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基于非靶向代谢组学分析甲基化对副干酪乳酪杆菌
发酵剂贮藏特性的影响

游明坤，张文羿*
（内蒙古农业大学 乳品生物技术与工程教育部重点实验室，内蒙古 呼和浩特 010018）

摘  要：副干酪乳酪杆菌（Lacticaseibacillus paracasei）Zhang是一株具有调节免疫反应、抗氧化等益生特性的优

良菌株。DNA甲基化是一种重要的表观遗传机制，在细菌的很多生理过程中发挥关键作用。为更好利用该菌株，

本研究重点关注甲基化对L. paracasei Zhang发酵剂贮藏特性的影响。利用L. paracasei Zhang及其DNA甲基化突变株

ΔpglX制备发酵剂并在30 ℃条件下贮藏90 d。结果表明：与野生型相比，甲基化突变株在贮藏90 d后活菌数极显著

提高（P＜0.01）；利用非靶向代谢组学方法分析贮藏90 d后野生型及其甲基化突变体的代谢物差异发现，与野生

型相比，突变体的差异代谢物质有269 种，在负离子模式下主要富集到核苷酸代谢、嘌呤代谢、嘧啶代谢、柠檬酸

循环、乙醛酸盐和二羧酸盐代谢等多条代谢通路，在正离子模式下主要富集到生物素代谢等多条代谢通路。研究结

果证实DNA甲基化可以通过生成和利用碳水化合物类、脂肪酸类物质等提高L. paracasei Zhang的贮藏特性。
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Effect of Methylation on Storage Properties of Lacticaseibacillus paracasei as Analyzed by Untargeted Metabolomics
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Abstract: Lacticaseibacillus paracasei Zhang is an excellent strain with probiotic properties such as immunomodulatory and 
antioxidant activities. DNA methylation is an important epigenetic mechanism that plays a key role in many physiological 
processes in bacteria. In order to better utilize the strain, this study focused on the effect of methylation on the storage 
properties of two starter cultures of L. paracasei Zhang and its DNA methylation mutant (ΔpglX) at 30 ℃. The results 

showed that after 90 d of storage, the viable number of the mutant significantly increased compared with the wild type  
(P < 0.01). Using untargeted metabolomics, 269 differential metabolites were observed in the mutant compared with the wild 
type, which were mainly enriched in the nucleotide metabolism, purine metabolism, pyrimidine metabolism, citrate cycle, 
glyoxylate, and dicarboxylate metabolism pathways in the negative ion mode. In the positive ion mode, they were mainly 
enriched in the biotin metabolism pathway. These findings confirmed that DNA methylation could improve the storage 
properties of L. paracasei Zhang through the generation and utilization of carbohydrates and fatty acids.
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DNA甲基化是由DNA甲基转移酶催化，将甲基从 

S-腺苷甲硫氨酸转移到基因组CpG二核苷酸胞嘧啶上的过

程，由表观遗传修饰网络控制。目前共有3 种核苷酸甲基

化形式：N 6-甲基腺嘌呤（N 6-methyladenosine，m6A）、

N 4-甲基胞嘧啶和5-甲基胞嘧啶[1-2]。其中m6A主要发生在

原核生物和原生生物中，还有大约25%的哺乳动物mRNA
中存在相同氮位置的普遍修饰 [3]。m6A在原核生物的

DNA复制、修复、转位和转录中起着重要作用[4]。

副干酪乳酪杆菌（Lacticaseibacillus paracasei）由于

其商业和健康应用潜力，已经成为研究最多的乳酸菌物

种之一[5]。L. paracasei Zhang是一株分离自内蒙古锡林郭

勒盟正蓝旗传统发酵酸马奶的益生菌[6]，具有调节免疫

反应、抗氧化[7-8]等益生特性。利用单分子实时测序技术

发现，在L. paracasei Zhang基因组中存在m6A的DNA甲

基化表型，经注释发现了甲基转移酶pglX基因[9]。pglX基
因是抗噬菌体BREX系统的重要组成部分。基于cre-lox
的基因敲除系统，成功构建了甲基转移酶pglX基因突变

