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副干酪乳杆菌F50高密度发酵提升去除黄曲霉毒素

能力及其非靶向代谢组学

张欣蕊，阳刚，李爱君，彭小伟，阚建全*

（西南大学食品科学学院，重庆 400715）

摘要：副干酪乳杆菌在食品工业和安全控制中均有重要作用，工厂在生产应用中为了节约设备空间，降低生产成本并

提升应用价值对其进行高密度发酵。该研究利用低成本的糖蜜和脱油毛叶山桐子粕对副干酪乳杆菌 F50 进行高密度发酵，

以菌种密度作为响应值对培养条件和培养基成分进行优化。结果表明，副干酪乳杆菌发酵最佳条件为接种量 3.5%、培养

环境 pH 值 6.7 以及添加碳酸钙 1.7% 和脱油毛叶山桐子粕 3.2 g/L 油封发酵，最终菌种密度可以从 7.3×108 CFU/mL 提高到

1.7×1010 CFU/mL，约为常规培养的 23 倍，黄曲霉毒素去除率从优化前 18.15% 提升到优化后 48.17%。为了探究高密度培

养后黄曲霉毒素去除率提高的原因，利用液相色谱 - 质谱联用仪（Liquid Chromatograph Mass Spectrometer, LC-MS）使用

非靶向代谢组学技术对优化培养前后的副干酪乳杆菌上清液进行检测。结果表明，优化前后副干酪乳杆菌发酵液主要差异

代谢物有 535 种，脂类、多肽、有机酸代谢物含量增加，同时谷氨酸代谢通路增强，促进谷胱甘肽的生物合成。该研究可

为副干酪乳杆菌高密度发酵和生物降毒研究提供一定的参考。
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High Density Fermentation of Lactobacillus paracasei F50 Enhances Aflatoxin 

Removal and Associated Non-targeted Metabolomics
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(College of Food Science, Southwest University, Chongqing 400715, China)

Abstract: Lactobacillus paracasei plays a significant role in the food industry and safety. To save equipment space, reduce 

production costs, and enhance application value, factories conduct high-density fermentation during production. Low-cost molasses 

and defatted Idesia polycarpa Maxim were used as substrates for the high-density fermentation of L. paracasei F50. The culture 

conditions and medium components were meticulously optimized, with strain density serving as the primary response variable. 

The results showed that the optimal fermentation conditions for L. paracasei were a 3.5% inoculum, culture pH of 6.7, 1.7% calcium 

carbonate, and 3.2 g/L defatted Idesia polycarpa meal. The final strain density increased from 7.3×108 CFU/mL to 1.7×1010 CFU/mL, 

approximately 23 times that of the conventional culture. The aflatoxin removal rate increased from 18.15% before optimization to 

48.17% after optimization. To investigate the reasons for the improved aflatoxin removal rate after high-density cultivation, liquid 
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副干酪乳杆菌（Lactobacillus paracasei），属于

