及促进新陈代谢等多重生理功

能[1−2]。其分泌的胞外多糖（Exopolysaccharides，EPS）
不仅具有益生特性，还在抗肿瘤、抗氧化及免疫调节

等领域展现出重要应用价值[3−5]。刘晶等[6] 研究表

明，葡萄糖可促进保加利亚乳杆菌产 EPS，而 EPS的

积累又能反向促进乳酸菌生长，揭示了碳源代谢与微

生物增殖的协同机制。近年来，混菌发酵因其代谢产

物多样性及功能协同性成为研究热点。刘学云等[7]

和唐凯伟等[8] 的研究均证实，混菌发酵在产酸能力及

产品品质上显著优于单菌发酵，凸显了菌株间互作效

应的重要性。基于此，通过不同菌株复配构建功能强

化型发酵剂成为提升发酵食品性能的关键方向。然

而，不同乳酸菌在相同发酵条件下代谢谱差异显著，

解析多菌株互作机制及与基础发酵剂的代谢协同关

系仍面临挑战。

代谢组学作为高通量分析技术，通过靶向或非

靶向策略（如 HPLC-MS、GC-MS）可系统解析微生

物代谢网络动态。例如，陈永雄[9] 结合肠道微生态学

与代谢组学，证实复合益生菌通过调节肠道菌群丰度

（增加有益菌、减少有害菌）发挥免疫增强作用。诸

多学者进一步通过代谢组学揭示了混菌发酵优于单

菌体系的代谢机制[10−11]，但针对高产 EPS乳酸菌与

商业菌复配体系的代谢调控机制仍需深入探究。高

产胞外多糖乳酸菌发酵剂的研究，为开发新型健康饮

品提供了新的思路和方法。通过筛选出具有优良功

能特性的高产 EPS乳酸菌发酵剂，将这种发酵剂应

用于发酵乳饮料的研制，不仅可以改善饮料的质地和

口感，还能增强其营养价值和功能性。未来研究应进

一步探索乳酸菌 EPS的结构与功能关系，优化生产

工艺，开发更多种类的发酵乳饮料，以满足消费者多

样化的需求。

本研究以筛选高产 EPS乳酸菌复配发酵剂为目

标，通过实验室菌株与商业菌的单菌/混菌发酵对比，

结合非靶向代谢组学技术鉴定差异代谢物，旨在阐明

高产 EPS乳酸菌对商业益生菌代谢网络的调控机

制，为功能性发酵剂的定向设计提供理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

实验室菌株　塔里木大学食品科学与工程学院

实验室所保藏的 9株乳酸菌；商业菌（保加利亚乳杆

菌、嗜热链球菌）　北京川秀科技有限公司；MRS肉

汤　北京奥博星生物技术有限责任公司；脱脂乳粉

　　　 阿拉尔新农乳业有限责任公司。

PHS-2F pH计　上海仪电科学仪器股份有限公

司；LE203/02电子天平　梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司；HH-501超级恒温水浴　江苏金怡仪器科

技有限公司；XW-80A微型旋涡混合仪　上海泸西

分析仪器厂有限公司；SW-CJ-2F净化工作台　上海

博讯实业有限公司医疗设备厂；TGL-20bR离心机

　上海安亭科学仪器厂；HW6-1J恒温培养箱　浙江

普托仪器有限公司；YXQ-LS-50SII灭菌锅　上海申

安医疗器械厂；Synergy H1酶标仪　美国 BioTek仪

器有限公司；MZ-NDJ-8S数显旋转粘度计　秒准科

学仪器（深圳）有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   微生物生长曲线的测定　将冻干商业菌粉在

37 ℃、24 h的条件下活化培养后，再与实验室 9株乳

酸菌进行混菌培养（混菌比例为 1:1），相同条件下活

化 1次后，接种到新鲜的培养基上，并将 OD值调至

接近于 0.1，再进行培养测其生长曲线，从培养 1 h

后开始测定，每 2 h测一次 OD600 值，持续培养 23 h，
同时做三个平行，得到商业菌粉在单一发酵和其与实

验室乳酸菌菌株混菌发酵时的生长曲线，菌株代号如

表 1所示。

 1.2.2   样品配制　配制 10%（w/v）脱脂乳液，115 ℃

高压灭菌 15 min，冷却至室温备用；分别设置三组接
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种处理：商业菌单独接种（4%，v/v）、实验室菌单独接

