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摘   要：【目的】牛骨中蕴含着大量蛋白质、矿物盐和维生素等对人体健康有益的营养物质，

其钙磷比例满足人体最佳吸收比例，被视为是一种重要的营养来源。【方法】利用溶钙圈法

筛选获得高产 L-乳酸的乳酸菌，研究其发酵牛骨泥产 L-乳酸的能力。随后通过代谢组学进一

步探究骨泥发酵液中主要差异代谢物，并揭示骨泥发酵中的重要通路。【结果】从广西酸笋

水样中筛选并鉴定了一株具有较强产酸能力的植物乳杆菌 LP15，其在发酵骨泥 96 h 时可产

L-乳酸 3.89 g/L，游离钙含量达到 69.82 mg/100 mL，较对照组提升了 32.6 倍。代谢组学分析

揭示了 ABC 转运体、代谢途径和次生代谢物的生物合成是牛骨泥乳酸菌发酵中最重要的几

个差异代谢途径。在牛骨泥乳酸菌发酵液中发现了大量生理活性物质的富集，如环肌酸、β-
羟基-β-甲基丁酸等。【结论】植物乳杆菌 LP15 发酵牛骨泥是有效增加牛骨钙溶出的策略，同

时利用其代谢特性可产生多种有益的活性物质。本研究为微生物发酵牛骨泥生产保健食品提

供了依据。  
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Abstract: [Objective] Bovine bones contain a large amount of beneficial nutrients such as 
proteins, mineral salts, and vitamins for human health. With the calcium-to-phosphorus ratio 
meeting the optimal absorption ratio for the human body, bovine bones serve as a valuable nutrient 
source. [Methods] Lactic acid bacteria with high yields of L-lactic acid were screened by the 
calcium-dissolving ring method and the performance of strains in L-lactic acid production was then 
determined via fermentation of bovine bone meal. Metabolomics was employed to explore the 
differential metabolites and main pathways during the fermentation. [Results] One strain LP15, 
identified as Lactobacillus plantarum, was isolated from the liquid sample in the production of 
sour bamboo shoots for its strong ability to produce L-lactic acid. After fermentation of bone meal 
for 96 h, the strain produced 3.89 g/L L-lactic acid and 69.82 mg/100 mL free calcium, which 
represented a 32.6-fold increase compared with that in the control group. The metabolomic 
analysis revealed ABC transporters, metabolic pathway, and biosynthesis of secondary metabolites 
as the most important differential metabolic pathways during the fermentation of bovine bone 
meal. Meanwhile, a huge number of physiological active substances, such as cyclocreatine and 
2-hydroxy-2-methylbutyric acid, were detected in the fermented bone meal. [Conclusion] 
Fermentation of bovine bone meal by L. plantarum LP15 is an effective strategy to promote 
calcium dissolution and produce beneficial active substances. This study lays a practical foundation 
for developing health food products by microbial fermentation of bovine bone meal. 
Keywords: bovine bone; Lactobacillus plantarum; free calcium; metabolomics 
 
 

我国是畜牧养殖业大国，也是全球肉类消

费量第一的大国。畜禽骨质量约占动物体质量

的 20%−30%，含有丰富的蛋白质、脂质等营养

成分，其中人体必需氨基酸含量高。另一方

面，骨中含有大量钙磷盐，钙磷比值接近 2:1，
是人体吸收钙磷的最佳比例。骨粉中还含有人

体所必需的微量元素，如 Co、Cu、Fe、Mn、
Si、Zn 等，也是重要的营养物质[1-2]。随着人们

生活条件的改善以及对肉类食品需求的不断上

升，大量动物骨头在肉类加工过程中以副产物

的形式被丢弃浪费。早在 20 世纪，一些发达国

家就已经开始将骨头加工成骨泥、骨粉、骨糊

等形式，添加至其他食品中以改善风味或直接

作为营养补充剂食用[3-4]。受传统观念影响以及

缺乏对骨头营养价值的认识，我国在骨资源利

用技术的开发上起步较晚。如何加工利用骨

头，最大化其营养及应用价值，是当前亟待开

发的重要技术之一。 
由于骨中钙的存在形式主要为羟基磷灰

石，不利于人体直接吸收 [5]，为进一步促进人 
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体对其吸收利用能力，提升其营养价值，目前