有益乳酸菌，在其生长过程中产生的乳酸具有抗氧化

功能，抑制大肠杆菌、金黄色葡萄球菌 [1] 等杂菌的作

用，除此之外，副干酪乳杆菌还可作为其他有害细菌、

真菌的拮抗菌。比如研究表明，副干酪乳杆菌发酵液

中高浓度的二乙酰基能有效抑制葡萄球菌和青霉菌活

性 [2] ，同样 Mohamed 等 [3] 发现采用母乳中分离出的副

干酪乳杆菌制作的硒纳米颗粒对动物病原真菌也有拮

抗作用。此外，Sadeghi 等 [4] 从米糠酸面团中分离出的

乳酸菌对黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin B1, AFB1）有降解

作用，并且在其生长胁迫环境下仍可以产生乙酸和抗

真菌代谢产物，具有吸附和降解赭曲霉毒素、镰刀菌

毒素 [5] ，同时乳酸菌在高盐发酵鱼产品中同样也具有

去除 AFB1
 [6] 等霉菌毒素的能力。因此，副干酪乳杆菌

在黄曲霉等毒素去除方面具有巨大潜力。

开发副干酪乳杆菌生物拮抗产品需要大量益生菌，

因此需要对其进行高密度培养。目前，高密度发酵的

菌种密度提升方式包括优化培养基、优化培养条件以

及发酵过程控制。例如，郑亚平等 [7] 针对培养基使用

微生物自动鉴定系统对植物乳杆菌最优碳氮源进行筛

选，获得的菌体能够保持较高活性高密度培养，Jiang
等 [8] 在连续分批补料发酵中，通过补加 Fe2+ 和 NaNO3

提高了铜绿假单胞菌的细胞密度，汪乐盛等 [9] 通过对

培养基中碳氮源优化和培养条件筛选，提高了丁酸梭

菌的菌体量。此外，高密度发酵还能降低成本以及增

加代谢产物含量，例如 Dishisha 等 [10] 以淀粉加工副产

物马铃薯汁为氮源和维生素源，降低了丙酸杆菌发酵

生产丙酸的成本。类似地，陈辰等 [11] 对烟草废水中含

有的可溶性糖、含氮化合物和矿物质进行利用，实现

了副干酪乳杆菌乳酸产量的提高。然而，目前高密度

发酵的添加组分普遍雷同，且有关通过高密度发酵来

提高副干酪乳杆菌对霉菌毒素去除率的研究鲜有报道。 
基于上述现状，本文利用课题组从泡菜中获得的

一株对黄曲霉毒素有降解作用的副干酪乳杆菌 F50 为

研究对象，以菌种密度作为优化指标，使用低廉的糖

蜜和脱油毛叶山桐子粕对培养基中营养成分进行替换

以及补充，从而降低培养基成本，对毛叶山桐子榨油

残渣进行了废物利用，并对培养基和培养条件进行优

化。此外，分析了优化前后副干酪乳杆菌去除 AFB1

的差异，采用非靶向代谢组学探究去除毒素的关键代

谢产物。本文旨在为副干酪乳杆菌的规模化生产及其

去除 AFB1 的应用提供参考。

1  材料与方法

1.1 材料与设备

1.1.1 材料与试剂

副干酪乳杆菌：由本课题组分离并鉴定，保藏在

中国典型培养物保藏中心，保藏编号为 CCTCC NO ：

M 20222039。
毛叶山桐子，四川省乐山市林业园林局；金龙鱼

花生油，金龙鱼粮油食品股份有限公司；糖蜜，广西

华舜国际经贸有限公司；其他药品如蛋白胨、酵母粉、

牛肉粉、酵母浸粉、葡萄糖、麦芽糖、琼脂均为生物级，

北京奥博星生物技术有限责任公司；硫酸锰、硫酸镁、

乙酸钠、柠檬酸三铵、磷酸氢二钾、氯化钠、氯化铁、

硫酸铁、硫酸铜、氯化钙、碳酸钙、吐温 80 均为分析

纯，成都市科龙化工试剂厂；二氯甲烷、正己烷、三

氟乙酸均为色谱纯，重庆市钛新化工有限公司；黄曲

霉毒素，上海源叶生物科技有限公司。

MRS 液体培养基：蛋白胨 10.0 g/L，牛肉粉 5.0 g/L，
葡萄糖 20.0 g/L，酵母粉 4.0 g/L，乙酸钠 5.0 g/L，磷

酸氢二钾 2.0 g/L，硫酸镁 0.2 g/L，柠檬酸三铵 2.0 g/L，
硫酸锰 0.05 g/L，吐温 80 1.1 g/L，121 ℃灭菌 15 min
后备用。

MRS 琼脂培养基：在 MRS 液体培养基中添加

2%（m/V）琼脂，121 ℃灭菌 15 min 后备用。

1.1.2 仪器与设备

T500 紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有

限责任公司；JXDC-20 氮气吹扫仪，上海净信实业发

展有限公司；Agilent 1260 series 高效液相色谱仪，安捷

伦科技有限公司；UPLC-Q-Exactive Orbitrap MS 超高效

液相色谱 -质谱仪，深圳微科盟科技集团有限公司。

chromatography-mass spectrometry (LC-MS) was used to analyze the supernatant of L. paracasei before and after optimized 

cultivation using non-targeted metabolomic techniques. The results showed that there were 535 main differential metabolites in 

the fermentation broth of L. paracasei before and after optimization, with increased levels of lipid, polypeptide, and organic acid 

metabolites. Simultaneously, the glutamate metabolic pathway was enhanced, promoting glutathione biosynthesis. This study 

provides a reference for high-density fermentation and biological detoxification research on L. paracasei.

