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摘要： 旨在探讨益生菌发酵中草药前后的活性成分变化， 挖掘其益生作用机制。 利用清热解毒类中药材作为原料， 结合产酶乳酸菌 （ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ， ＬＡＢ） 和枯草芽胞杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） 进行发酵， 应用薄层色谱、 高效液相色谱、 非靶向代谢组学等技术分析中草药发酵前后活性成

分以及代谢物的变化。 结果： 发酵后总黄酮、 黄芪总皂苷、 总多糖含量分别提升 ７１􀆰 ３％、 ３３􀆰 ５％、 ４􀆰 ９％， 抑菌活性增强； 对发酵前和发酵后的中

草药进行非靶向代谢组学测定， 共检测到 ２ ５００ 个代谢物， 多变量统计分析筛选出 ７１９ 个差异代谢物， 其中显著差异代谢物有 ２４ 个显著上调， ３６
个显著下调； 对差异代谢物进行京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 富集分析揭示了主要参与的代谢通路， 包括次级代谢物生物合成、 类黄酮

生物合成、 嘌呤代谢、 黄酮及黄酮醇生物合成、 甘油磷脂代谢、 花生四烯酸代谢等； 相较于未发酵中草药， 对发酵中草药中显著上调以及下调的

代谢物进行分析发现， 上调的代谢物具有抗炎、 抗病毒、 抗氧化等活性， 而下调的代谢物与细胞毒性、 神经元功能紊乱相关。 综上， 中草药发酵

可提升有效成分含量， 增强抑菌、 抗炎、 抗病毒、 抗氧化活性， 同时降低细胞毒性。
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　 　 随着全球养殖业集约化发展， 抗生素的长期滥用

已引发多重危机， 如药物残留、 病原菌耐药性增强及

生态环境污染等问题严重威胁着食品安全与公共卫生

安全。 与抗生素相比， 中药具备天然、 毒副作用小、
不易在畜禽体内残留、 长期使用不易产生耐药性等优

点［１］。 近年来， 在传统中药与现代生物技术融合下，
益生菌发酵中草药被广泛应用于中药材的加工与提取

工艺中。 益生菌发酵过程中， 菌株代谢产生的酶系能

够对中草药中的多糖、 黄酮、 皂苷等活性成分进行生

物转化， 生成新的活性物质或提高原有成分的生物利

用度［２］。 同时， 益生菌本身作为肠道微生态调节剂，
能够协同中草药的抗菌、 抗炎和免疫增强功能， 构建

动物肠道健康屏障， 减少病原体定殖。 通过益生菌发

酵中草药具有提高药效、 促进吸收、 降低毒副作用等

优势［３］。 乳酸菌参与免疫调节、 肠道上皮屏障完整

性维护， 具有较强抗氧化作用、 促进健康和预防疾病

等功能［４］。 此外， 乳酸菌对病原菌有明显的抑制作

用［５］。 芽胞杆菌不仅具有抑菌、 抗病毒活性， 还具

有促生长消化、 维持肠道菌群平衡、 抑制病原菌和提

高机体免疫力等功能［６－８］。 本研究用的乳酸菌和芽胞

杆菌均为实验室保藏菌株。 研究表明， 乳酸菌具有较

强的产酸能力和抑菌活性， 芽胞杆菌有较强的产酶

性， 在人工胃液中都有较强的耐受性， 无溶血活性、
无毒力基因、 对抗生素都保持中度敏感以上， 在体外

具有较好的益生性和安全性， 可应用于生产实践［９］。
本研究利用乳酸菌和芽胞杆菌优良的发酵特性及益生

功能， 结合一类清热解毒中草药进行发酵， 起到协同

增效的作用， 并结合代谢组学技术， 系统分析发酵前

后活性成分的变化， 揭示其生物转化机制， 为开发高

效、 安全的抗生素替代产品提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

菌生菌： 唾液乳杆菌 （ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）、
副干酪乳杆菌 （ Ｌａｃｔｉｃａｓｅｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ）、 干酪乳

杆菌 （Ｌａｃｔｉｃａｓｅｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｃａｓｅｉ）、 香肠乳杆菌 （Ｌａｃｔｏｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｆａｒｃｉｍｉｎｉｓ）、 枯草芽胞杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）；
指示菌： 金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ６５３８、 无乳链球菌