种（4%，v/v）、商业菌与实验室菌混合接种（各 2%，

v/v，总接种量 4%），各组均于 37 ℃ 静置发酵 12 h

制备发酵剂，4 ℃ 冷藏备用。

 1.2.3   胞外多糖的提取　参考魏晨佳等[12] 和 Yadav

等[13] 的方法并略作改动，用 5 mL的蒸馏水稀释以

降低发酵剂的黏度，4 ℃，12000×g，离心 15 min，得

到上清液，加入三氯乙酸（TCA）溶液进行脱蛋白，使

其最终浓度为 4%，混匀，4 ℃ 静置 6~8  h。4 ℃，

12000×g，离心 30 min，以分离和除去沉淀的蛋白

质。将三倍体积的无水乙醇与上清液混合，4 ℃ 静

置过夜。13000×g离心 15 min以收集沉淀物胞外多

糖。将沉淀用蒸馏水溶解后离心取上清液，采用截留

分子量为 8 kDa的透析袋于 4 ℃ 透析 48 h，每 6 h

更换一次蒸馏水。

 1.2.4   胞外多糖含量的测定　采用苯酚-硫酸法[14]

测定胞外多糖的含量，以吸光度 A为纵坐标、葡萄糖

含量为横坐标来绘制其标准曲线，得标曲方程为

y=0.1034x−0.1001，R2 为 0.9993>0.99，说明该曲线

具有良好的线性关系，此实验具有可靠性，可利用该

标准曲线来计算样品所产生的胞外多糖含量。

 1.2.5   发酵剂理化指标的测定　基于上述实验，筛选

出一株胞外多糖产量较高且显著优于商业菌株的实

验室菌株，在相同发酵条件下，分别进行商业菌悬液

单一发酵和该高产 EPS实验室菌株与商业菌株的混

合发酵（37 ℃ 发酵 12 h），以活菌数、pH、滴定酸度、

胞外多糖含量、乳酸含量和黏度为指标，评估发酵剂

的理化性质。

 1.2.5.1   活菌数的测定　参考 GB 4789.2-2022[15] 测

定该发酵剂的活菌数。

 1.2.5.2   pH的测定　参考 GB 5009.237-2016[16] 测

定该发酵剂的 pH。

 1.2.5.3   滴定酸度的测定　参考GB 5009.239-2016[17]

测定该发酵剂的滴定酸度。

 1.2.5.4   乳酸的测定　参照高茜[18] 的方法并稍作

修改来测定该发酵剂的乳酸含量：取 5 mL样品在

4 ℃、8000 r/min下离心 10 min，取 1 mL上清液加

入 32 μL高氯酸并混匀，−20 ℃ 放置 20 min，4 ℃，

10000 r/min离心 10 min，用 0.22 μm微孔滤膜过滤，

进样体积为 10 μL进行 HPLC分析。

 1.2.5.5   黏度的测定　采用粘度计测定该发酵剂的

黏度。

 1.2.6   代谢组学分析　利用非靶向代谢组学[19−21] 进

行差异代谢物的筛选和代谢通路的富集及分析来研

究一株高产胞外多糖的实验室菌株对商业菌株代谢

产物的影响。

 1.2.6.1   LC-MS测定　将所筛选的菌株经活化后分

别进行单菌和混菌发酵，37 ℃ 发酵至凝固即为代谢

组样品的取样点，取样时采用无菌操作，将凝固后的

发酵样品充分均质混匀，再用无菌移液管准确量取

5 mL至无菌离心管中，在−80 ℃ 预冻 24 h后，送至迈

维代谢公司进行测定。其质谱条件为离子化电压（正

离子模式 ESI+）5000 V或（负离子模式 ESI−）−4000 V，

离子源温度（ESI+）550 ℃ 或（ESI−）450 ℃，喷雾气

50 psi，气帘气 35 psi，辅助加热气 60 psi；色谱采集

条件为色谱柱：Waters ACQUITY Premier HSS T3
Column 1.8 µm，2.1 mm×100 mm，流动相 A为 0.1%
甲酸/水，流动相 B为 0.1%甲酸/乙腈，流动相梯度洗

脱条件见表 2，仪器柱温为 40 ℃，流速为 0.4 mL/min，
进样量为 4 μL。
  

表 2    T3色谱柱流动相梯度条件
Table 2    Mobile phase gradient conditions on T3 column

时间（min） A（%） B（%）

0.0 95 5
2.0 80 20
5.0 40 60
6.0 1 99
7.5 1 99
7.6 95 5
10.0 95 5

 

 1.2.6.2   数据分析　采用 Excel 2021整理数据、IBM
SPSS Statistics 26进行显著性分析、Origin 2021和

GraphPad  Prism 8.0.2分析与绘图，代谢组学数据

利用 MetaboAnalyst进行单变量统计分析（以 Fold
Change，即 FC值为衡量标准）与多变量统计分析

（运用 Partial  Least  Squares-Discriminant  Analysis，
简称 PLS-DA方法）。

 1.2.7   敞口放置时染菌情况的测定　由于发酵乳

pH低，霉菌是导致其腐败变质常见的微生物，为验证

利用本研究的发酵剂发酵乳制品在常温敞口的条件

下其中物质的抑菌效果，将 SW组和 S组发酵剂分

别接种到 9瓶纯牛奶中，使其发酵成凝固型酸奶后，

在室内进行常温敞口放置 5 d，观察其染菌情况。

 1.3　数据处理

除代谢组学分析采用 6次生物学重复外，所有

数据均以 3次生物学重复的平均值±标准差表示。采

 