Key words: Lactobacillus paracasei; high density fermentation; defatted Idesia polycarpa; non-targeted metabolomics; aflatoxin
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1.2 实验方法

1.2.1 菌种活化

将甘油管保存的副干酪乳杆菌以 3%（V/V）的接

种量接种到 100 mL 已灭菌的 MRS 液体培养基中，

37 ℃培养箱静置培养 1~2 d，重复两次。

1.2.2 副干酪乳杆菌培养条件优化

1.2.2.1 单因素实验

在 250 mL 三角瓶中进行单因素和响应面优化实

验，接种活化后的副干酪乳杆菌，37 ℃油封（在发酵

液上倒 2~3 cm 植物油，形成厌氧环境）培养 18~20 h，
以测定的 OD600 值为评价指标。

分别设置 1%、3%、5%、7%、9%（V/V）的接

种量；液体培养基的初始 pH 值为 5、5.5、6、6.5、7、
7.5 ；以 0.02%（m/V）的比例分别添加硫酸铁、硫酸铜、

硫酸镁、氯化钙、硫酸锰作为金属离子；设置碳酸钙

2%、4%、6%、8%、10%（m/V）的比例添加；将胡

萝卜汁、番茄汁、黄瓜汁、葡萄汁和牛奶、作为营

养因子，经过 0.22 μm 膜过滤后以 1%（V/V）量添加；

设置脱油毛叶山桐子粕以 0、5、10、15、20 g/L 的比

例加入液体培养基，以上作为单因素实验条件。

1.2.2.2 响应面实验

根据单因素实验结果，以菌种密度为响应值，探

究接种量（X1）、初始 pH 值（X2）、碳酸钙含量（X3）、

脱油毛叶山桐子粕添加量（X4）对副干酪乳杆菌发酵

工艺的影响。采用 Box-Behnken 实验设计，选择 3 个

水平 -1、0、1，利用 Design Expert 10.0.3 软件设计四

因素三水平（见表 1）的中心组合响应面优化实验。

表 1  四因素三水平响应曲面分析实验设计表

Table 1 4 factors 3 horizontal response surface analysis 

experimental design table

因素 单位 符号
水平

-1 0 1

接种量 % X1 2 3 4

初始 pH 值 - X2 5 6 7

碳酸钙含量 % X3 0 1.5 3.0

脱油毛叶山桐子
粕添加量

g/L X4 0 1 5

1.2.3 培养基成分筛选

参照 Zhang 等 [12] 的方法，按照北京奥博星生物

技术有限公司标准 MRS 液体培养基的成分比例自配

培养基作为基础培养基对照（下同），分别以 50 g/L
的比例加入糖蜜、麦芽糖、D- 果糖、蔗糖替换基础

培养基中的碳源（葡萄糖），将两种最佳碳源以 1:1、

2:1、3:1（m/m）的比例进行复配，将筛选出的最适比

例的复配碳源分别设置为 10、30、50、70、90 g/L 不

同质量浓度。参照 Ayivi 等 [13] 的方法，分别以 20 g/L
的比例将胰蛋白胨、酵母浸粉、牛肉膏、酵母浸膏替

换 MRS 培养基中的氮源（蛋白胨），将两种最佳氮源，

以 1:1、2:1、3:1（m/m）的比例进行复配，将筛选出

的最适比例的复配氮源分别设置为 10、30、50、70、
90 g/L 不同质量浓度。

1.2.4 发酵液中细胞浓度测定

采用 GB 4789.35-2023《食品微生物学检验 乳酸

菌检验》中描述的稀释平板计数法对发酵液中的活菌

数进行测定。

1.2.5 发酵条件优化前后去除黄曲霉毒素B1的测定

使用优化前后两组副干酪乳杆菌 F50 进行 AFB1

去除实验，将 2 mL10 mg/mL 的 AFB1 加入到 50 mL
液体培养基中并接种副干酪乳杆菌 F50，37 ℃油封培

养 7 d，每天测定 AFB1 含量。AFB1 的提取和测定参

考 Yang 等 [14] 描述方法，用二氯甲烷作为毒素萃取剂，

将发酵液和萃取液按 1:2 比例进行萃取，使用三氟乙

酸衍生。HPLC 检测条件为：C18 柱（柱长 150 mm，

柱内径 4.6 mm，填料粒径 5.0 mm)，流动相为 65% 水、

35% 有机（乙腈 : 甲醇 =1:1），流量为 1.0 mL/min，柱

温为 40 ℃，进样体积为 50 mL，荧光检测器的激发波

长和发射波长分别为 360 nm 和 440 nm。AFB1 降解率

按下式（1）计算。

R = 
c-T

C
×100%                               （1）

式中：

R——AFB1 降解率，% ；

C——对照组中 AFB1 含量，mg/mL ；

T——实验组中 AFB1 含量，mg/mL。

1.2.6 非靶向代谢组学检测

1.2.6.1 样本信息

样本总共分两组，组 A（优化前，O），组 B（优

化后，W）每组六个，其中 A 组中有三个加菌培养

（O1 add、O2 add、O3 add），三个不加菌（O1、O2、
O3）对照培养，B 组中有三个加菌培养（W1 add、
W2 add、W3 add），三个不加菌（W1、W2、W3）。
1.2.6.2 HPLC条件

色谱柱：HypersilGoldcolumn（C18），柱温 40 ℃，

流速 0.2 mL/min，流动相 A ：0.1% 甲酸，流动相 B ：

甲醇。

1.2.6.3 质谱条件

扫描范围选择 m/z 100~1 500 ；ESI 源的设置如下：
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喷雾电压（SprayVoltage）：3.5 kV ；鞘气流量：35 L/min ；