菌株（L. paracasei Zhang ΔpglX）[10]。Yan Jiaming等[11]研

究发现，DNA甲基化在L. paracasei Zhang及L. paracasei 
Zhang ΔpglX的乙醇和渗透胁迫反应中发挥作用。

发酵剂是指一种或几种微生物的大量细胞，在原

料中加快或引导发酵过程，生产发酵食品的微生物培养 

物[12]。冷冻干燥法是制备发酵剂最简单、经济的方法之

一[13]。但在冷冻干燥过程中，细胞会受到由晶体形成、

脱水和渗透应激引起的物理应力[14]，由此带来一些不良

反应，如敏感蛋白的变性和细胞生存能力的下降[15]。发

酵剂的稳定性一般随着贮藏时间的延长而降低。

代谢组学被定义为生物系统在特定时刻的代谢物组

成及其变化规律，研究病理生理变化与代谢物之间的关

系和基因修饰的动态多参数反应的定量测定[16]。目前代

谢组学主要有3 种分析技术：核磁共振波谱、液相色谱-
质谱联用和气相色谱-质谱联用技术[17]。代谢组学在乳制

品科学领域取得了相当大的进展，可以用于评估益生菌

的作用，还可以用于改善益生菌类食品[18-19]。

冷冻、干燥和贮藏对乳酸菌发酵剂造成的损害和保护

机制很复杂，迄今为止还没有被完全了解，本研究运用非

靶向代谢组学方法从表观遗传学角度提出新的见解，以期

提高乳酸菌发酵剂的存活率，使其得到更好的应用。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

本实验所用菌株L. paracasei Zhang及L. paracasei 
Zhang ΔpglX由内蒙古农业大学乳品生物技术与工程教育

部重点实验室提供。

甲醇、乙腈（均为色谱纯） 德国Merck公司；甲

酸、2-氯苯丙氨酸（均为色谱纯） 美国Thermo Fisher 
Scientific公司。

1.2 仪器与设备

DRC-1000真空冷冻干燥机 日本Eyela公司；Triple 
TOF-6600质谱仪 美国AB Sciex公司；LC20超高效液

相色谱仪 日本Shimadzu公司；MIX-200涡旋混合器  
上海净信公司；5427R离心机 德国艾本德公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株活化