ＳＡＭ１２、 福氏志贺菌 ＢＳ２６、 肠炎沙门菌 ＣＭＣＣ （Ｂ）
５０３３５。 以上菌株均为本课题组实验室保藏菌株。

中药材： 蒲公英、 黄芪、 青蒿、 枳实、 山楂、 桔

梗、 柴胡、 泽泻、 大青叶、 黄芩、 栀子、 夏枯草、 忍

冬藤、 苍术、 甘草。 以上中药材均购自云南源草本生

物科技有限公司。
石油醚、 乙酸乙酯购自上海泰坦科技股份有限公

司； 色谱纯甲醇、 色谱纯乙腈购自赛默飞世尔科技

公司。
１􀆰 ２　 发酵条件的优化

本研究中的中草药由不同份量， 具备不同功能的

单味中草药混合而成。 中草药储存条件为干燥、 室温

（１５～２５ ℃） 密封保存， 发酵前置于 ６５ ℃电热鼓风

干燥箱烘干消毒处理 １２ ｈ， 每份样本 ３０ ｇ 称重备用。
试验分为未发酵组与发酵组， 其中未发酵组样本不进

行发酵处理。
发酵时间优化： 取 １０ 份混合中草药， 每份加入

２４􀆰 ５ ｍＬ 复合益生菌液， 复合益生菌菌液为唾液乳杆

菌、 副干酪乳杆菌、 干酪乳杆菌、 香肠乳杆菌、 枯草

芽胞杆菌按 ２ ∶ １ ∶ １ ∶ １ ∶ １ 配制。 密封， ３７ ℃恒温

发酵。 在发酵的 １ ～ １０ ｄ 分别取出 １ 份制备水提液及

醇提液， ４ ℃冰箱保存备用。
发酵含水量优化： 取 ６ 份混合中草药， 加水调节

含水量为 ２５％、 ３０％、 ３５％、 ４０％、 ４５％、 ５０％， 以

１０％的复合益生菌菌液接种， 密封于 ３７ ℃发酵 ７ ｄ。
发酵菌液接种量优化： 取 ６ 份混合中草药， 以

４５％的含水量， 调节复合益生菌菌液接种量为 ２％、
４％、 ６％、 ８％、 １０％、 １２％， 不同接种量中草药各 １
份， 密封于 ３７ ℃发酵 ７ ｄ。

样品的制备： 将不同条件下发酵后的中草药 １５ ｇ
用去离子水 （沸水浴 １ ｈ） 提取水提液， 剩下 １５ ｇ 用

８０％乙醇 （８０ ℃恒温水浴 １ ｈ） 提取醇提液， 检测总

多糖、 总黄酮和黄芪总皂苷的含量， 最后根据各活性

成分的含量确定出最佳发酵条件。
１􀆰 ３　 菌株产酶特性测定

菌株筛选培养基配制和菌株培养方法参照文献

［１０］。 甘露聚糖酶： 用 ０􀆰 １％刚果红染色 ３０ ｍｉｎ， ５
ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 脱色， 观察晕圈。 纤维素酶： 方法同甘

露聚糖酶。 淀粉酶： 用卢戈氏碘液染色 １５ ｍｉｎ， 观察

透明圈。 蛋白酶： 观察水解圈。 分别用游标卡尺测量

菌体直径 （ ｄ） 和晕圈直径 （ Ｄ１ ）、 透明圈直径

（Ｄ２）、 水解圈直径 （Ｄ３）， Ｄ ／ ｄ 表示各酶活力大小。
１􀆰 ４　 总多糖、 总黄酮、 黄芪总皂苷含量测定

总多糖： 以水提取液为供试品， 稀释后取 ２ ｍＬ，
加入 １ ｍＬ ５％苯酚溶液， 混匀后逐滴加入 ５ ｍＬ 浓硫

酸， 沸水浴 ２０ ｍｉｎ， 冷却至室温后测定吸光度， 根据

标准曲线计算总多糖含量。
总黄酮： 精密称取 ２５ ｍｇ 芦丁， 用乙醇溶解并定

容至 ５０ ｍＬ， 混匀后取 ２０ ｍＬ 溶液加水定容至 ５０ ｍＬ
作为对照品溶液。 以乙醇提取液为供试品溶液， 稀释

后测定吸光度， 根据标准曲线计算总黄酮含量。
黄芪总皂苷： 精密称取 １２􀆰 ５ ｍｇ 黄芪甲苷， 加

２５ ｍＬ 甲醇溶解， 制得 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液。 醇提

取液 ６５ ℃挥干， 残渣用甲醇定容至 １０ ｍＬ 得供试品
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溶液。 取 ０􀆰 ５ ｍＬ 稀释供试品溶液， ６５ ℃烘干后加入

