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摘  要：【背景】类植物乳杆菌 L-ZS9 是一株在食品发酵与保鲜方面具有潜在应用价值的产细

菌素益生菌。【目的】深入了解环境胁迫影响类植物乳杆菌 L-ZS9 细菌素合成的重要相关调节

基因的信息。【方法】通过高通量测序技术对类植物乳杆菌转录组进行测序，对所有转录本进

行 COG (Clusters of Orthologous Groups)、GO (Gene Ontology)和 KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes)分类和 Pathway 注释。 【结果】 转录组测序显示 2 个样品基因覆盖度都在 90%

以上，差异表达基因 927 个，其中 744 个上调，183 个下调。KEGG 分析结果表明，649 个差

异表达基因中 68 个集中在“ABC 转运途径”，占 10.48%，其中 3 个基因表达上调超过 16 倍，1 个

基因表达下调超过 1/16，暗示类植物乳杆菌 L-ZS9 细菌素合成与“ABC 转运途径”密切相关。另外

多个孤儿基因表达变化也超过 16 倍，有的甚至表达上调达万倍。【结论】进一步拓展了类植物

乳杆菌的基因信息，为类植物乳杆菌细菌素代谢途径和逆境反应研究提供了坚实的基础。 
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Transcriptome analysis of Lactobacillus paraplantarum  
L-ZS9 under environmental stress and control conditions 

YAN Hong-Bo  ZHANG Xiang-Mei*  XU Dong-Qian 

(Bioscience and Bioengineering School, Hebei University of Economics and Business,  
Shijiazhuang, Hebei 050061, China) 

Abstract: [Background] Lactobacillus paraplantarum L-ZS9, which could produce bacteriocin, 
would be used in food preservative and fermentation. [Objective] To understand expression characters 
of regulated genes of bacteriocin synthesis under environment stress conditions for Lactobacillus 
paraplantarum L-ZS9. [Methods] We used high-throughput sequencing technology to sequence its 
transcriptome. Based on the Clusters of Orthologous Groups (COG), Gene Ontology (GO) and Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) databases, we carried out functional annotation and 
classification, pathway annotation. [Results] The results suggested that distribution of genes’ 
coverage is beyond 90% of two samples, the total genes with expression difference were 927, of 
which 744 were up regulation and 183 down regulation. KEGG pathway analysis showed that 68 out 
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of the 649 genes with different expression levels were classed into ABC transport pathway, 
accounting for 10.48% and three genes were up regulated beyond 16 times and one was down 
regulated beyond 1/16. In addition, expression of some orphan genes changed with 16 times up or 
down-regulation, some even could increase more than 10 000 times. [Conclusion] This study further 
improved the gene information and laid the foundation of bacteriocin metabolic pathway and stress 
respond research for Lactobacillus paraplantarum. 

Keywords: Lactobacillus paraplantarum, Transcriptome, Gene expression, Environmental stress, 
Bacteriocin 

类植物乳杆菌是一类重要的益生菌，在食品发

酵和食品保鲜等方面有着广泛的应用[1]。类植物乳

杆菌 L-ZS9 (Lactobacillus paraplantarum L-ZS9)是

自发酵肉制品中分离的一株细菌素产生菌[2]，该菌

能有效抑制肠杆菌科微生物的生长，具有开发成优

良益生菌制剂或食品益生菌添加剂的潜力，其细

菌素的合成受双组分群体感应系统 plnB/plnCD 调

控[3]。张旭的研究结果显示：类植物乳杆菌 L-ZS9

用于鲟鱼肉香肠及鱼肉猪肉混合香肠的发酵能够

更为迅速地启动发酵，较好地抑制肠杆菌的生长，

同时又能够提高发酵香肠的感官品质[3]。Wang 等将

类植物乳杆菌 L-ZS9 用于鲟鱼肉香肠的发酵，大大

提高了其安全性和功能性[4]。环境胁迫影响乳杆菌

细菌素的合成，已成为限制产细菌素乳杆菌应用的

一个重要因素[5-6]。目前类植物乳杆菌 L-ZS9 已经

完成了基因组测序[7]，测序结果已提交 GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=JPEB
01#contigs 以及 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 