表 1    菌株的代号

Table 1    Code names of strains

菌株 代号

商业菌株 S
商业菌株+实验室1号菌（L. plantarum-1） S+1

商业菌株+实验室3号菌（L. paraplantarum-3） S+3
商业菌株+实验室4号菌（L. pentosus-4） S+4
商业菌株+实验室6号菌（L. faecium-6） S+6
商业菌株+实验室8号菌（L. pentosus-8） S+8

商业菌株+实验室10号菌（L. plantarum-10） S+10
商业菌株+实验室11号菌（L. pentosus-11） S+11
商业菌株+实验室15号菌（L. pentosus-15） S+15（SW）

商业菌株+实验室18号菌（L. paracasei-18） S+18
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用 SPSS 26.0软件进行单因素方差分析（ANOVA），

以 P<0.05为差异具有统计学意义。图像均用

GraphPad Prism 8.0.2软件绘制。

 2　结果与分析

 2.1　微生物生长曲线的测定

通过测定实验室 9株产胞外多糖乳酸菌和商业

菌在混合培养条件下的生长曲线，确定在不同时间段

每种菌株的生长情况，以确定每种菌株的对数生长

期，同时了解添加实验室菌株对商业菌粉生长情况的

影响。结果如图 1所示，3~13 h处于对数生长期，在

此阶段，菌株的生长旺盛，适用于后续的接种试验；此

外，添加实验室菌株的 OD600 值均高于商业菌粉的

OD600 值，说明实验室菌株可能会促进商业菌株的

生长。
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图 1    不同菌种的生长曲线图
Fig.1    Growth curves of different strains

 

 2.2　乳酸菌胞外多糖含量的测定

由图 2可知，3号、4号、6号、11号和 18号这

5组的混合菌种 EPS产量低于实验室菌种，表明以

上 5种菌株与商业菌粉混菌培养时对产 EPS的效果

有抑制作用，使 EPS产量降低；而 1号、8号、10号

和 15号 4组的混合菌种胞外多糖产量高于实验室

菌种，表明以上 4种菌株与商业菌粉混菌培养时对

产 EPS的效果有促进作用，使 EPS产量增加，其中

SW（S+15号的混合菌种）组胞外多糖的产量极显著

上升（P<0.001），且显著高于其他混合菌种（P<0.05）。
因此，选用 SW组来配制高产胞外多糖乳酸菌发酵

剂，以备后续实验。

 2.3　发酵乳理化指标的测定

参照 1.2.2节方法，将 SW组（实验室 15号戊糖

乳杆菌+商业菌）与 S组（商业菌）发酵剂分别接种

10%脱脂乳（37 ℃ 发酵 12 h）制备凝固型发酵乳，测

定其核心理化指标（活菌数、pH、滴定酸度、EPS含

量、乳酸含量及黏度），以明确高产 EPS菌株对发酵

乳品质的调控作用，结果如表 3所示。由表 3可知，

SW组发酵乳在多项核心理化指标上显著优于 S组

（P<0.05）。SW组活菌数达 2.7±0.4×108 CFU/mL，
显著高于 S组（1.3±0.1×108 CFU/mL），推测 15号戊

糖乳杆菌与商业菌存在协同增殖效应，为发酵乳的

益生菌活性及相关生理功效提供保障。SW组

pH（4.46±0.04）显著低于 S组（4.65±0.02），滴定酸度

（104°T±1°T）显著高于 S组（93°T±1°T）（P<0.05），既
符合发酵乳的感官接受度，又能通过较低 pH抑制

杂菌生长，提升产品稳定性。SW组 EPS含量

（2.564±0.052 mg/mL）与黏度（1342±11 mPa·s）均显

著高于 S组（EPS：2.071±0.077 mg/mL；黏度：1078±
17 mPa·s）（P<0.05），EPS作为亲水性高分子多糖，可

通过氢键与水分子结合形成三维网络结构，提升体系

黏度与持水性，同时使发酵乳质地更均匀细腻，赋予

产品良好的顺滑口感[22]。SW组乳酸含量（33.92±
2.73  μg/mL）虽显著低于 S组（61.69±1.24  μg/mL）
（P<0.05），但总滴定酸度仍保持优势，SW组可能通