工业上主要采用酸解法[6]、酶解法[7]、微生物发

酵法[8-9]等手段对骨粉或骨泥进行再加工，以溶

出更多可供人体直接利用的可溶性钙及可溶性

蛋白质等营养成分，提高其食用价值。微生物

发酵法利用微生物的发酵特性可以将骨泥中的

蛋白质分解成小肽、氨基酸等多种营养物质，

并使部分钙溶出成为可溶性钙，其兼具酸解、

酶解与生物转化等作用，是一种效益高、成本

低、工艺简单的加工策略。乳酸菌是一类对人

体健康有益的肠道菌群，利用乳酸菌特性发酵

食品可以赋予其独特的风味品质和更高的营养

价值[10-11]。Zhao 等[12]利用保加利亚乳杆菌生产

发酵猪肉干，降低了肉的 pH 值，并通过发酵产

生蛋白酶降解了肉中的蛋白质，增加了游离氨

基酸和调味化合物的含量，改善了肉质和风

味。王明等[13]研究了乳酸菌发酵鸡骨泥过程中

菌株的生长特性及其对骨泥中钙释放的影响，

并分析了该过程中的关键代谢通路。廖洪波[14]

以等比例的乳酸乳杆菌与植物乳杆菌为发酵菌

株，探究了乳酸菌发酵骨泥加工生物骨钙胶囊

保健食品的应用潜力。上述研究表明乳酸菌在

骨泥发酵中具有较大的应用潜力。 
本研究从广西酸笋水样中筛选得到一株较

强的发酵牛骨泥产 L-乳酸能力的植物乳杆菌，

通过分析骨泥发酵后的差异代谢物，进一步探

索其用于生产骨泥保健食品的应用潜力。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  培养基 

MRS 培养基(g/L)：酵母粉 24.00，蛋白胨

5.00，葡萄糖 24.00，柠檬酸铵 2.40，乙酸钠

6.20，磷酸氢二钾 1.80，硫酸锰 0.16，硫酸镁

0.21，吐温-80 0.80，pH 6.3，配制固体培养基

时，向上述配方中加入 2%琼脂粉。 

骨泥发酵培养基(g/L)：牛骨泥 150.0，白砂

糖 50.0，使用 2.5 g/L 木瓜蛋白酶 50 ℃下酶解  
2 h 后，于 115 ℃灭菌 20 min。牛骨泥的制作流

程如下：将新鲜牛骨打碎后进行油磨，过滤得到

颗粒大小为 100 目的牛骨泥。 
1.1.2  主要试剂 

木瓜蛋白酶购自金克隆(北京)生物技术有限

公司，革兰氏染色试剂盒购自常德比克曼生物

科技有限公司，2×Phanta Max Master Mix购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司，细菌基因组

DNA 提取试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公

司，API 50 CH 试剂盒购自生物梅里埃公司。 
1.2  菌株的分离筛选 

从陕西和广西两地所采集的浆水水样和酸

笋水样分别以 5%的接种量加入 50 mL 新鲜的

MRS 培养基中，于 30 ℃、100 r/min 下富集 12 h。
取 1 mL 富集的菌悬液，以无菌生理盐水进行梯

度稀释至 10−1−10−5，吸取各梯度下稀释液 100 μL
涂布于 MRS 固体培养基(含 10 g/L CaCO3)上，

30 ℃下恒温培养至单菌落长出。观察平板上菌

落的生长形态及透明水解圈的产生情况，挑取

具有明显水解圈的单菌落若干于新鲜的 MRS 固

体培养基上进一步分离、纯化。各菌株保存于

终浓度为 25%的甘油溶液中，并于−80 ℃下存

放备用。 
1.3  菌株的鉴定 

观察并记录分离纯化后各菌株的菌落形

态、大小、颜色等特征，对其进行革兰氏染

色，并在普通光学显微镜下镜检观察。 
挑取纯化后的菌株接种于 10 mL MRS 培养

基中，于 30 ℃下静置培养 16 h 后，5 000×g 离

心 5 min 收集菌体，随后参照细菌基因组快速提

取试剂盒的说明提取目标菌株的基因组。利用细

菌 16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGAGTTTG 
ATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-AGAGTTTG 
ATCCTGGCTCAG-3′)对其基因组进行 PCR 扩
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增。PCR 反应体系(50 μL)：DNA 模板(浓度为