辅助气流速：10 L/min ；离子传输管温度：320 ℃；离

子导入射频电平：60 ；辅助气加热器温度：350 ℃；极

性：正离子模式，负离子模式；MS/MS 二级扫描为数

据依赖性扫描。

1.3 数据处理与统计分析

1.3.1 单因素响应面优化实验数据分析

所有实验一式三份进行。数据表示为均值 ± 标准

差。采用单因素方差分析法评估组间统计学意义，其

次采用 SPSS Statistics 20.0 的 Waller-Duncan 多范围检

验，P  ＜  0.05 具有统计学意义。

1.3.2 非靶向代谢组学数据分析

使用 GraphPad Prism 9 进行方差分析和 t 检验，证

明差异的统计学意义，P  ＜  0.05 被认为具有统计学意

义。使用 OECloud 工具在 https://bioincloud.tech/ 处采

用 Spearman 相关系数分析重要代谢物之间的相关性。

主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘判别分

析（OPLS-DA）使用 Wekemo Bioincloud（https://www.
bioincloud.tech）完成。使用 OPLS-DA 模型计算投

影（VIP）值的变量重要性，单因素分析（t 检验）

计算统计显著性（P 值），并通过三个重复计算的

VIP ＞ 1.0 和 P  ＜  0.05 来选择差异代谢物。对于聚类热

图，使用差异代谢物强度区域的分数对数据进行归一

化，https://bioincloud.tech/task-meta 工具绘制，并利用

https://bioincloud.tech/standalone-task-ui/color_map 分析

差异代谢物的富集途径。

2  结果与讨论

2.1 发酵培养条件及响应面实验结果

2.1.1 培养条件单因素实验结果

如图 1a，接种量为 3% 时菌种密度最大，随着接

种量的增加，过高的生长密度使副干酪乳杆菌发生营

养竞争，从而抑制菌种继续生长。图 1b 所示，培养

基初始 pH 值为 6.5 时菌种密度最大，在高密度培养工

艺中，通过适当调高培养基的初始 pH 值，从而提高

在发酵过程中的恒定 pH，可以获得更高的活菌数和更

好的生长效果。如图 1c，相较添加其它金属离子，添

加 Mg2+ 离子的效果最好，原因可能是镁离子激活了

副干酪乳杆菌生长和代谢相关的酶，并有助于维持培

养基的弱碱性环境，进而促进细胞的增殖和生长。如

图 1d，碳酸钙的添加量为 2% 时菌种密度最高，添加

碳酸钙 [15] 有利于培养环境中 pH 值的稳定，避免生长

中乳酸的大量积累胁迫菌种生长，但高质量浓度的碳

酸钙，破坏了培养环境 pH 的稳定，从而降低了菌种

密度。图 1e 结果发现，番茄汁 [16] 作为生长因子更有利

于副干酪乳杆菌生长，其中含有丰富的维生素、矿物

质以及多种抗氧化物质，其中的抗氧化物质可以中和

自由基，减少氧化应激，从而保护细胞免受损害。毛

叶山桐子成本低，通常其作为油料所使用。脱油后的

毛叶山桐子残渣会直接丢弃，但其中含有丰富的营养

物质 [17] ，如蛋白质、脂肪、灰分等多种必需微量元素。

因此，本文试图添加脱油毛叶山桐子粕，促进对废物的

利用和减少培养基成本。图 1f 所示，添加量为 5 g/L 时

菌种密度最高，较高的添加量会导致培养基中营养成

分过于丰富，形成高渗透压环境，降低乳酸菌生长速

率和繁殖能力。
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图 1 培养条件单因素实验结果

Fig.1 Results of single factor experiment on cultivation 

conditions

注：图中小写字母表示每组数据间的显著性差异。

2.1.2 响应面实验结果

2.1.2.1 菌种密度模型建立与分析