过积累 2-羟基己酸、氢化肉桂酸等特色有机酸（见

2.4.4节）调控整体酸度，避免单一乳酸过高导致的酸

涩感。

 2.4　代谢组学的检测结果与分析

 2.4.1   代谢物数据的质量评估　在正离子和负离子

的模式下，通过超高效液相色谱质谱联用技术
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图 2    不同菌种进行单菌发酵和混菌发酵时胞外多糖的含量

Fig.2    Content of exopolysaccharides in different strains
during single fermentation and mixed fermentation

注：***表示差异极显著（P<0.001），*表示差异显著（P<0.05），
ns表示差异不显著（P>0.05），不同小写字母表示在同一指标
下，不同处理间差异显著（P<0.05）。

 

表 3    SW组与 S组发酵乳的理化指标对比

Table 3    Comparison of physicochemical indices of fermented milk between group SW and group S

项目 活菌数（CFU/mL） pH 滴定酸度（°T） EPS（mg/mL） 乳酸（μg/mL） 黏度（mPa·s）

SW组 2.7±0.4×108a 4.46±0.04b 104±1a 2.564±0.052a 33.92±2.73b 1342±11a

S组 1.3±0.1×108b 4.65±0.02a 93±1b 2.071±0.077b 61.69±1.24a 1078±17b

注：不同字母表示两组样品间存在显著差异（P<0.05）。
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（LC/LC-MS）分析了 SW组和 S组的代谢物成分，确

定其非靶向性代谢产物的差异。本试验共检测到

4444个代谢物，其中包括 1087种氨基酸及其代谢

物、474种杂环化合物、373种有机酸及其衍生物、

112种核苷酸及其代谢物、102种碳水化合物及其代

谢物、712种苯及其衍生物、80种生物碱等多种物

质，通过二级质谱鉴定代谢物，鉴定出正离子 2292
个代谢物和负离子 1386个代谢物，见表 4。
  

表 4    鉴定代谢物数目统计结果
Table 4    Statistical results of the number of identified metabolites

离子模式 All T3_positive T3_negative

代谢物数量 4444 2992 1452
二级鉴定代谢物数量 3678 2292 1386

 

在代谢组学中，总离子流图（TIC）是一种重要的

分析工具，用于展示样品中所有离子强度随时间或扫

描次数的变化，其能够直观地反映样品中整体代谢物

的存在和相对丰度变化[23–24]。两组样本通过 LC-MS
测定分析，得到 QC样本正、负离子模式的 TIC 图
（如图 3）。结果显示，通过代谢物检测两组样本的

TIC曲线重叠性高，且各色谱峰的信号强度和出峰时

间均一致，表明该仪器具有较好的稳定性，试验数据

的可靠性高。
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图 3    QC样品正负离子模式 TIC图
Fig.3    TIC chromatograms of QC samples in positive

and negative ion modes
注：A：正离子模式 TIC图，B：负离子模式 TIC图。

 

 2.4.2   主成分分析　主成分分析（PCA）是一种数据

统计分析方法，通过线性变换将原始高维数据转换为

低维数据，且尽可能保留主要信息。主成分是原始变

量的线性组合，方差最大的方向（PC1）为第一主成

分，PC2为第二主成分，以此类推，可反映数据内部结

构[25]。发酵乳样本的 PCA 如图 4所示，PC1、PC2、
PC3的贡献率分别为 41.17%、11.4%、10.91%，累计

贡献率为 63.48%，能在一定程度上代表主要信息；

图 4中 SW组和 S组的组内样本均能较好聚类，表

明同一组内发酵乳的代谢特征具有相似性，且两组样

本分离程度良好，反映出 SW组与 S组存在明显的

代谢特征差异。
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图 4    PCA分析图
Fig.4    PCA analysis chart

 

 2.4.3   偏最小二乘法判别分析　经 PCA提取主要信

息后，采用偏最小二乘法判别分析（PLS-DA）进行有

监督降维，将高维数据投影至低维空间，既保留主要

变异，又能区分不同类别，从而建立数学模型归纳样

本代谢谱特点。PLS-DA适用于高维小样本数据，可

挖掘自变量与因变量的相关性；基于该模型绘制的得

分图，能直观展示样本在模型中的分布及组间、组内

差异[26]。

对 SW组和 S组的两组样本数据进行 PLS-DA
分析，由图 5的 PLS-DA得分图可看出，SW组和

S组的组内样本能较好地聚类在一起，表明同一水平

下发酵的代谢特征相似。SW组和 S组的样本数据

分别位于图的两侧，且这两种发酵剂的样品组间距离

相对较远，表明两组样本在图中分离程度较好，不需
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图 5    PLS-DA 得分图

Fig.5    PLS-DA score graph
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要进一步验证；同时说明这两组样品之间存在显著差