100 ng/μL) 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各    
2 μL，ddH2O 20 μL，2×Phanta Max Master Mix  
25 μL。PCR 程序：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，
55 ℃ 15 s，72 ℃ 90 s，循环 30 次；72 ℃ 5 min。
扩增得到的片段经凝胶电泳验证后，交由北京

天一辉远生物科技有限公司测序。测序所得

16S rRNA 基因序列提交至 NCBI 中进行 BLAST
比对以进行同源性分析。 

使用 API 50 CH 试剂盒对植物乳杆菌利用

不同碳水化合物产酸情况进行分析鉴定。将生

长在 MRS 固体上的植物乳杆菌单菌落重悬于

API 50 CHL 培养基，随后接种至 API 50 CH 试

剂条上的微生化管中，油封，于 37 ℃下孵育

48 h。观察试剂条颜色变化，变黄则指示反应

呈阳性，反之，则呈阴性。 

1.4  植物乳杆菌在骨泥发酵中的应用 
1.4.1  植物乳杆菌产酸能力的测试 

对筛选后鉴定为植物乳杆菌的菌株于新鲜

的 MRS 平板上进行划线活化，挑取单菌落接种

至含有 10 mL MRS 培养基的 15 mL 离心管中，

于 30 ℃静置培养 24 h 后，5 000×g 条件下离心

5 min 以收获菌体，用无菌生理盐水洗涤 3 次并

重悬至相同 OD600 值。然后吸取适量菌悬液转

接于 30 mL 骨泥发酵培养基中，于 30 ℃下静

置发酵。分别于发酵 22 h 与 40 h 取样测定 L-
乳酸生成情况，以表征各菌株发酵骨泥的产酸

能力。 
1.4.2  植物乳杆菌发酵骨泥 

将筛选得到的具有较好产酸能力的植物乳

杆菌菌株 LP15 接种于 MRS 液体培养基中，在

30 ℃条件下静置培养 16 h 后，按 1%接种量转

接至新鲜 MRS 液体培养基中，相同条件下继续

活化培养 3 代。随后，5 000×g 离心 5 min 收集

菌体，用生理盐水洗涤 3 次并重悬，接种 1%菌

悬液至 100 mL 新鲜骨泥发酵培养基中，于

30 ℃、100 r/min 的摇床上振荡发酵 24 h 后，静

置于培养箱中继续发酵。间隔取样，计算并记

录各时刻的菌落数、pH 值、L-乳酸含量及游离

钙浓度。 
1.4.3  植物乳杆菌发酵骨泥的代谢物差异分析 

采用非靶向代谢组技术对混合样品进行检

测，鉴定样品中的代谢物，然后结合数据库进行

基于广泛靶向代谢组技术的代谢分析。采用

UPLC-MS/MS 检测平台、自建数据库和多元统计

分析相结合的方法研究两种样品间的代谢差异。本

研究的样本分别取自发酵骨泥上清液与未发酵骨泥

上清液，共两组，每组均设 3 个平行。 

1.5  测定方法 
利用无菌生理盐水对样品进行梯度稀释，

选择合适稀释梯度(10−4−10−6)的稀释液 100 μL
涂布于 MRS 固体培养基上，于 30 ℃培养箱中培

养至菌落长出后进行活菌计数。L-乳酸含量的测

定使用生物传感分析仪(山东省科学院生物研究

所)测定。游离钙浓度的测定采用 EDTA 滴定

法，具体方法参考国标 GB 5009.92—2016[15]。 

1.6  数据处理和分析 
使用 GraphPad Prism 9 软件对数据进行统

计分析，通过单因素方差分析和 Tukey 法检验显

著性差异，并用 Origin 软件进行数据绘图，实

验结果以平均值±标准差表示。采用 R 软件

(www.r-project.org/)进行主成分分析 (principal 
component analysis, PCA) 和 层 次 聚 类 分 析

(hierarchical cluster analysis)，使用单变量分析获

得的 P-value 和差异变化倍数(fold change)进行

差异代谢物的筛选。采用 KEGG COMPOUND 
database (http://www.kegg.jp/kegg/compound/)和
KEGG PATHWAY database (http://www.kegg.jp/kegg/ 