如表 2 所示，通过对实验数据进行二次回归方程

分析，将响应变量与实验变量联系起来。采用 Design 
expert 10.0 软件对实验数据进行多元回归拟合，设接

种量（X1）、初始 pH 值（X2）、碳酸钙含量（X3）和

脱油毛叶山桐子粕含量（X4），以菌种密度 OD600 为响

应值进行多元回归拟合，得到二次多项回归方程：Y=
8.79+0.49X1+0.89X2+0.4X3+0.37X4+1.18X1X2-0.09X1X3-

1.32X1X4-0.37X2X3-0.64X2X4-0.7X3X4-1.67X1
2-1.19X2

2-

1.36X3
2-1.25X4

2。

从表 2 可以看出，该回归模型极显著，失拟项

不显著，同时模型回归系数 R2=0.948 2，调节后的

R2=0.896 4，表明 89.64% 的数据可用该模型解释，说

明方程可靠性较高，模型拟合程度好，实验值与预测

值比较接近。因此，可以用该模型对菌种密度进行分

析和预测。

表 2  菌种密度模型及回归系数的回归分析结果

Table 2 Regression analysis results of strain density model and 
regression coefficient

来源
离差平
方和

自由
度

均方 F 值 P 值
显著
性

模型 64.66 14 4.62 18.30   <  0.000 1 **

接种量 2.85 1 2.85 11.30 0.004 7 **

初始 pH 值 9.54 1 9.54 37.81   <  0.000 1 **

碳酸钙含量 1.88 1 1.88 7.45 0.016 3 *

脱油毛叶山桐
子粕添加量

1.61 1 1.61 6.39 0.024 1 *

X1X2 5.59 1 5.59 22.17 0.000 3 **

X1X3 0.03 1 0.032 0.13 0.725 4

X1X4 6.97 1 6.97 27.62 0.000 1 **

X2X3 0.53 1 0.53 2.11 0.168 2

X2X4 1.63 1 1.63 6.44 0.023 6 *

X3X4 1.95 1 1.95 7.71 0.014 8 *

X2 18.14 1 18.14 71.88   < 0.000 1 **

X2
2 9.16 1 9.16 36.31   <  0.000 1 **

X3
2 11.95 1 11.95 47.35   <0.000 1 **

X4
2 10.19 1 10.19 40.39   <0.000 1 **

残差 3.53 14 0.25

失拟项 3.25 10 0.32 4.52 0.079 4

纯误差 0.29 4 0.07

总和 68.19 28

R2 = 0.948 2 R2
adj

 = 0.896 4

注：* 表示为显著，P  ＜  0.05 ；** 表示为极显著 P  ＜  0.01。

通过分析方差数据可以看出，一次项接种量、初

始 pH 值对菌种密度具有极显著影响，碳酸钙含量、

脱油毛叶山桐子含量对菌种密度具有显著影响。分析

各因素的主效应关系为：pH 值 ＞ 接种量 ＞ 碳酸钙含

量 ＞ 脱油毛叶山桐子含量。其二次项交互作用 X1X2、

X1X4 对菌种密度具有极显著的影响，X2X4、X3X4 对菌

种密度具有显著的影响 [18] 。

2.1.2.2 验证实验结果

根据回归方程模型，以菌种密度最大值为优化目

标，得到预测的最优条件为：接种量为 3.5%、pH 值

为 6.7、添加碳酸钙 1.7%、脱油毛叶山桐子 0.32 g/L。在

此最优条件下，经 3 次平行实验，实际菌种密度为

9.15×109 CFU/mL，与预测总菌种密度 9.20×109 CFU/mL，
在 5% 偏差范围内相差不大，证实了预测值和实验值
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之间的良好相关性。