用固体MRS培养基分离纯化在冷冻甘油中保藏的 

L. paracasei Zhang和L. paracasei Zhang ΔpglX。选取有代表

性的菌落，在37 ℃ MRS液体培养基中连续活化培养3 代。

1.3.2 菌粉的制备及贮藏

将活化好的L. paracasei Zhang和L. paracasei Zhang 
ΔpglX以7%的接种量接种于MRS液体培养基中，于小

型发酵罐中恒定pH 5.9条件下培养。直至细菌培养液

浓度不再增加，即为发酵终点。3 900 r/min离心15 min

收集菌体，按菌体质量的1.5 倍添加保护剂（质量分数

11.5%脱脂乳粉、6.0%海藻糖和1.0%谷氨酸钠）并与之

混合均匀。真空冷冻干燥机中冷冻干燥20 h（冷阱温度 

－60 ℃，真空压力5 Pa）。测定菌粉的活菌数，计算冷冻

干燥过程中的存活率。随后将菌粉在30 ℃条件下贮藏，

90 d后测定菌粉活菌数和存活率。－80 ℃保存5 g样品，以

待后续代谢组学分析。平行制备3 个生物重复。

1.3.3 平板菌落计数法

将制备好的发酵剂贮藏90 d后取1 g，在99 mL生理

盐水中充分混合，进行10 倍稀释（每个梯度取上一梯

度0.5 mL细菌溶液于4.5 mL生理盐水中稀释），直到 

10－9 CFU/mL。然后采用平板计数法计算细菌活力。

1.3.4 代谢组样品的提取

从－80 ℃冰箱中取出样品，将其放置在冰上解冻。

然后，取20 mg样品放入离心管中，加入400 μL体积分数

70%甲醇水内标提取液，涡旋混合3 min。将混合物转移

至冰水浴中进行超声处理10 min，取出样品并再次涡旋

混合1 min。最后，将样品在－20 ℃冰箱中静置30 min，在

4 ℃条件下，12 000 r/min离心10 min，然后将300 μL上清液

移至另一对应编号的离心管中。

1.3.5 超高效液相色谱-质谱分析

1.3.5.1 超高效液相色谱条件

使用Waters ACQUITY UPLC HSS T3 C18色谱柱

（2.1  mm×100 mm，1.8  µm）；柱温40 ℃，流速

0.40 mL/min；进样量2 μL；流动相A为体积分数0.1%甲

酸水溶液，B为体积分数0.1%甲酸乙腈溶液，洗脱条件如

表1所示。
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表 1 流动相梯度洗脱条件

Table 1 Gradient conditions of mobile phase 

时间/min 流速/（mL/min） 流动相A/% 流动相B/%

0 0.4 95 5

11 0.4 10 90

12 0.4 10 90

12.1 0.4 95 5

14 0.4 95 5

1.3.5.2 质谱条件

电喷雾电离（electron spray ionization，ESI）源正、

负离子模式下的质谱条件如表2所示。

表 2 正、负离子模式质谱条件

Table 2 Mass spectrometry conditions for positive and negative ion modes

参数 ESI＋ ESI－

离子化电压/V 5 500 －4 500
喷雾气压力/psi 50 50
去簇电压/V 60 －60

气帘气压力/psi 35 35
温度/℃ 550 550

辅助加热气压力/psi 60 60
碰撞能量/V 30 －30

1.4 数据处理及统计学分析

将质谱下机原始数据转换为mzXML格式，并使用

XCMS程序进行峰提取、对齐和保留时间校正。采用

向量回归方法对峰面积进行校正，并对各组样本中缺

失率大于50%的峰进行过滤。经过校正和筛选后的峰，

通过检索整合公共数据库、AI预测数据库及metDNA方

法，获得代谢物鉴定信息[20-21]。多元统计分析采用正交

偏最小二乘判别分析（orthogonal partial least squares-
discriminant analysis，OPLS-DA），利用变量投影重要

性（variable importance in projection，VIP）＞1、 

P＜0.05（ t检验）及差异变化倍数（ fo ld  change，
FC）≥2或FC≤0.5确定显著差异代谢物。鉴定出的代

谢物使用KEGG Compound数据库（http://www.kegg.
jp /kegg /compound /）进行标注，然后将标注的代谢

物映射到KEGG Pathway数据库（http://www.kegg.jp/

kegg/pathway.html）。对于给定的代谢物列表，通过

超几何测试的P值确定显著富集的途径。

2 结果与分析

2.1 发酵剂不同贮藏时间活菌数的比较

如图1所示，在30 ℃贮藏过程中，与贮藏0 d时
相比，L. paracasei Zhang ΔpglX和L. paracasei Zhang
的活菌数均下降，但突变体的活菌数极显著高于野生 

型（P＜0.01）。贮藏90 d后，L. paracasei Zhang ΔpglX
的活菌数为10.81（lg（CFU/mL）），高于L. paracasei 
Zhang的9.94（lg（CFU/mL））。
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图 1 L. paracasei Zhang和L. paracasei Zhang ΔpglX 

贮藏90 d前后活菌数的比较

Fig. 1 Comparison of viable counts between L. paracasei Zhang and  

L. paracasei Zhang ΔpglX before and after storage for 90 d

2.2 数据质控分析

本研究采用OPLS-DA方法，以了解2 组样本之间的

代谢差异和组内样本之间的相似程度。图2横坐标表示预

测成分得分值（t），该方向可以看出2 组之间的差距；

纵坐标表示正交成分得分值（to），该方向可以看出每

组组内3 个平行样的差距。由图2可知，正、负离子模式

下，L. paracasei Zhang和L. paracasei Zhang ΔpglX样本分

别聚集在一起，表明实验结果重复性较好；组间分离效

果良好，表明2 株菌株存在差异代谢物质。
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a.正离子模式；b.负离子模式。图3～5同。

图 2 贮藏90 d的L. paracasei Zhang ΔpglX和L. paracasei Zhang的

OPLS-DA图

Fig. 2 OPLS-DA plots of L. paracasei Zhang ΔpglX and L. paracasei 
Zhang stored for 90 d