pathway.html)对代谢物组中所鉴定的化合物及

其所在通路进行注释。 
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2  结果与分析 
2.1  植物乳杆菌菌株的筛选 

作者前期分别从陕西浆水与广西酸笋水样

中筛选得到可在含 CaCO3 的 MRS 平板上产生

透明溶钙圈的菌株，挑选了鉴定为植物乳杆菌

的共计 20 株开展后续实验。对筛选得到的植物

乳杆菌进行产酸能力测试，发现分离自广西酸

笋水样中的两株植物乳杆菌 LP15 和 S24 在骨

泥培养基中具有较好的产酸性能(图 1)。本研究

挑选其中产酸能力最强的植物乳杆菌 LP15 用

于后续研究。该菌株已专利保藏于中国普通微

生物菌种保藏管理中心，保藏编号为 CGMCC 
28253。 
2.2  植物乳杆菌 LP15 的产酸试验鉴定 

上述实验证实了植物乳杆菌 LP15 可以利用

骨泥生长发酵产 L-乳酸。进一步应用 API 50 CH

试剂条对植物乳杆菌 LP15 利用不同碳水化合

物产酸的情况进行鉴定，以便解析菌株 LP15
产乳酸的机制。由表 1 可见，植物乳杆菌 LP15 

 

 
 

图 1  分离筛选的植物乳杆菌在牛骨泥培养基中

的产 L-乳酸能力测试 
Figure 1  Performance of L-lactic acid production 
by isolated Lactobacillus plantarum strains. 

 

表 1  植物乳杆菌 LP15 的 API 50 CH 碳水化合物鉴定 
Table 1  API 50 CH carbohydrate identification of strain Lactobacillus plantarum LP15 
Number Item Results Number Item Results 
1 Control − 26 Esculine + 
2 Glycerol − 27 Salicine + 
3 Erythritol − 28 D-cellobiose + 
4 D-arabinose − 29 D-maltose + 
5 L-arabinose − 30 D-lactose + 
6 D-ribose + 31 D-melibiose + 
7 D-xylose − 32 D-saccharose + 
8 L-xylose − 33 D-trehalose + 
9 D-adonitol − 34 Inuline − 
10 methyl-β-D-xylopyranoside − 35 D-melezitose + 
11 D-galactose + 36 D-raffinose + 
12 D-glucose + 37 Starch − 
13 D-fructose + 38 Glycogene − 
14 D-mannose + 39 Xylitol − 
15 L-sorbose − 40 Gentiobiose + 
16 L-rhamnose − 41 D-turanose − 
17 Dulcitol − 42 D-lyxose − 
18 Inositol − 43 D-tagatose − 
19 Mannitol + 44 D-fucose − 
20 Sorbitol − 45 L-fucose − 
21 methyl-α-D-mannopyranoside + 46 D-arabitol − 
22 methyl-α-D-glucopyranoside − 47 L-arabitol − 
23 N-acetylglucosamine + 48 Potassium gluconate − 
24 Amygdaline + 49 2-keto potassium-cetogluconate  − 
25 Arbutine + 50 5-keto potassium-cetogluconate − 
+: Positive; −: Negative. 
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能够以 D-核糖、D-半乳糖、D-葡萄糖、D-果糖、