０􀆰 ２ ｍＬ ５％香草醛－冰醋酸和 ０􀆰 ８ ｍＬ ＨＣｌＯ４， ６０ ℃水

浴 ２０ ｍｉｎ， 冷却后加 ５ ｍＬ 冰醋酸混匀， 测定吸光度

并计算黄芪总皂苷含量。
１􀆰 ５　 发酵中草药成分分析

１􀆰 ２ 所得的水提液和醇提液分别用石油醚、 乙酸

乙酯萃取 ３ 次， 得到石油醚相、 乙酸乙酯相备用。 分

别采用薄层色谱法和高效液相色谱法分析中草药活性

成分， 试验步骤参照文献 ［１０］。
１􀆰 ６　 发酵中草药抑菌性能测定

采用双层牛津杯法。 挥干萃取液溶剂， 用 １ ｍＬ
甲醇溶解备用。 选取金黄色葡萄球菌、 肠炎沙门菌、
无乳链球菌、 福氏志贺菌， 在 ３７ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件

下培养至 ＯＤ６００ 值为 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８， 取 １００ μＬ 菌液与

Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ （ＬＢ） 半固体培养基混合， 铺于 ＬＢ 固

体培养基平板上， 取 ２００ μＬ 甲醇溶液加入牛津杯中，
４ ℃扩散 ４ ｈ， ３７ ℃培养 １２ ｈ， 测定抑菌圈大小评估

抑菌效果。
１􀆰 ７　 发酵中草药代谢组学测定

代谢产物提取： 精密称取 ５０ ｍｇ 样品， 加入

４００ μＬ 提取液 （甲醇 ∶ 乙腈 ＝ １ ∶ １ ）， － １０ ℃、
５０ Ｈｚ 条件下研磨 ６ ｍｉｎ， ５ ℃、 ４０ ｋＨｚ 超声提取

３０ ｍｉｎ， －２０ ℃静置 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ， 取上清液用于分析。 每个样本取 ２０ μＬ 上

清液， 混合后作为质控样本。
液相色谱－质谱联用技术 （ＬＣ ／ ＭＳ） 检测： 使用

超高效液相色谱串联傅里叶变换质谱 （ＵＨＰＬＣ －Ｑ
Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ－Ｘ） 系统进行分析。 色谱条件： 固定相

为 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱 （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ，
１􀆰 ８ μｍ）， 流动相 Ａ 为 ９５％水＋５％乙腈 （含 ０􀆰 １％甲

酸）， 流动相 Ｂ 为 ４７􀆰 ５％乙腈 ＋ ４７􀆰 ５％异丙醇 （含

０􀆰 １％甲酸）， 进样量 ３ μＬ， 柱温 ４０ ℃。 样品经点喷

雾电离， 然后在正离子扫描模式和负离子扫描模式下

分别采集质谱信号。
代谢物的峰提取、 注释和定量： 使用 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ

ＱＩ 进行代谢组学分析。 特征峰鉴定： 通过质谱数据

搜库鉴定代谢物。 数据库比对： 将鉴定结果与京都基

因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 数据库比对， 统计代

谢物注释情况。 质谱匹配： 匹配 ＭＳ 和 ＭＳ ／ ＭＳ 信息，
设置 ＭＳ 质量误差＜１０×１０－６， 依据二级质谱得分鉴定

代谢物。
差异代谢物的筛选： 为分析发酵中草药与未发酵

中草药的成分差异， 对正负离子模式下的离子峰进行

检测， 采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ􀆳ｓ ｔ－ ｔｅｓｔ 双尾检验分析代谢物差

异。 差异代谢物的筛选标准为： Ｐ＜０􀆰 ０５， 偏最小二

乘判别分析 （ ＰＬＳ － ＤＡ） 预测的变量重要性投影

（ＶＩＰ） ＞１， 且差异倍数 （ＦＣ） ＞１ 或＜０􀆰 ５。 显著差

异代谢物则采用更严格的阈值： Ｐ＜０􀆰 ０５， ＶＩＰ＞１， 且

ＦＣ＞１􀆰 ５ 或＜０􀆰 ７。
代谢物的功能富集： 通过 ＫＥＧＧ 数据库对代谢

物进行功能富集分析， 结合基因组信息和基因功能，
将代谢物按参与的代谢通路或功能分类， 并在 ＫＥＧＧ
通路图上展示。 利用美吉生物云平台（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｌｏｕｄ．
ｍａｊｏｒｂｉｏ．ｃｏｍ）对差异代谢物进行 ＫＥＧＧ 通路富集分