异，即表明 SW组与 S组发酵脱脂乳的代谢产物具

有显著差异。

PLS-DA模型的预测参数包括 R2X、R2Y和 Q2，

其中 R2X和 R2Y分别表示所建模型对 X和 Y矩阵

的解释率，Q2 表示模型的预测能力，这三个指标越接

近于 1表示模型越稳定可靠，当 Q2>0.9时为出色的

模型[24]。对该模型进行置信检验，图 6结果显示，

R2Y和 Q2 的 P 值均小于 0.05，且 R2Y=0.999、Q2=
0.99，均大于 0.9，说明原模型在统计学上显著优于随

机模型，模型的可信度较高，不存在过度拟合现象，可

以解释两组样品的代谢差异，能够找出有差异性表达

的代谢物。
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图 6    PLS-DA 置换检验图
Fig.6    PLS-DA permutation test chart

 

 2.4.4   差异代谢物筛选

 2.4.4.1   代谢物类别　在代谢组学研究中，饼状图能

识别两组样本的代谢物分布情况及其占比，了解它们

在整体代谢中的相对重要性[25]。从图 7中可以看

出，主要的代谢产物为：氨基酸及其代谢物（26.59%）、

苯及其取代衍生物（14.48%）、杂环化合物（9%）、醛

类、酮类、酯类（7.29%）、有机酸及其衍生物（6.56%）

等。氨基酸及其代谢物的高占比，与乳酸菌发酵中蛋

白质降解、氨基酸代谢活跃的特征一致，既为菌体增

殖（SW组活菌数更高）和代谢产物合成提供了物质

基础，也为发酵乳的风味和营养特性提供了支撑[24]；

苯及其取代衍生物与杂环化合物多与风味前体、生

物活性物质相关[27]，其较高占比提示两组发酵乳可能

具备丰富的感官特性和潜在生理活性，而 SW组在

EPS等指标上的优势，也与代谢网络的活跃程度相呼

应；结合 SW组乳酸含量较低但总酸度仍占优的结

果，可推测有机酸及其衍生物的多样性（如 2-羟基己

酸、氢化肉桂酸等特色有机酸）是调控酸度和改善口

感的关键，这也与整体代谢物分布中有机酸类的占比

相匹配。

 2.4.4.2   差异代谢物筛选　火山图主要展示了代谢

物在两组样品中的相对含量差异以及在统计学上差

异的显著性[23–24]。在图 8中通过将各类代谢物的差

异倍数（FC值）、P 值和 VIP值综合起来，直观地呈

现出存在显著差异的代谢物。本试验对实验室

15号菌戊糖乳杆菌与商业菌种共发酵和商业菌种单

独发酵的两组样品中代谢成分的差异倍数变化进行

对比，以 VIP>1、P-value<0.05和 log2（FC）≥1作为

筛选差异代谢物的标准，筛选出了 1497种差异代谢

物，其中上调的有 786种代谢物，下调的有 711种代

谢物。
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图 8    差异代谢物火山图
Fig.8    Volcano diagram of differential metabolites

 

在火山图的基础上，由于 log2|FC|≥2的代谢物

较多，以 log2|FC|≥2.4为指标，筛选出具有显著差异

的代谢物共 67种，如表 5所示，上升的物质有 40种，

主要包括氨基酸及其代谢物 10种，有机酸及其衍生

物 9种，苯及其衍生物 6种，杂环化合物 5种，醛、

酮、酯类 3种，核苷酸及其代谢物 4种，碳水化合物

及其代谢物 2种，醇、胺类 1种；下降的物质有

27种，主要包括氨基酸及其代谢物 15种，有机酸及

其衍生物 5种，苯及其衍生物 6种，杂环化合物

1种。Ter等 [27] 和 Shi等 [28] 研究表明 LAB可将蛋

白质水解为多种氨基酸等小分子物质，可显著提升游

离氨基酸及生物活性肽的含量，为菌株增殖提供氮源

与能量，并通过调控代谢影响发酵产物品质。SW 组
发酵剂通过调控氨基酸代谢，调整了部分氨基酸代谢

物的合成或积累。本研究中 SW组的精氨酸及前体

物质 N-乙酰-L-谷氨酸-5-半醛（NAGSA）显著上调，

鸟氨酸呈下调趋势；研究显示，NAGSA经乙酰鸟氨

 

图 7    两组样本代谢物分类占比饼图

Fig.7    Pie chart of metabolites by classification
for the two groups
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表 5    SW组和 S组的主要差异代谢物