D-甘露糖、甘露醇、α-甲基-D-甘露糖甙、N-乙
酰-葡糖胺、苦杏仁甙、熊果甙、七叶灵、水杨

苷、纤维二糖、麦芽糖、乳糖、蜜二糖、蔗糖、

海藻糖、松三糖、棉子糖和龙胆二糖等底物为唯

一碳源发酵产酸。 

2.3  植物乳杆菌 LP15 发酵骨泥 
将植物乳杆菌 LP15 接种到牛骨泥培养基进

行培养。由图 2 可见，植物乳杆菌 LP15 在发酵

骨泥的前 18 h 内活菌数呈指数型增长，并达到

最大值 4.2×108 CFU/mL，而后活菌数有所下降，

在发酵骨泥 48 h 后活菌数趋于平稳。这表明在

发酵初期，植物乳杆菌 LP15 能较好地利用骨泥

中丰富的营养物质以供自身生长繁殖。在骨泥发

酵过程中，pH 由初始值 6.68 在 18 h 内快速下降

至 5.38，随后下降速度放缓，至 48 h 后基本维持

不变，发酵结束时最终 pH 值为 4.84。此外，发酵

过程中的 L-乳酸含量不断积累，96 h 时的 L-乳酸

含量可达 3.89 g/L，在乳酸的作用下，骨泥中的游

离钙也随之不断增加，最终达到69.82 mg/100 mL，
较未发酵骨泥中的游离钙含量(2.08 mg/100 mL)
提升了 32.6 倍。 

 

 
 

图 2  植物乳杆菌 LP15 发酵骨泥过程中菌落数(A)、pH 值(B)、L-乳酸含量(C)和游离钙含量(D)的变化   
曲线   同一曲线中标有不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05)；标有相同小写字母表示组间差异不显

著(P>0.05) 
Figure 2  The curves of colony count (A), pH value (B), L-lactic acid content (C) and free calcium content (D) 
during the fermentation of bone meal by Lactobacillus plantarum strain LP15. Different lowercase letters 
indicate significant differences between groups at the P<0.05 level, while the same lowercase letters indicate no 
significant differences between groups at the P>0.05 level. 
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2.4  比较代谢组分析 
2.4.1  主成分分析(PCA) 

采用液相色谱串联质谱(LC-MS/MS)对乳酸

菌发酵牛骨泥和未接种的空白对照样本中的代

谢物进行了准确定性定量，然后通过主成分分析

评估了各样本在组间及组内的差异度。如图 3A

所示，实验组 ZWRGJ-GN 和对照组 CK-GN 中

的代谢物表现出明显的分离性，而同一组内的重

复样本的代谢物重叠，表明所获取的数据具有可

靠性。此外，PCA 共产生 5 个有效主成分，其

中第一、第二和第三主成分的方差贡献率分别为

67.08%、10.61%和 8.23%，前三主成分累计贡献 
 

 
 

图 3  分组主成分分析二维图(A)与解释率图(B) 
Figure 3  Two-dimensional chart (A) and 
interpretation rate chart (B) of grouped principal 
component analysis. 

率为 85.92%，表明上述主成分可有效区分各样

品间代谢物的差异(图 3B)。 
2.4.2  差异代谢物筛选 

根据 P<0.05，变量对模型的重要性(variable 
importance in the projection, VIP)>1 的筛选标准，

对实验组 ZWRGJ-GN 与对照组 ZWRGJ-CK 组

间差异代谢物进行了评估与筛选。如图 4 所示，

接种植物乳杆菌 LP15 发酵后的骨泥上清与未接

种发酵的骨泥上清样本相比较，共有 843 个显著

差异表达的代谢物，占总检出代谢物的 56.54%， 
 

 
 

图 4  差异代谢物火山图 
Figure 4  Volcanic map of differential metabolites 
between ZWRGJ-GN and CK-GN. Each point in the 
volcano map represents a metabolite, where green 
points represent down-regulated differential 
metabolites, red points represent up-regulated 
differential metabolites, and gray points represent 
metabolites that are detected but not significantly 
different. The horizontal coordinate indicates the 
logarithmic value (log2 fold change) of the multiple 
of the relative content difference of a certain 
metabolite in the two groups of samples. The greater 
the absolute value of the horizontal coordinate, the 
greater the relative content difference of the 
substance between the two groups of samples. Under 
VIP+fold change+P-value filtering conditions: the 
ordinate represents the difference significance level 
(−lg P-value), and the size of the dot represents the 
VIP value. 
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表明两组样本间存在显著的代谢物差异，其中包