2.2 培养基碳氮源实验结果

由于培养中的碳源和氮源对微生物的生长具有重

要意义，本文进一步对培养基中的碳源、氮源以及添

加量进行优化。如图 2a，在 5 种碳源中，采用糖蜜作

为碳源，菌种密度最高，其次为麦芽糖。据报道，麦

芽糖和糖蜜 [19] 更容易被菌种利用，因此，对麦芽糖和

糖蜜进行复配。糖蜜是工业副产物，价格低廉，并且其

中含有可以被微生物利用的蔗糖、还原糖和棉实糖。此

外，糖蜜还含有蛋白质、多种矿物质、维生素、纤维

素、胺类等成分，为微生物提供了全面的营养支持，可

以促进微生物代谢产物的合成。麦芽糖作为碳源，经过

一系列转化后可以产生能量（ATP）和副干酪乳杆菌生

长必需的前体物质，并且通过刺激相关合成基因的启动

和相应酶系的合成，加速菌体的生长和代谢过程。如

图 2b 所示，当糖蜜和麦芽糖比例为 3:1 时菌种密度最

大，图 2c 最佳添加量为 10 g/L。同理，对氮源进行优化，

图 2d 结果显示，蛋白胨的效果最佳，其次为酵母浸粉。

蛋白胨是由蛋白质经酶或酸水解后得到的产物，含有丰

富的氨基酸、肽段等氮源物质，容易被微生物吸收和利

用。酵母浸粉中的的叶酸、尼克酸、钴胺素等维生素类

物质在微生物的生长和代谢过程中起着重要作用，有助

于增强菌体的抗氧化能力、抗酸能力等，从而提高菌体

在不利环境下的生存能力。如图 2e，最佳复配结果是

蛋白胨：酵母浸粉为 3:1，图 2f 最佳添加量为 50 g/L。

图 2 培养基成分单因素实验结果

Fig.2 Results of single factor experiment of medium composition

2.3 去除黄曲霉毒素实验结果

图 3 所示，经过高密度培养优化后的副干酪乳

杆菌 F50 在对 AFB1 的去除方面有显著的效果，优

化后的 F50 发酵液在第三天毒素去除率最高，达到
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了 48.17%，已达到其他同类益生菌毒素去除率水

平，未优化的 F50 发酵液在第一天毒素去除率最高为

18.15%，说明优化后的副干酪乳杆菌 F50 发酵液可以

在 3 d 内持续对毒素产生去除作用。副干酪乳杆菌培

养 3 d 后逐步死亡，从而造成毒素从菌种体内裂解释

放 [20] ，因此后续降毒效果下降，但整体优化后的毒素

去除率仍高于优化前。

图 3 黄曲霉毒素降解率随时间变化

Fig.3 The degradation rate of aflatoxin varies over time

注：大写字母表示优化培养基组间数据显著性差异；小写

字母表示未优化培养基组间数据显著性差异。

2.4 非靶向代谢组学实验结果

2.4.1 主成分分析

图 4 PCA 主成分分析以及 PLS-DA 得分图

Fig.4 PCA principal component analysis and PLS-DA score chart

注：（a）正离子模式下主成分分析；（b）负离子模式下主

成分分析；（c）正离子模式下 PLS-DA 得分图；（d）负离子模式

下 PLS-DA 得分图。

采用 PCA 和 PLS-DA 对优化前后副干酪乳杆菌

的代谢物进行分析，可以总体上反映各样本组间的总

体差异和组内样本的变异度。在正离子图 4a 和负离

子图 4b 模式下，PC1 的贡献率分别是 45.1% 和 44%，

PC2 的贡献率分别是 19.1% 和 24.1%。由于 PC1 是解

释数据变化的主要成分 [21] ，并结合图中的置信椭圆分

析，因此两组数据差异显著。PLS-DA 进一步分析不

同样品之间相似度及差异性分析，正离子图 4c 和负离

子图 4d 模式下，Component1 分别是 44.8% 和 43.7%，

这说明第一个 PLS 成分在解释数据集变异性方面起到

了重要作用。结果表明在优化前的 A 组和优化后的 B
组在正负离子检测模式下差异显著，表现出明显的

分离趋势，并且在排除培养基本身成分影响的组内

差异，代谢产物差异是显著存在的，为进一步分析

奠定了基础。

2.4.2 差异代谢物聚类分析

经 LC-MS 检测，优化前后副干酪乳杆菌发酵上

清液中总的差异代谢物有 535 种，含量增加的差异代
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谢物有 268 种，含量降低的差异代谢物有 267 种。在