OPLS-DA评价模型的具体预测参数如图3所示，正离

子模式：R2
Y＝0.999，Q2＝0.871；负离子模式：R2

Y＝1，
Q2＝0.93。其中R2

Y表示该模型对Y矩阵的解释率，Q2表示

该模型的预测能力，R2
Y与Q2≥0.871，该模型稳定可靠。

以上结果表明，OPLS-DA模型有效，可以区分2 组样本

并用于后续的差异代谢物分析。
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图 3 贮藏90 d的L. paracasei Zhang ΔpglX和L. paracasei Zhang的

OPLS-DA验证图

Fig. 3 Permutation test of OPLS-DA model for discriminating between 

L. paracasei Zhang ΔpglX and L. paracasei Zhang stored for 90 d

2.3 差异代谢物分析

根据OPLS-DA模型（生物学重复为3）得到的VIP
初步筛选出2 株菌株间的差异代谢物，结合VIP＞1、 
P＜0.05、FC≥2或FC≤0.5，筛选出269 种显著差异代谢

物。如图4所示，在正离子模式下，显著上调差异代谢物
15 种，显著下调差异代谢物155 种；在负离子模式下，

显著上调差异代谢物29 种，显著下调差异代谢物70 种。

表3、4为正、负离子模式下贮藏90 d的L. paracasei Zhang 
ΔpglX和L. paracasei Zhang的部分差异代谢物。
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图 4 贮藏90 d的L. paracasei Zhang ΔpglX与L. paracasei Zhang的 

差异代谢物火山图

Fig. 4 Volcano plots for differential metabolites between L. paracasei 
Zhang ΔpglX and L. paracasei Zhang stored for 90 d

表 3 正离子模式下贮藏90 d的L. paracasei Zhang ΔpglX和L. paracasei 
Zhang的部分差异代谢物

Table 3 Selected differential metabolites between L. paracasei Zhang 
ΔpglX and L. paracasei Zhang stored for 90 d in the positive ion mode

分子式 差异代谢物 保留时间/min m/z VIP P FC log2FC 类型

C12H20N4O3 组氨酸-异亮氨酸 0.88 269.16 1.61 0.003 05 3.86 1.95 上调

C5H4N4O 次黄嘌呤 1.20 137.04 1.54 0.020 66 0.09 －3.48 下调

C18H30O2 松油酸 6.78 296.26 1.53 0.007 79 0.08 －3.63 下调

C14H26N6O6S 半胱氨酸-谷氨酸-精氨酸 8.57 407.17 1.51 0.020 06 3.24 1.70 上调

C20H21FN2O 西酞普兰 2.95 342.20 1.51 0.006 46 2.44 1.29 上调

C16H26O5
13,14-二氢-15-酮四氢前

列腺素D2 7.79 597.37 1.47 0.040 97 13.79 3.79 上调

C46H66O7 Myxol 2’-岩藻糖苷 11.44 713.48 1.26 0.048 24 2.45 1.29 上调

C30H44O7 灵芝酸A 11.07 481.29 1.21 0.036 64 2.51 1.33 上调

表 4 负离子模式下贮藏90 d的L. paracasei Zhang ΔpglX和L. paracasei 
Zhang的部分差异代谢物 

Table 4 Selected differential metabolites between L. paracasei Zhang 
ΔpglX and L. paracasei Zhang stored for 90 d in the negative ion mode