括 265个显著上调的差异代谢物与 578个显著下

调的差异代谢物。 
根据差异代谢聚类热图发现，有机酸及其衍

生物是这些差异表达代谢物中最富集的代谢物，

共有 84 个显著差异代谢物，其中 58 个发生了显

著上调，占 69.05%。其他类型差异代谢物中，

显著上调的主要包括氨基酸及其代谢物(70 个)、
苯及其衍生物(37 个)、醛酮酯类(15 个)等(图
5A)。此外，研究发现在检出的氨基酸及其代谢

物中，共有 288 个差异代谢物发生了显著下调，

占该类型总量的 80.45%，其中显著下调的小肽

的数量达 254 个，占该类型显著下调差异代谢物

总数的 88.19%，这可能是植物乳杆菌 LP15 利用

骨泥中营养成分用于自身生长的结果。尽管如

此，在检测到的氨基酸中，有 61.54%的氨基酸

显著上调，其中包含苏氨酸、缬氨酸、亮氨酸、

异亮氨酸等多种必需氨基酸。上述结果共同表

明，植物乳杆菌 LP15 能很好地利用酶解后骨泥

中的营养成分用于自身生长，还促进了有机酸、

氨基酸、苯及其衍生物等代谢产物的合成。对各

分组中代谢物定量信息的差异倍数变化进行统

计，筛选并记录了差异倍数变化前 10 的代谢物

(图 5 B )。在发酵后的骨泥样品中，发现环 
 

 
 

图 5  差异代谢物聚类热图(A)与差异变化前 10 物质条形图(B) 
Figure 5  Heat map of differential metabolites cluster (A) and bar chart of the top 10 substances with 
differential changes (B). Green bars represent top 10 down-regulated differential metabolites, while red points 
represent top 10 up-regulated differential metabolites. 
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肌酸、硫唑嘌呤、4,7-二脱氢新酸浆苦素 B、β-
羟基-β-甲基丁酸等多种具有生理活性功能的物

质含量发生显著上调。 
2.4.3  差异代谢通路分析 

将筛选到的 8 4 3 个显著差异代谢物在

KEGG 数据库中进行注释。结果显示，共有 303
个代谢物分别注释到 86 条代谢通路中，其中，

ABC 转运体、代谢途径和次生代谢物的生物合

成是注释数量最多的 3 个通路类型，分别占总数

的 49.83%、48.18%和 19.14% (图 6A)。相比较 
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图 6  差异代谢物通路分类图(A)与差异丰度得分图(B) 
Figure 6  Differential metabolites pathway classification map (A) and differential abundance score (B). 

 
未发酵骨泥，发酵骨泥中代谢物富集明显且呈现

上调趋势的通路主要包括 D-氨基酸代谢、丙酸

代谢、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成、

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸

代谢和糖酵解/糖异生等(图 6B)。进一步分析发

现，这些途径中大多都伴随着丙酮酸的参与，表

明骨泥样品间的差异代谢物主要参与了菌体的

生长代谢。 

ABC 转运体(即 ATP 结合转运体)在转运营

养物质、离子以及复杂有机分子中发挥重要作

用[16]。骨泥发酵液中检测到的大量差异代谢物

都与此相关。此前研究表明，ABC 转运体对于

微生物的生长至关重要，并能较大影响微生物在

恶劣环境下的耐受性，如耐酸性[17]和耐药性[18]

等。骨泥发酵液中该通路的富集说明了菌株能较

好地利用骨泥进行生长，并通过增强菌株的耐酸

性促使更多乳酸生成，使骨泥中更多的钙溶出为

游离态，这与此前的实验结果相一致(图 2)。 

3  讨论与结论 
国内外已有大量将骨加工处理成骨泥或骨

粉并用于餐饮及饲料行业的报道及实践，但这些

方法通常无法充分利用骨中的营养物质。微生物

发酵法是一种提高骨泥中可溶性钙含量的有效
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方法，该方法通过利用乳酸菌的生长性能和产