析， 解析显著差异代谢物涉及的代谢途径。
１􀆰 ８　 数据统计与分析

应用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 进行单因素方差分析， 结果以

“平均值±标准差” 表示， Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 表示有显著性差

异。 代谢组学原始数据使用 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ＱＩ 软件完成峰

提取、 定量与代谢物注释， 并与 ＫＥＧＧ 数据库进行

比对。 采 用 ＳＩＭＣＡ １４􀆰 １ 软 件 进 行 主 成 分 分 析

（ＰＣＡ） 与 ＰＬＳ－ＤＡ 检测， 反映样本组间差异， 结合

ＶＩＰ 值、 Ｐ 值及 ＦＣ 值筛选差异代谢物。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 中草药发酵条件优化

发酵时间、 发酵含水量、 发酵接种量对总多糖、
总黄酮、 总黄芪甲苷浓度的影响分别见图 １、 图 ２、
图 ３。

图 １　 不同发酵时间对中草药总多糖、 总黄酮、 黄芪总皂苷浓度的影响
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图 ２　 不同发酵含水量对中草药总多糖、 总黄酮、 黄芪总皂苷浓度的影响

图 ３　 复合益生菌不同发酵接种量对中草药总多糖、 总黄酮、 黄芪总皂苷浓度的影响

　 　 结果表明， 发酵中草药的时间为 ６ 和 ７ ｄ， 含水

量为 ４０％、 ４５％， 复合益生菌菌液接种量为 ８％、
１０％、 １２％的条件下， 发酵中草药的活性成分含量相

对较高。 最终选择发酵条件为： 发酵时间 ７ ｄ， 含水

量 ４５％， 菌液接种量 １０％。

２􀆰 ２　 菌株产酶特性

酶活力计算结果见表 １。 结果表明， 本研究使用

的复合益生菌能够产甘露聚糖酶、 纤维素酶、 淀粉酶

和蛋白酶。

表 １　 发酵菌株酶活力计算结果

酶类别 指标 干酪乳杆菌 副干酪乳杆菌 唾液乳杆菌 香肠乳杆菌 枯草芽胞杆菌 复合益生菌

甘露聚糖酶

Ｄ１ ／ ｍｍ １８􀆰 ００±０􀆰 ５８ １９􀆰 ００±１􀆰 ９０ ２０􀆰 ００±１􀆰 ００ １７􀆰 ００±２􀆰 ８０ ５􀆰 ７０±０􀆰 ２９ １７􀆰 ００±３􀆰 ５０