535 种差异代谢物中，差异倍数较大的是脂类、多肽、

核酸、类固醇、有机酸 5 种类别，分别占比 24%、

19.6%、18.9%、12%、8.23%。

图 5 正负离子代谢物差异热图以及分类图

Fig.5 Differential heat map and classification map of positive and 

negative ion metabolites

注：（a）正离子分组百分比堆积柱形图；（b）正离子差异

代谢物集聚类热图；（c）负离子分组百分比堆积柱形图；（d）负

离子差异代谢物集聚类热图；（e）生物角色堆积分类图。

基因通过不同的色块来表示，颜色的深浅反映了

基因表达量的大小，红色通常代表高表达，而蓝色代

表低表达。这些色块通过水平和垂直方向上的线连接

起来，表示基因之间的相互作用、调控关系或共表达

模式。如图 5b正离子聚类热图所示，天门冬素、生物素、

谷胱甘肽、芥子酸、对苯二甲酸盐 / 酯、四氢皮质醇、

17- 乙酸 -17-BETA- 雌二酯、硫酸胆碱、2- 氨基苯磺酸

酯呈现高表达状态；生物碱、二甲胺四环素、二苯胺、

聚酮化合物衍生的大环内酯呈现低表达状态。如图 5d
负离子聚类热图所示，L- 谷氨酸盐、雌二醇上调呈现
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高表达状态；1- 酰基 -sn- 甘油 -3- 磷酸胆碱、3,4- 二羟苯