酸能力，促使骨泥中化合态钙溶出为人体易吸

收的游离钙。本研究从广西酸笋中分离得到一

株能在骨泥中生长良好，而且具有较强产酸能

力的植物乳杆菌 LP15，在未经工艺优化条件

下，其在骨泥培养基中发酵 18 h 时的菌体量可

达 4.2×108 CFU/mL，pH 由初始值 6.68 迅速下

降，至发酵结束时，L-乳酸含量达 3.89 g/L。在

不断积累的乳酸作用下，游离钙释放量最终达到

69.82 mg/100 mL，较对照组提升了 32.6 倍，显

示了植物乳杆菌 LP15 在骨泥发酵中较好的应用

潜力。 
在已报道的有关乳酸菌发酵骨泥的研究中，

大部分均侧重于发酵工艺的开发与优化，以最大

化促使骨泥中钙溶出，而对于功能性骨泥及骨泥

保健食品的研究报道相对较少。乳酸菌发酵骨泥

增加钙溶出的同时，也利用自身代谢影响了有机

酸、氨基酸、小肽等物质的分布，赋予骨泥发酵

物特别的风味和营养价值。秦斌钰等[5]报道了枯

草芽孢杆菌和植物乳杆菌双菌发酵骨泥后氨基

酸和小肽含量的显著提升。廖洪波[14]采用喷雾

造粒技术将发酵骨泥加工成生物骨钙胶囊保健

食品，并进一步探讨了其在增加骨密度功能方面

的作用效果。在本研究中，通过对比分析骨泥发

酵上清与骨泥未发酵上清中的代谢物组，发现在

具有显著差异的前 10 种差异代谢物中，包括环

肌酸、硫唑嘌呤、4,7-二脱氢新酸浆苦素 B、β-
羟基-β-甲基丁酸等多种具有生理活性功能在内

的物质含量发生了显著上调。此前的研究报道表

明，环肌酸是一种具有抗肿瘤活性和神经保护功

能的物质[19-20]，而硫唑嘌呤可以用于辅助移植后

或自身免疫性疾病患者的免疫调节治疗 [21]。

Zhong等[22]发现 4,7-二脱氢新酸浆苦素 B在调节

细胞凋亡和抑制氧化应激诱导的细胞损伤中有

着关键作用，可以有效保护细胞免于凋亡并改善

氧化损伤。此外，β-羟基-β-甲基丁酸是常用于运

动膳食补充剂中的一种成分，可提高肌肉细胞的

力量及质量[23]。在近期的研究中，有学者还提

出了 β-羟基-β-甲基丁酸具有可以辅助改善大脑

认知功能的作用[24-25]。这些结果表明，植物乳杆

菌 LP15 发酵骨泥不仅可以实现骨资源开发成为

骨钙补充剂的目标，也具有开发骨泥功能性保健

食品的潜力。 
最近研究人员也开始关注乳酸菌在骨泥发

酵中的具体作用。王明等[13]通过代谢组学分析

发现，乳酸菌发酵鸡骨泥过程中的差异代谢物主

要富集于 TCA 循环、糖酵解等生长代谢相关途

径，从而揭示了乳酸菌利用糖类物质产酸，从而

促进游离钙释放的机理。通过代谢组学分析，本

研究发现差异显著的代谢物主要富集于 ABC 转

运体、D-氨基酸代谢、丙酸代谢等与菌体生长代

谢紧密相关的途径，这与前人研究中所报道的观

点相一致[13]。同时，ABC 转运体的高度富集使

得植物乳杆菌在骨泥发酵中具有更好的耐酸性

能，以保证大量 L-乳酸的产生，从而促使更多

骨钙的溶出。综上所述，本研究提供了一种乳酸

菌发酵骨泥的方法，并通过代谢组学为骨泥发酵

产品作为保健食品提供了理论依据。 
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