ｄ ／ ｍｍ ４􀆰 ００±０􀆰 ００ ４􀆰 ００±０􀆰 ００ ４􀆰 ００±０􀆰 ００ ４􀆰 ００±０􀆰 ００ ４􀆰 ００±０􀆰 ００ ４􀆰 ５０±０􀆰 ５０

Ｄ１ ／ ｄ ４􀆰 ６０±０􀆰 １４ ４􀆰 ７０±０􀆰 ４７ ４􀆰 ９０±０􀆰 ２６ ４􀆰 ３０±０􀆰 ６９ １􀆰 ４０±０􀆰 ０７ ４􀆰 ００±０􀆰 ９５

纤维素酶

Ｄ１ ／ ｍｍ ７􀆰 ８０±１􀆰 ００ ８􀆰 ３０±０􀆰 ５８ ８􀆰 ５０±０􀆰 ５０ ７􀆰 ８０±２􀆰 ４０ ９􀆰 ７０±０􀆰 ７６ ７􀆰 ２０±１􀆰 ８０

ｄ ／ ｍｍ ５􀆰 ５０±０􀆰 ５０ ５􀆰 ３０±０􀆰 ５８ ４􀆰 ２０±０􀆰 ２９ ４􀆰 ００±０􀆰 ００ ５􀆰 ００±１􀆰 ００ ４􀆰 ５０±０􀆰 ５０

Ｄ１ ／ ｄ １􀆰 ４０±０􀆰 ０７ １􀆰 ６０±０􀆰 ２４ ２􀆰 ００±０􀆰 １８ ２􀆰 ００±０􀆰 ５９ ２􀆰 ００±０􀆰 ２６ １􀆰 ６０±０􀆰 ２３

淀粉酶

Ｄ２ ／ ｍｍ １０􀆰 ００±１􀆰 ００ ９􀆰 ３０±１􀆰 ２０ ９􀆰 ７０±２􀆰 １０ ／ １４􀆰 ００±２􀆰 ９０ ９􀆰 ７０±２􀆰 ３０

ｄ ／ ｍｍ ４􀆰 ８０±０􀆰 ２９ ５􀆰 ００±０􀆰 ５０ ４􀆰 ００±０􀆰 ００ ／ ４􀆰 ００±０􀆰 ００ ４􀆰 ００±０􀆰 ８７

Ｄ２ ／ ｄ ２􀆰 １０±０􀆰 ２４ １􀆰 ９０±０􀆰 ３１ ２􀆰 ４０±０􀆰 ５２ ／ ３􀆰 ４０±０􀆰 ７２ ２􀆰 ６０±１􀆰 ００

蛋白酶

Ｄ３ ／ ｍｍ ／ ／ ／ ／ ３１􀆰 ００±３􀆰 ２０ ２７􀆰 ００±１􀆰 ００

ｄ ／ ｍｍ ／ ／ ／ ／ ７􀆰 ３０±０􀆰 ５８ ６􀆰 ８０±１􀆰 ００

Ｄ３ ／ ｄ ／ ／ ／ ／ ４􀆰 １０±０􀆰 ３１ ４􀆰 ００±０􀆰 ４３

　 　 注： “ ／ ” 表示该菌株不产对应的酶。

２􀆰 ３　 发酵对中草药总多糖、 总黄酮及黄芪总皂苷含

量的影响

　 　 结果见图 ４， 发酵组总黄酮含量显著高于未发酵

组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 发酵组黄芪总皂苷含量显著高于未发

酵组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 发酵组总多糖含量高于未发酵组，
但差异不显著。 发酵后总黄酮、 黄芪总皂苷、 总多糖

含量分别提升 ７１􀆰 ３％、 ３３􀆰 ５％、 ４􀆰 ９％。
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∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 发酵中草药活性成分变化

２􀆰 ４　 发酵中草药成分分析

２􀆰 ４􀆰 １　 薄层色谱分析

发酵中草药水提液 （图 ５Ａ、 ５Ｂ） 较未发酵液主

要成分增多且出现新成分； 发酵醇提液石油醚相

（图 ５Ｃ、 ５Ｄ） 主要成分减少， 而乙酸乙酯相则产生

新成分。
２􀆰 ４􀆰 ２　 高效液相色谱分析

高效液相色谱分析特征峰出峰时间及峰面积见图

６。 根据图 ６Ａ、 ６Ｂ 能看出， 水提石油醚相发酵中草

药峰的个数增多； 图 ６Ｃ、 ６Ｄ 能看出， 水提乙酸乙酯

相发酵中草药峰的个数增多； 图 ６Ｅ、 ６Ｆ 能看出， 醇

提石油醚相发酵中草药峰的个数减少； 图 ６Ｇ、 ６Ｈ 能

看出， 醇提乙酸乙酯相发酵中草药峰的个数增多。 结

果提示中药发酵后有新的物质产生。

Ａ． 水提液 ２５４ ｎｍ 荧光显影效果； Ｂ． 水提液 ３６５ ｎｍ 荧光显影效果； Ｃ． 醇提液 ２５４ ｎｍ 荧光显影效果； Ｄ． 醇提液 ３６５ ｎｍ 荧光显影效果。 ａ．

中草药石油醚相； ｂ． 发酵中草药石油醚相； ｃ． 中草药乙酸乙酯相； ｄ． 发酵中草药乙酸乙酯相； １、 ２、 ３ 表示 ３ 个平行。

图 ５　 发酵中草药薄层色谱
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Ａ． 水提石油醚相中草药； Ｂ． 水提石油醚相发酵中草药； Ｃ． 水提乙酸乙酯相中草药； Ｄ． 水提乙酸乙酯相发酵中草药； Ｅ． 醇提石油醚相中