Table 5    Main differential metabolites between the SW group and the S group

序号 物质分类 物质 VIP FC值 log2FC

1 氨基酸及其代谢物 谷氨酸-天门冬酰氨-谷酰氨-谷氨酸 1.46 14.13 3.82

2 氨基酸及其代谢物 L-异亮氨酸-L-谷氨酸 1.55 13.56 3.76

3 氨基酸及其代谢物 组氨酸-丙氨酸-缬氨酸-天门冬氨酸 1.53 12.81 3.68

4 氨基酸及其代谢物 组氨酸-甘氨酸-酪氨酸-缬氨酸-谷氨酸 1.49 12.62 3.66

5 氨基酸及其代谢物 L-亮氨酸 1.48 11.41 3.51

6 氨基酸及其代谢物 L-赖氨酸-L-脯氨酸-L-甘氨酸 1.47 8.04 3.01

7 氨基酸及其代谢物 N2-（1-羧乙基）-L-精氨酸 1.52 7.49 2.90

8 氨基酸及其代谢物 L-天冬氨酰-L-半胱氨酰-L-色氨酸 1.52 6.85 2.78

9 氨基酸及其代谢物 N-乙酰天冬氨酸 1.53 6.77 2.76

10 氨基酸及其代谢物 苯乙酰-L-谷氨酰胺 1.30 6.10 2.61

11 氨基酸及其代谢物 D-鸟氨酸 1.42 0.19 -2.42

12 氨基酸及其代谢物 L-精氨酰-L-天冬酰胺酰-L-异亮氨酸 1.50 0.18 -2.49

13 氨基酸及其代谢物 L-高胱氨酸 1.53 0.16 -2.63

14 氨基酸及其代谢物 甲硫氨酰-色氨酸-谷氨酸 1.45 0.16 -2.68

15 氨基酸及其代谢物 古氨酸-谷酰胺-甘氨酸 1.37 0.13 -2.89

16 氨基酸及其代谢物 L-亮氨酸-L-丙氨酸 1.48 0.13 -2.90

17 氨基酸及其代谢物 L-组氨酸-L-缬氨酸 1.40 0.12 -3.00

18 氨基酸及其代谢物 半胱氨酸-甘氨酸-天门冬氨酸-缬氨酸-蛋氨酸 1.56 0.12 -3.02

19 氨基酸及其代谢物 L-酪氨酸 1.56 0.12 -3.07

20 氨基酸及其代谢物 N-丙酰甘氨酸 1.52 0.09 -3.41

21 氨基酸及其代谢物 L-亮氨酸-L-谷氨酸 1.52 0.07 -3.85

22 氨基酸及其代谢物 色氨酸-苯丙氨酸-丙氨酸 1.43 0.07 -3.88

23 氨基酸及其代谢物 DL-邻酪氨酸 1.43 0.07 -3.91

24 氨基酸及其代谢物 苏氨酰脯氨酸 1.52 0.06 -4.04

25 氨基酸及其代谢物 L-苹果酸 1.55 0.06 -4.15

26 有机酸及其衍生物 2-羟基-2-甲基丁酸 1.57 61.70 5.95

27 有机酸及其衍生物 马来酸 1.52 32.11 5.00

28 有机酸及其衍生物 氢化肉桂酸 1.57 13.79 3.79

29 有机酸及其衍生物 JWH 018 N-（5-羟基戊基）β-D-葡糖苷酸 1.46 11.96 3.58

30 有机酸及其衍生物 （-）-9,10-二氢茉莉酸 1.56 8.58 3.10

31 有机酸及其衍生物 2-羟基-4-甲基戊酸 1.57 7.31 2.87

32 有机酸及其衍生物 2-羟基己酸 1.57 7.11 2.83

33 有机酸及其衍生物 2-[3-[（4-乙氧基羰基苯基）亚肼基]-6-氧代-1-环己基-1,4-二烯
基]乙酸 1.49 6.08 2.61

34 有机酸及其衍生物 2-乙基-2-羟基丁酸 1.57 5.56 2.48

35 有机酸及其衍生物 吡嗪酰胺 1.56 0.15 -2.71

36 有机酸及其衍生物 异戊烯基磷酸酯 1.32 0.11 -3.25

37 有机酸及其衍生物 3-O-阿魏酰奎宁酸 1.46 0.10 -3.26

38 有机酸及其衍生物 土槿皮乙酸 1.53 0.08 -3.66

39 有机酸及其衍生物 苯丙酮酸 1.56 0.07 -3.77

40 苯及其衍生物 苯甲酸 1.56 33.02 5.05

41 苯及其衍生物 1-（萘-2-基）-2-[（6-硝基-1,3-苯并噻唑-2-基）硫烷基]乙酮 1.52 17.68 4.14

42 苯及其衍生物 苯乙醛酸 1.57 7.73 2.95

43 苯及其衍生物 二苯膦酸 1.50 7.17 2.84

44 苯及其衍生物 乙酸苄酯 1.53 7.09 2.83

45 苯及其衍生物 4-[[4-（4-氯苯基）-2-噻唑基]氨基]苯酚 1.55 5.82 2.54

46 苯及其衍生物 4-甲基儿茶酚 1.41 0.15 -2.72

47 苯及其衍生物 2-羟基肉桂酸 1.55 0.14 -2.84

48 苯及其衍生物 2-[（1-{3-[4-（联苯-4-基羰基）-2-丙基苯氧基]丙基}-1,2,3,4-四
氢喹啉-5-基）氧基]-2-甲基丙酸 1.42 0.14 -2.86