丙氨酸下调呈现低表达状态。其高表达的物质中，谷

胱甘肽 [22] 可以在副干酪乳杆菌生长过程中的乳酸胁迫

反应起关键作用，可以提高菌种耐酸性，增加生长繁

殖活力。芥子酸可减弱耐甲氧西林金黄色葡萄球菌中

的生物膜形成和毒力因子的产生 [23] ，并且作为抗氧化

剂可以中和真菌产毒过程中的活性氧和自由基，有助

于抑制黄曲霉生长和黄曲霉毒素的产生。对苯二甲酸

酯类化合物（PAEs）在生物降解方面的研究中，可能

会导致部分可能包括黄曲霉等多种霉菌的生长抑制以

及毒素降解。

图 5a、5c 分组百分比堆积柱形图所示，优化高密

度培养后，二十碳三烯酸和对苯二酚、邻苯二酚、没

食子酸盐、醛固酮含量增加。生物角色图 5e 所示，优

化培养后有机酸含量明显提升，利用优化后培养基以

及培养条件培养的副干酪乳杆菌发酵液加菌组中出现

了类固醇的成分，多肽类成分增多。其中没食子酸盐

具有广谱的抗菌作用 [24] ，可以抑制红色毛癣真菌、白

色念珠菌生长以及黄曲霉等真菌孢子发芽。巨型芽

孢杆菌中鉴定的 3 种肽对黄曲霉生长和 AFB1 具有

很强的抑制作用，每种类型的肽都包含一系列不同

数量的天冬氨酸残基  [25] ，这与下文的代谢通路图相

符合。有机酸通过降低 AFB1 生物合成相关基因的

表达来抑制毒素的产生  [26] 。优化后的上清液中出现

了儿茶酚、醛固酮成分，而儿茶酚对白色念珠菌和

皮真菌有抑制活性，可用作局部防腐剂  [27] ，有助于

避免黄曲霉感染。

图 6a、6b 随机森林图中优化后副干酪乳杆菌 F50
发酵液中 L- 半胱硫氨酸、次黄嘌呤核苷酸、雄酮葡萄

糖醛酸、天冬酰胺、反式 -2- 羟基肉桂酸乙酯优化培养

后上调。将各组中的显著差异代谢物分别在 KEGG 化

合物数据库中进行检索，并获得相关代谢通路。通过

pFDR  ＜  0.05、代谢物数目和富集比这三个筛选标准最

终绘制出 KEGG 富集通路结果。横坐标为富集倍数，

P 值的大小用颜色表示，颜色越深，P 值越小。由

图 6c 可知显著代谢通路有类固醇激素合成、精氨酸生

物合成、氨基酸生物合成、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨

酸的代谢、氨酰生物合成、辅助因子生物合成、组氨

酸代谢。图 6d 代谢通路图，主要描述了氨基酰 -RNA
的生物合成过程，涉及了多种氨基酸（如 L-Valine、
L-Leucine、L-Isoleucine 等），这些氨基酰 -tRNA 随后

在蛋白质合成过程中被用来编码蛋白质的氨基酸序列。

已有研究，谷胱甘肽及其转移酶对家禽 AFB1 感染具

有一定的防护和解毒作用 [28] 。培养基优化之后的副干

酪乳杆菌，谷氨酸代谢通路增强，L- 苏氨酸、L- 丝氨

酸、L- 半胱氨酸、蛋氨酸、组氨酸代谢含量较高。谷

胱甘肽的合成第一条途径为谷氨酸转化为α- 酮戊二酸、

谷氨酰胺或与半胱氨酸、甘氨酸一起转化为谷胱甘

肽提升去毒能力，还可以氧化脱氨基生成 α- 酮戊

二酸和氨，前者可以进入三羧酸循环产能或异生成

糖  [29] ，增加高密度发酵所需营养物质；第二条途径

为 L- 苏氨酸参与同型半胱氨酸生物合成，进而合成

谷胱甘肽去毒。组氨酸在体内主要参与蛋白质合成、

作为多种酶的辅因子。

因此，本文对 AFB1 的去除能力提升机制探究结

果为，优化培养后的副干酪乳杆菌代谢产物中，出现

了抑制真菌毒素形成的芥子酸，提高了具有广谱抑菌

作用的有机酸和抑制真菌孢子萌发的没食子酸的产量，

谷氨酸和 L- 苏氨酸代谢通路增强，促进对 AFB1 感染

有解毒作用的谷胱甘肽的生物合成。多种氨基酸代谢

通路增加，间接影响了蛋白质以及多肽合成，从而增

加了对 AFB1 有降解作用的关键酶合成。
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图 6 随机森林以及代谢通路图

Fig.6 Random forest and metabolic pathway map

注：（a）正离子随机森林；（b）负离子随机森林；（c）富集生物通路分析；（d）代谢差异通路。
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3  结论

本文围绕培养基成分和培养条件两个方面对具有

生防作用的副干酪乳杆菌进行高密度发酵工艺优化。

并对脱油毛叶山桐子废渣和糖蜜进行废物利用，降低

了高密度发酵成本。高密度发酵的最佳条件下，单因

素和响应面实验结果表明，副干酪乳杆菌 F50 最适接

种量为 3.5%、pH 值 6.7、添加碳酸钙 1.7%、添加脱

油毛叶山桐子 3.2 g/L，采用油封发酵方式，最终副干

酪乳杆菌 F50 的密度可以从 7.3×108 CFU/mL 提高到

1.7×1010 CFU/mL，约为常规培养的 23 倍，远超副

干乳杆菌的同类型高密度发酵结果，达到同类结果

的二倍左右。同时副干酪乳杆菌 F50 对 AFB1 的降

解率从 18.15% 提升到了 48.17%。采用基于 LC-MS
的非靶向代谢组学技术，对优化前后副干酪乳杆菌

F50 的代谢产物进行解析，由于添加脱油毛叶山桐

子粕植物成分，涉及芥子酸、儿茶酚的产生和有机

酸的提高；此外发现 L- 苏氨酸、L- 丝氨酸、L- 半胱

氨酸、蛋氨酸和谷氨酸代谢通路增加，与具有天冬

氨酸残基的多肽以及谷胱甘肽的生物合成有关，并

可能有助于 AFB1 的降解酶（漆酶、过氧化物酶和内

酯酶）的合成。

总之，本研究明确了副干酪乳杆菌 F50 高密度发

酵培养条件并为进一步分析副干酪乳杆菌 F50 去除毒

素机制奠定了基础，这些结果为微生物高密度培养和

食品安全控制提供了参考。
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