分子式 差异代谢物 保留时间/min m/z VIP P FC log2FC 类型

C4H4O5 草酰乙酸 0.89 191.02 1.46 0.000 74 0.007 4 －7.07 下调

C6H8O7 柠檬酸 1.16 191.02 1.46 0.002 42 0.008 4 －6.89 下调

C6H14O12P2 D-肌醇-1,4-二磷酸 0.71 360.97 1.45 0.003 83 12.676 1 3.66 上调

C15H24N2O17P2 二磷酸尿苷葡糖 1.29 565.05 1.44 0.004 45 6.730 3 2.75 上调

C18H36O5 9,10,18-三羟基硬脂酸 6.58 331.25 1.42 0.000 18 7.598 8 2.93 上调

C22H20O13 胭脂红 0.71 376.94 1.39 0.001 90 24.985 8 4.64 上调

C10H16N2O7 γ-谷氨酰谷氨酸 1.07 313.04 1.36 0.002 42 0.070 8 －3.82 下调

C20H34O5
11β-13,14-双氢-15-酮基-

前列腺素PGF2a 6.58 413.25 1.34 0.000 16 14.448 3 3.85 上调

C6H14O12P2 D-果糖-1,6-二磷酸 0.97 372.11 1.31 0.028 01 6.355 9 2.67 上调

C6H15O9P 6-磷酸山梨糖醇 0.72 261.04 1.31 0.003 92 41.138 2 5.36 上调

C28H34O14 迪迪明 1.09 593.20 1.30 0.002 24 9.247 2 3.21 上调

C18H19N3O4S 对羟基罗格列酮 1.06 507.09 1.26 0.010 98 13.083 1 3.71 上调

C6H15O9P D-甘露醇-1-磷酸 1.03 261.04 1.22 0.006 82 10.503 8 3.39 上调

C17H17N3O 雷莫司琼 5.78 278.14 1.01 0.001 09 0.136 3 －2.88 下调

2.4 差异代谢物的KEGG富集分析

对KEGG代谢途径中已鉴定的差异代谢物进行富集

分析，如图5所示，在正离子模式下主要富集到生物素代

谢等多条代谢通路，在负离子模式下主要富集到核苷酸

代谢、嘌呤代谢、嘧啶代谢、柠檬酸循环、乙醛酸盐和

二羧酸盐代谢等多条代谢通路。
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图 5 贮藏90 d的L. paracasei Zhang ΔpglX与L. paracasei Zhang的 