49 苯及其衍生物 4-香豆酸 1.56 0.13 -2.92

50 苯及其衍生物 邻苯二甲酸二异壬酯 1.24 0.06 -3.97

51 苯及其衍生物 5-（3-羧基苯甲酰基）-2-（（6-（4-甲氧基苯基）-5-己烯基）氧基）
苯丙酸 1.53 0.05 -4.37
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酸转氨酶和鸟氨酸乙酰转移酶催化生成鸟氨酸，后者

进一步通过乙酰鸟氨酸氨甲酰转移酶、精氨酸琥珀

酸合成酶及裂解酶的级联反应生成精氨酸[29]；连战

等[30] 表明，精氨酸作为碱性氨基酸，兼具免疫增强与

抗疲劳功能，上述代谢通路的激活可能使 SW组发

酵剂兼具功能性。此外，上调的差异代谢物中 L-亮

氨酸作为人体必需氨基酸，兼具多重功能，郝亚男[31]

研究证实其不仅作为蛋白质生物合成的关键底物，还

可维持葡萄糖稳态并调节脂质代谢，强化了 SW组

发酵剂在氨基酸代谢层面的营养特性。

在有机酸及其衍生物中，9种有机酸的上调（2-羟

基-2-甲基丁酸、2-羟基己酸、马来酸、氢化肉桂酸

等）和 5种有机酸的下调，反映 SW组发酵剂对有机

酸合成的选择性强化与抑制，可能影响发酵产物的酸

碱平衡以及感官品质。在苯及其衍生物中苯甲酸上

调，Ter等[27] 表明微生物的代谢产物中苯甲酸可作防

腐剂，能够防止食品变质，因此苯甲酸含量的增加，可

延长食品的货架期。如图 9所示，常温敞口放置 5 d

后其染菌情况为：SW组发酵的酸奶 1瓶发生严重霉

变，4瓶轻微霉变；而 S组则有 5瓶发生严重霉变，

3瓶轻微霉变。该实验验证了 SW组发酵剂的抑菌

效果优于 S组。

在差异代谢物中，UDP-葡萄糖（核苷酸类）与葡

萄糖醛酸（碳水化合物类）作为 EPS合成的关键前体

物质，其代谢通路如下：乳酸菌（LAB）通过糖酵解将

葡萄糖转化为葡萄糖-6-磷酸，经变位酶/异构酶作用

生成葡萄糖-1-磷酸和甘露糖-6-磷酸，前者在转移酶

催化下形成 UDP-葡萄糖，后者转化为 GDP-甘露糖；

UDP-葡萄糖进一步经脱氢酶作用生成 UDP-葡萄糖

醛酸[32]。Ge等[33] 研究表明，瑞士乳杆菌发酵赛兰酸

奶的 EPS由甘露糖、葡萄糖、葡萄糖醛酸等 7种单

糖组成，其结构特性显著改善了酸奶质构。结合本研

究结果，SW组 UDP-葡萄糖与葡萄糖醛酸显著上调

（甘露糖存在但无显著变化），推测其 EPS合成途径

为：多个 UDP-葡萄糖、UDP-葡萄糖醛酸与 GDP-甘
露糖通过糖苷键连接形成长链多糖，与文献 [32]报
道的功能性 EPS结构特征一致。研究表明，EPS可