草药； Ｆ． 醇提石油醚相发酵中草药； Ｇ． 醇提乙酸乙酯相中草药； Ｈ． 醇提乙酸乙酯相发酵中草药。

图 ６　 发酵中草药高效液相色谱

２􀆰 ５　 抑菌性能分析

抑菌圈直径结果见表 ２。 结果表明， 发酵中草药

能增强抑菌效果， 且乙酸乙酯相的抑菌效果优于石油

醚相， 抑菌物质主要存在于乙酸乙酯相中。

表 ２　 发酵中草药抑菌圈直径

指示菌 抑菌样品 中草药抑菌圈直径 ／ ｍｍ 发酵中草药抑菌圈直径 ／ ｍｍ

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ６５３８
水提石油醚相 ８􀆰 ００±０􀆰 ００ ８􀆰 ００±０􀆰 ００

醇提石油醚相 ９􀆰 ００±１􀆰 ７３ １１􀆰 ００±３􀆰 ４６

无乳链球菌 ＳＡＭ１２
水提石油醚相 ９􀆰 ６７±１􀆰 ５６ １０􀆰 ６７±１􀆰 ５３

醇提石油醚相 １１􀆰 ６７±１􀆰 ５６ １２􀆰 ００±１􀆰 ００

福氏志贺菌 ＢＳ２６
水提石油醚相 ８􀆰 ００±０􀆰 ００ ８􀆰 ００±０􀆰 ００

醇提石油醚相 ８􀆰 ００±０􀆰 ００ ８􀆰 ００±０􀆰 ００

肠炎沙门菌 ＣＭＣＣ （Ｂ） ５０３３５
水提石油醚相 ８􀆰 ００±０􀆰 ００ ８􀆰 ００±０􀆰 ００

醇提石油醚相 ８􀆰 ００±０􀆰 ００ ８􀆰 ００±０􀆰 ００

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ６５３８
水提乙酸乙酯相 １２􀆰 ３３±１􀆰 １６ １７􀆰 ６７±２􀆰 ３１∗

醇提乙酸乙酯相 １４􀆰 ６７±２􀆰 ０８ １８􀆰 ３３±０􀆰 ５８∗

无乳链球菌 ＳＡＭ１２
水提乙酸乙酯相 １４􀆰 ６７±０􀆰 ５８ ２１􀆰 ３３±１􀆰 ５３∗∗

醇提乙酸乙酯相 １８􀆰 ３３±０􀆰 ５８ ２１􀆰 ３３±２􀆰 ３１

福氏志贺菌 ＢＳ２６
水提乙酸乙酯相 １７􀆰 ３３±１􀆰 １６ ２５􀆰 ３３±０􀆰 ５８∗∗∗

醇提乙酸乙酯相 １２􀆰 ６７±０􀆰 ５８ ２０􀆰 ３３±１􀆰 １６∗∗∗

肠炎沙门菌 ＣＭＣＣ （Ｂ） ５０３３５
水提乙酸乙酯相 １０􀆰 ００±１􀆰 ００ １４􀆰 ００±１􀆰 ００∗∗

醇提乙酸乙酯相 １１􀆰 ６７±０􀆰 ５８ １７􀆰 ００±２􀆰 ００∗

　 　 　 　 　 注： 同行比较， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

２􀆰 ６　 发酵中草药代谢组学

２􀆰 ６􀆰 １　 测序分析

经过数据处理， 总共识别出代谢物数量为 ２ ５００
个， 其中正离子模式下识别出 １ ３７５ 个代谢物， 负离

子模式下识别出 １ １２５ 个代谢物。

２􀆰 ６􀆰 ２　 多元统计分析

图 ７Ａ、 ７Ｄ 结果显示， 中草药与发酵中草药样本

组内相似度高， 组间差异显著， ９５％置信区间内分布

良好。 图 ７Ｂ、 ７Ｅ 结果表明， 组间差异明显， 分类效

果突出。 模型验证 （图 ７Ｃ、 ７Ｆ） 显示， 置换保留度

下降时回归线上升， 表明模型无过拟合， 验证有效。
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Ａ、 Ｄ． ＰＣＡ 得分图； Ｂ、 Ｅ． ＰＬＳ－ＤＡ 得分图； Ｃ、 Ｆ． 基于 ＰＬＳ－ＤＡ 模型的置换检验 （Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ） 图。 Ｒ２代表模型的拟合优度， Ｑ２代