差异代谢物富集分析

Fig. 5 Enrichment analysis of differential metabolites between  

L. paracasei Zhang ΔpglX and L. paracasei Zhang stored for 90 d

3 讨 论

3.1 甲基化对副干酪乳杆菌贮藏期间碳水化合物及其代

谢物的影响

与L. paracasei Zhang相比，L. paracasei Zhang ΔpglX
有6-磷酸山梨糖醇、D-甘露醇-1-磷酸等磷酸糖类差异

代谢物存在显著差异，磷酸糖类物质在细菌细胞各类代

谢途径及其他重要生物分子合成中作为前体成分或关键

中间体发挥重要作用，促使这些化合物的类似物包含相

当稳定的含磷部分[22]。6-磷酸山梨糖醇可以调节葡萄糖

的代谢。D-甘露醇-1-磷酸是果糖和甘露糖代谢的中间

体，参与磷酸烯醇式丙酮酸依赖性基团易位（磷酸转移

酶系统），这是细菌吸收碳水化合物的主要机制[23]。与 

L. paracasei Zhang相比，L. paracasei Zhang ΔpglX可能通

过提高6-磷酸山梨糖醇、D-甘露醇-1-磷酸等磷酸糖类物

质的产量，从而利用碳水化合物来应对贮藏胁迫。

3.2 甲基化对副干酪乳杆菌贮藏期间有机酸及其衍生物

的影响

在贮藏90  d时，L .  paracase i  Zhang  Δpg lX与 

L. paracasei Zhang相比，主要差异代谢物为果糖-1,6-二
磷酸、草酸、柠檬酸、灵芝酸A等有机酸类差异代谢物

质。果糖-1,6-二磷酸在许多代谢途径中具有直接调节作

用，尤其是糖酵解途径中。果糖-1,6-二磷酸通过刺激糖

酵解增加碳水化合物的利用，同时抑制糖异生，防止糖

原分解并刺激其合成
[24]。许多双歧杆菌、链球菌菌株的

乳酸脱氢酶需要果糖-1,6-二磷酸特异性激活，该糖酵解

中间体可能作为乳酸脱氢酶的变构激活剂[25-26]。果糖-1,6-
二磷酸是参与抑制粪肠球菌乳酸氧化酶系统的几种糖酵

解中间体之一，也是诱导粪肠球菌中苹果酸脱氢酶/脱羧

酶的负效应物的几种化合物之一[27]。果糖-1,6-二磷酸还

在许多生物体中激活丙酮酸激酶、磷酸果糖激酶[28-29]。

在糖异生过程中，果糖双磷酸酶催化果糖-1,6-二磷酸形

成果糖-6-磷酸[30]。草酸、柠檬酸参与柠檬酸循环，其中

草酰乙酸在第1步中与乙酰辅酶A和水反应形成柠檬酸，

随后，柠檬酸经过异构化形成异柠檬酸，然后继续经历

氧化、脱羧、氧化脱羧等过程，转化为琥珀酸、延胡索

酸、L-苹果酸，最后又形成4 个碳原子的草酰乙酸。灵芝

酸A是一种高度氧化的羊毛甾烷型三萜化合物[31]，具有抗

真菌、5α-还原酶抑制剂、醛糖还原酶等特性[32]。其中醛

糖还原酶是多元醇通路的限速酶，可以催化葡萄糖转变

成山梨醇，再进一步氧化生成果糖。由此可以看出，与 

L. paracasei Zhang相比，L. paracasei Zhang ΔpglX能够通

过利用有机酸来应对贮藏胁迫。

3.3 甲基化对副干酪乳杆菌贮藏期间脂肪酰类代谢物的

影响

在贮藏90  d时，L .  paracase i  Zhang  Δpg lX与 

L. paracasei Zhang相比，有9,10,18-三羟基硬脂酸、松油

酸等游离脂肪酸类差异代谢物质。9,10,18-三羟基硬脂酸

是一种长链饱和脂肪酸。松油酸是一种长链不饱和脂肪

酸，具有抗炎作用，可改善淋巴细胞功能，还可以控制 

食欲
[33]。细菌的脂肪酸组成随着生长温度的变化而变

化，在芽孢杆菌等细菌中异构脂肪酸含量随着生长

温度的升高而增加，反异构脂肪酸含量随着生长温

度的降低而增加 [34]。不饱和脂肪酸可以增加细胞膜的

流动性，以提高其抗冷冻能力。由此，本研究推测

L. paracasei Zhang ΔpglX在30 ℃的贮藏期生成9,10,18-三
羟基硬脂酸、松油酸等游离脂肪酸类差异代谢物质以应

对贮藏胁迫。

3.4 甲基化对副干酪乳杆菌贮藏期间核苷酸代谢物的影响

在贮藏90  d时，L .  paracase i  Zhang  Δpg lX与 

L. paracasei Zhang相比，主要差异代谢物为二磷酸尿苷葡

萄糖（uridine diphosphate glucose，UDPG）、次黄嘌呤等

核苷酸类物质。UDPG作为糖基供体，可在UDP-糖基转移

酶的催化下糖基化修饰受体分子羟基、羧基等活性位点，

得到溶解性更好、生理活性更高的糖苷化合物
[35]。UDPG

及其类似物是显示抗病毒活性的蛋白糖基化抑制剂[36]。 

嘌呤类物质在细胞生理学、食品添加剂和药物中具有多

种功能，在干酪乳杆菌和大肠杆菌中都可以产生次黄嘌

呤，可以利用微生物大规模生产[37]。与L. paracasei Zhang
相比，L. paracasei Zhang ΔpglX可以通过生成核苷酸类物

质调节贮藏特性。

3.5 甲基化对副干酪乳杆菌贮藏期间苯及其衍生物的影响

L. paracasei Zhang ΔpglX与L. paracasei Zhang相比，

主要差异代谢物有对羟基罗格列酮、西酞普兰、雷莫司

琼和胭脂红等苯系物。氢溴化西酞普兰是一种外消旋双

环邻苯二甲酸衍生物，是一种5-羟色胺选择性再摄取抑

制剂（selective serotonin reuptake inhibitor，SSRI），对

一系列神经递质靶点受体几乎没有亲和力 [38]。SSRI具
有抗菌特性，主要对革兰氏阳性菌有效[39]。西酞普兰对
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伤寒沙门氏菌、铜绿假单胞菌、大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌和粪肠球菌均有活性，其最低抑菌质量浓度为