提高发酵产物的黏度，使得 SW组发酵剂相较于

S组的黏度显著提高，其结果见表 3。

 2.4.4.3   代谢通路富集及分析　KEGG通过系统注

释差异代谢物所属通路，可精准定位微生物代谢调控

的关键节点。本研究通过 KEGG数据库对 SW组

和 S组样品的差异代谢产物进行注释，共得到 143
条代谢途径，其中新陈代谢相关途径有 126条、细胞

过程 8条、环境信息处理 1条、遗传信息处理 4条

以及有机体系统 4条，其中新陈代谢通路占比最高

（88.1%），涵盖能量代谢、物质转化等核心生物学过

程，表明两组样品在菌株代谢活性及环境适应性上存

在显著分化。进一步通过富集分析（图 10）筛选出

前 20条显著差异通路。王道滇等[34] 阐述了 LAB可

通过氨基酸代谢影响发酵产物的风味品质（如氨基酸

续表 5

序号 物质分类 物质 VIP FC值 log2FC

52 杂环化合物 乙酰氨基酚 1.54 19.59 4.29

53 杂环化合物 2-己基-4-乙酰氧基四氢呋喃 1.55 7.68 2.94

54 杂环化合物 2-（1H-吲哚-3-基）-2-氧代乙醛 1.50 5.73 2.52

55 杂环化合物 5-氯-3-（4-甲基磺酰基苯基）-2-吡啶-3-基吡啶 1.55 5.63 2.49

56 杂环化合物 三乙烯磷酰胺 1.47 5.50 2.46

57 杂环化合物 吲哚-3-乙酰胺 1.41 0.08 -3.58

58 醛、酮、酯类 N-乙酰-L-谷氨酸-5- 半醛 1.52 18.15 4.18

59 醛、酮、酯类 DL-甲羟戊酸内酯 1.50 6.07 2.60

60 醛、酮、酯类 乙酰乙酸甲酯 1.51 5.97 2.58

61 核苷酸及其代谢物 UDP-N-乙酰氨基甲酸酯 1.55 10.71 3.42

62 核苷酸及其代谢物 尿苷5'-三磷酸 1.50 7.58 2.92

63 核苷酸及其代谢物 烟酸腺嘌呤二核苷酸磷酸 1.47 5.52 2.47

64 核苷酸及其代谢物 UDP-葡萄糖 1.55 5.34 2.42

65 碳水化合物及其代谢物 葡萄糖醛酸 1.50 12.50 3.64

66 碳水化合物及其代谢物 赤藓糖醇 1.51 5.72 2.52

67 醇、胺类 1,5-己二醇 1.56 7.79 2.96

 

图 9    SW组和 S组发酵后敞口放置 5 d染菌情况

Fig.9    Contamination situation of SW group and S group
after fermentation and exposure for 5 d
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作为风味前体物质，可进一步转化为醛类、酮类、含

硫化合物等挥发性风味成分）。本研究中苯丙氨酸代

谢、氨基酸生物合成、氨酰-tRNA生物合成、精氨酸

生物合成等代谢通路被显著富集，伴随 L-亮氨酸、精

氨酸及 N-乙酰-L-谷氨酸-5-半醛（NAGSA）等氨基酸

及其代谢物的上调（表 5），为 SW组发酵产物可能的

风味改善提供了代谢层面的潜在依据；同时，该通路

富集直接关联 SW组发酵产物的营养品质（如必需氨

基酸含量提升，更易消化吸收）和功能价值（精氨酸的

免疫调节、抗疲劳功能[30]）。差异代谢物质中马来酸、

氢化肉桂酸等 9种有机酸上调，涉及 2-氧羧酸代谢、

碳代谢和芳香族化合物降解等通路：一方面参与能量

供应，为菌株代谢活动提供支撑，进而提升发酵产物

的品质稳定性；另一方面，作为发酵食品的重要风味

前体物质，可为风味形成（如马来酸关联酸味、氢化肉

桂酸可能贡献香气）提供代谢层面的潜在依据[27,34]。

苯甲酸（防腐[27]）等上调代谢物，关联苯丙氨酸、酪氨

酸生物合成等通路，影响着 SW组发酵产物的腐败

变质。此外，辅因子生物合成通路（气泡颜色最深、

体积最大）富集程度最高，包含 UDP-葡萄糖、葡萄糖

醛酸等 EPS合成前体，直接关联 EPS合成的代谢流

调控，具有核心研究价值；通路富集特征通过差异代

谢物丰度（气泡大小）及极显著 P 值（气泡颜色）可视

化呈现，清晰揭示辅因子合成途径在 EPS代谢调控

中的关键作用，为解析两组样品的代谢差异及内在机

制提供重要依据。

 
 

0.7 0.8 0.9 1.0
Rich factor

0.6

P-value
1.00
0.75
0.50
0.25
0

Count
10
20
30

图 10    差异代谢通路 KEGG富集分析图
Fig.10    Plot of differential metabolic pathways KEGG

enrichment analysis
 

 3　结论
本研究通过筛选获得高产 EPS乳酸菌发酵剂

（戊糖乳杆菌+商业菌，SW），其理化指标测定显示

SW组活菌数、产酸能力及 EPS合成显著优于 S组。

结合代谢组学分析，共鉴定出 67种显著性差异代谢

物（上调 40种/下调 27种），其中，UDP-葡萄糖与葡

萄糖醛酸等核苷酸糖代谢物显著上调（KEGG富集

于辅因子生物合成通路），其作为 EPS合成前体物

质，直接促进 EPS合成，显著提升发酵产品的黏度；

有机酸（马来酸、氢化肉桂酸等）与苯甲酸协同调控

酸度并延长货架期；必需氨基酸 L-亮氨酸（调节蛋白

质合成）与精氨酸（免疫调节功能）通过精氨酸生物合

成通路协同增强产品营养价值。综上，SW组发酵剂

通过多种代谢物协同作用，实现产品的质构改善和营

养强化，为功能性发酵乳制品的开发提供理论依据。
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