表模型的预测能力， Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ （Ｙ， Ｙｐｅｒｍ） 表示模型组与原始分组的相似度。

图 ７　 正负离子模式下样本统计分析

２􀆰 ６􀆰 ３　 差异代谢物的筛选

如图 ８ 所示， 中草药发酵前后总共鉴定到 ７１９ 种

差异代谢物， 在正离子模式下鉴定到差异代谢物 ３４１
种， 负离子模式下鉴定到 ３７８ 种。 ７１９ 种差异代谢物

中， 显著差异代谢物有 ２４ 种上调， ３６ 种下调。 总体

来看， 上调代谢物种类丰富， 涵盖黄酮类、 有机酸、
氨基酸衍生物、 糖苷类等， 下调代谢物则主要包括部

分黄酮苷、 脂类、 硫苷类及生物碱等。

图 ８　 差异代谢物火山图

２􀆰 ６􀆰 ４　 差异代谢物的化合物分类

将鉴定到的差异代谢物比对到 ＫＥＧＧ 数据库获

得代谢物分类概况， 如图 ９ 所示， 主要分类有维生素

和辅酶因子、 肽类、 有机酸、 核酸、 脂类、 激素和传

递介质、 碳水化合物。 发酵后发生变化的中草药代谢

物中， 辅酶有 １ 种， 氨基酸有 ４ 种， 羧酸有 ５ 种， 核

苷类有 ４ 种， 碱基有 ４ 种， 磷脂类有 ６ 种， 脂肪酸有

１ 种， 十二烷烃类化合物有 １ 种， 其他激素有 １ 种，
神经递质有 ３ 种， 寡糖有 ６ 种， 单糖有 ３ 种。

图 ９　 ＫＥＧＧ 化合物分类

２􀆰 ６􀆰 ５　 差异代谢物的功能富集

通过 ＫＥＧＧ 数据库对差异代谢物进行通路富集

分析， 参与代谢途径的代谢物数目有 １２６ 个， 参与次

级代谢物的生物合成代谢物数目有 ６７ 个， 参与类黄

酮生物合成的有 １８ 个。 通过对 ６０ 种显著差异代谢物

构建的代谢集进行 ＫＥＧＧ 功能富集分析 （表 ３）， 揭

示了这些代谢物在 １０ 条代谢途径中的显著参与情况。
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这些途径均涉及下调的差异代谢物， 主要集中在代谢