6～7 mg/mL[40]。雷莫司琼在突变株中表达下调，它是针

对5-羟色胺3受体的拮抗型止吐药，具有选择性，在治疗

肠易激综合征时可显著改善大便性状，缓解腹部疼痛等

不适[41]。胭脂红一直被用作染料，在食品、化妆品和制

药等领域广泛使用，研究[42]证明它是无害的，而其他染

料对健康有不利影响。罗格列酮是一种噻唑烷二酮类抗

糖尿病药物的胰岛素增敏剂，对羟基罗格列酮是它的主

要代谢产物之一[43]。因此推测L. paracasei Zhang ΔpglX的
显著差异代谢产物可以抑制致病菌的生长，在食品、制

药等领域有潜在的应用价值。

3.6 甲基化对副干酪乳杆菌贮藏期间激素及激素相关物

质的影响

前列腺素是一类含氧花生四烯酸代谢物，包括前列

腺素F2α、前列腺素D2、前列腺素E2、血栓素A2和前列

环素。依前列醇别名前列环素。前列腺素参与控制许多

生理过程，可以调节炎症、过敏反应，如抗肠炎，帮助

恢复肠道内环境稳态[44]。表明L. paracasei Zhang ΔpglX与
L. paracasei Zhang相比，生成的显著差异代谢产物可能

具有益生功能。

3.7 甲基化对副干酪乳杆菌贮藏期间其他代谢物质的影响

肌醇是一种六碳环醇，除了可以饮食摄取，还能通

过葡萄糖-6-磷酸的多步骤转化得到，先转化为磷脂酰肌

醇，磷脂酰肌醇通过相应的激酶和磷酸酶催化代谢为磷

酸肌醇4,5二磷酸等磷酸肌醇，磷酸肌醇是细胞膜的次

要成分，参与动态过程[45]。L. paracasei Zhang ΔpglX与
L. paracasei Zhang的差异代谢产物有组氨酸-异亮氨酸、

半胱氨酸-谷氨酸-精氨酸、γ-谷氨酰谷氨酸等肽类物质。

乳酸菌的蛋白水解酶系能分解生成丰富的小分子多肽和

氨基酸。由2～4 个氨基酸以肽键相连组成的叫做小肽，

可能具有抗氧化应激、调节免疫、调节胃肠道系统等功

能[46]。黄酮类化合物是具有C6—C3—C6结构的一类化

合物的总称，具有参与衰老过程、触发抗氧化活性、避

免氧化应激、组织损伤和炎症等作用。迪迪明属于黄酮

类化合物，是一种典型的膳食糖苷，是纯天然抗氧化 

剂[47]。黏液醇-2’-岩藻糖苷是单环蓝藻叶黄素，属于类胡

萝卜素，被称为抗氧化剂、抗炎剂和抗肿瘤剂[48]。说明

L. paracasei Zhang ΔpglX的代谢产物参与细胞代谢过程，

可能具有提高抗氧化能力等益生特性。

4 结 论

本研究基于超高效液相色谱 -质谱联用非靶向代

谢组学分析方法，比较L. paracasei  Zhang ΔpglX与

L. paracasei Zhang制备的发酵剂贮藏90 d时的差异代谢

产物，利用OPLS-DA共筛选出269 种显著差异代谢物

质。在正离子模式下主要富集到生物素代谢等多条代

谢通路；在负离子模式下主要富集到核苷酸代谢、嘌

呤代谢、嘧啶代谢、柠檬酸循环、乙醛酸盐和二羧酸

盐代谢等多条代谢通路。说明L. paracasei Zhang ΔpglX
主要通过生成和利用碳水化合物类物质、脂肪酸类物

质等来应对贮藏胁迫环境。与L. paracasei Zhang相比，

L. paracasei Zhang ΔpglX贮藏90 d后产生很多具有抗菌活

性、益生活性的代谢产物，由于这些物质是由益生菌代

谢产生的，因此对人体很安全，是人类开发安全、有效

的健康产品的较佳原料。本研究结果为揭示DNA甲基表

型缺失后L. paracasei Zhang应对贮藏胁迫的分子机制提

供了理论支持，为实现L. paracasei发酵剂大规模工业化

生产提供了新思路。
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