途径和次级代谢物的生物合成领域， 如类黄酮、 甘油

磷脂、 酪氨酸、 α －亚麻酸、 嘌呤、 黄酮和黄酮醇、

异黄酮、 亚油酸、 花生四烯酸以及氰基氨基酸的代谢

过程。 相对地， 上调的差异代谢物则主要参与了 ２ 条

代谢途径， 即类黄酮以及黄酮和黄酮醇的生物合成。

表 ３　 显著差异代谢物功能通路统计

通路 ＩＤ 通路 种类 代谢物数目 整体调控趋势

ｍａｐ０１１００ 全局与总览图 代谢途径 １２６ ↑↓

ｍａｐ０１１１０ 全局与总览图 次级代谢物的生物合成 ６７ ↓

ｍａｐ００９４１ 其他次级代谢产物的生物合成 类黄酮生物合成 １８ ↑↓

ｍａｐ００３５０ 氨基酸代谢 酪氨酸代谢 １４ ↓

ｍａｐ００２３０ 核苷酸代谢 嘌呤代谢 １１ ↓

ｍａｐ００９４４ 其他次级代谢产物的生物合成 黄酮和黄酮醇生物合成 １０ ↑↓

ｍａｐ００５６４ 脂类代谢 甘油磷脂代谢 ９ ↓

ｍａｐ００９４３ 其他次级代谢产物的生物合成 异黄酮生物合成 ６ ↓

ｍａｐ００５９０ 脂类代谢 花生四烯酸代谢 ３ ↓

ｍａｐ００４６０ 其他氨基酸代谢 氰基氨基酸代谢 １ ↓

ｍａｐ００５９１ 脂类代谢 亚油酸 １ ↓

ｍａｐ００５９２ 脂类代谢 α－亚麻酸代谢 １ ↓

　 　 注： 箭头表示该通路在发酵后的整体调控趋势： ↑表示主要上调， ↓表示主要下调， ↑↓表示上下调代谢物共存。 代谢物数目指映射到该通

路的差异代谢物数量。

３　 讨论

研究表明， 益生菌发酵中药能够显著提高有效成

分含量［１１］。 本研究结果表明， 通过益生菌发酵技术，
中草药中的总黄酮、 黄芪总皂苷和总多糖含量分别提

升了 ７１􀆰 ３％、 ３３􀆰 ５％和 ４􀆰 ９％。 这一结果与益生菌分

泌的甘露聚糖酶、 纤维素酶等酶类密切相关， 这些酶

可分解中草药细胞壁， 促进活性成分释放［１２］。 通过

薄层色谱和高效液相色谱技术的分析， 发现发酵过程

中生成了新的化合物， 这一现象表明， 益生菌的代谢

产物可能与中草药成分发生了化学反应， 进而形成了

具有更高活性的化合物。 在酶催化作用下， 微生物通

过代谢途径将大分子物质分解转化， 并在特定环境条

件下重新合成生物活性更强的功能性成分［１３］。 研究

发现通过益生菌发酵中药可以提高其抗菌和抗病毒作

用［１４］。 本研究中， 发酵中草药的抑菌效果显著增强，
尤其是乙酸乙酯相提取物对金黄色葡萄球菌和福氏志

贺菌表现出较强的抑制作用， 这一现象可能与黄酮类

等活性物质含量提升有关。 从差异代谢物分析结果来

看， 中药发酵后显著上调的还有氨基酸衍生物与小肽

类等物质， 这类物质可能属于抗菌肽或其前体， 主要

通过破坏细菌胞膜的完整性和干扰细菌胞内的关键生

理过程来发挥其抗菌功能［１５］。 有机酸可通过降低环

境 ｐＨ 值并通过破坏细胞膜结构和影响膜稳定性等方

式发挥抑菌作用［１６］， 它们的上调可能协同黄酮类物

质增强抑菌效果。
有研究表明， 发酵中草药能够改变中草药中的活

性成分含量从而提高中草药药效， 益生菌在发酵过程

中也会产生一些代谢物， 作用于中草药并产生新的活

性物质， 降低某些中草药成分的毒性等特性［１７］， 与

本研究结果相符。 本研究 ＫＥＧＧ 富集分析表明， 上

调的代谢物主要涉及类黄酮生物合成、 黄酮和黄酮醇

生物合成等代谢途径， 这些途径与抗炎和抗氧化活性

的增强直接相关。 类黄酮具有抗氧化活性， 对心血管

疾病和炎症等疾病有良好的生化作用［１８］。 黄酮和黄

酮醇具有潜在抗菌作用， 可用于辅助治疗由耐药性和

机会性细菌引起的传染病［１９］。 另一方面， 下调代谢

物多集中于嘌呤代谢、 氰基氨基酸代谢、 花生四烯酸

代谢等通路， 这些通路均与多种疾病相关。 在本研究

中显著下调的次黄嘌呤是嘌呤代谢的产物， 它能诱导

中风血管损伤和血脑屏障破坏， 增加小鼠中风后梗死

面积和神经行为缺陷［２０］。 因此， 次黄嘌呤含量的下

降可能与神经元保护相关。 野黑樱苷是氰基氨基酸代

谢的代谢物， 具有细胞毒性［２１－２２］， 其显著下调表明

发酵中草药可能具有降低细胞毒性的潜质。 花生四烯

酸代谢产生的前列腺素 Ｅ２ （ＰＧＥ２） 能促进炎性物质

渗出， 可引发炎症反应［２３］， 其下调有利于炎症康复。
这些结果共同表明， 发酵过程通过代谢重编程降低了
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中草药的潜在毒性， 同时增强了其功能活性。
综上所述， 发酵清热解毒类中草药可以作为一种

健康高效的饲料添加剂应用于畜禽养殖中， 中草药发

酵能提升有效成分含量， 增强抑菌活性， 提升抗炎和

抗病毒活性， 降低细胞毒性。 发酵中草药作为新型抗

生素替代产品在养殖中具有广阔的应用前景。
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