NZ_CP013130.1)，但是环境胁迫影响其细菌素合成

的分子机制尚需深入研究。 

转录组是指某一生理条件下细胞内所有转录

产物的集合，包括 mRNA 和非编码 RNA 的所有

RNA 总和[8]。转录组分析能够对转录产物分类、

基因组功能元件、转录结构、转录后修饰以及胁迫

条件的差异表达进行研究[9]。高通量测序技术又称

“下一代”测序技术 (“Next-generation” sequencing 

technology)，根据参考基因组对测序结果进行组装，

具有灵敏度高、无需设计探针、单碱基差异分辨率

高以及重复性好等优点，目前，该技术已大量应用

在动物、植物和微生物的转录组研究中[10-12]。 

利用高通量测序技术对类植物乳杆菌 L-ZS9

进行转录组测序，获得大量的基因信息，并对测序

组装的转录本表达量变化、GO (Gene Ontology)功

能分类、KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes)代谢通路等进行研究，旨在从转录组层

面探究环境胁迫条件影响 L-ZS9 细菌素合成的重

要相关调节基因。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

类植物乳杆菌 L-ZS9 由中国农业大学食品科学

与营养工程学院李平兰教授赠送。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

实验所用普通化学试剂和生化药品，生工生物

工程(上海)股份有限公司；RNA 提取试剂 Trizol，

Invitrogen 公司；Ribo-Zero rRNA Removal Kit，

Illuminia 公司；MiniElute PCR Purification 试剂盒、

QIAquick 试剂盒和酶，QIAGEN 公司。台式高速冷

冻细心机，Sigma 公司；2100 Bioanalyzer，Agilent

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  材料处理 

将 L. paraplantarum L-ZS9 以 1%的比例接种到

MRS[13]液体培养基中(终浓度为 107 CFU/mL)，

37 °C 静置培养 20 h，然后 4 °C、10 000 r/min 离心

10 min，收集菌体沉淀备用(试样 1)。在 45 °C、6%

乙醇 (MRS 液体培养基中终浓度)、0.10 g/L 的

NaNO2 (MRS 液体培养基中终浓度)条件下分别培

养 L. paraplantarum L-ZS9，分别收集各个条件下培
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养 20 h 菌体，按菌体量 1:1:1 混合，提取 RNA 备用

(试样 2)。 

1.2.2  RNA 的提取和文库构建 

总 RNA 提取采用 Trizol 试剂方法，经过检测符合

转录组 RNA 检测标准(RNA 总量≥6 g，OD260/OD280

在 1.8–2.1 范围，rRNA 比率 23S:18S≥1.5:1)，通过

甲醛变性胶检测总 RNA 的完整性。 

样品总 RNA 用 Ribo-Zero rRNA Removal Kit

去除 rRNA，然后将 mRNA 打断成短片段，以 mRNA

为模板，用六碱基随机引物合成第一条 cDNA 链，

加入缓冲液、dATP、dGTP、dCTP、dUTP、RNase 

H 和 DNA polymerase I 合成第二条 cDNA 链。在经

过 QIAquick 试剂盒纯化后做末端修复。加 PolyA

并连接测序接头，然后用 UNG 酶消化第二条 cDNA

链，连接产物经 MiniElute PCR Purification 试剂盒

纯化后进行 PCR 扩增，建好测序文库，质检合格后

进行测序。 

1.2.3  测序数据分析 

测序结果的原始数据(Raw reads)中有些是低质

量的，使用 Q20 (碱基准确率达到 99.9%)的质控标

准。使用短 Reads 比对软件 SOAPaligner/soap2[14]

将 Clean reads 分别比对到参考基因组和参考基因

序列，并统计出比对结果。 

转录本预测。利用 Trinity 和 Velvet 软件对过滤

后的 Clean reads 进行从头组装[15]。利用 Bowtie 

(http://bowtie.bio.sour.cegorge.net/index.shtm1)将

100 bp 能重叠的 Reads 拼接[16]，拼接形成的片段即

为 Contig 组装片段。利用 Paired-end reads 确定同一

转录本的不同 Contig 及其距离，将这些 Contig 连接，

获得两端不能延长的序列。挑选出长度大于 150 bp

且平均覆盖度大于 2 的转录区域，再从中找出位于

基因间区域(一个基因 3'端下游 200 bp 到下一个基

因 5'端上游 200 bp 之间的区域)的潜在转录本作为

候选的新转录本。 

功能注释和 ORF 预测。将转录本与 NCBI 中非

冗余蛋白数据库(Nr) (http://www.nlm.nih.gov/)、去冗

余蛋白数据库(SwissProt)、蛋白质直系同源簇[17-18]、

KEGG[19]比对。利用 BLASTn 将转录本与 NCBI 非

冗余核酸数据库(Nt)比对(E-value cutoffs≤10−5)，得

到相似度最高的蛋白信息对其进行注释。利用

InterProScan 软件对蛋白功能进行注释，BLAST2GO

将注释的蛋白映射到相应的 GO (基因本体)中[20]。

利用 WEGO 软件将 GO 功能进行分类[21]。基因表

达量的计算使用 RPKM 法[22]，参照 Audic 等[23]基

于测序的差异基因检测方法，利用基因与目标基因

丰度的比值来判读基因表达升降。 

2  结果与分析 

2.1  测序特征评价 

2.1.1  转录组与参考基因组比对 

使用短 Reads 比对软件将两个样品的序列比对

到类植物乳杆菌 L-ZS9 基因组中。其中能够完全比

对上基因组的 Reads 被称为 Perfect match reads，与

基因组比对不超过 2 个碱基错配的 Reads 被称为

Mismatch reads，这两者统称为 Mapped reads；能够

比对到基因组多个位置的被称为 Multi-position 

matched reads，这种 Reads 可信度较低，一般不用来

作基因表达差异分析；仅能够比对到基因组唯一位置

的被称为 Unique matched reads，可信度高。因此统计

Unique matched reads 用于后续分析，以保证分析结果

的可信度(表 1)。从表 1 可以看出 Multi-position match

比例非常低，说明测序结果质量比较好。 

 
表 1  样品和参考基因比对的统计结果 
Table 1  Reads number based on the RNA-Seq data in two libraries 

Sample Total reads Mapped reads Multi-position match Unique match 

Sample 1 8 962 774 7 761 215 (86.59%) 958 (0.01%) 7 760 257 (86.58%) 

Sample 2 8 985 876 7 792 327 (86.72%) 1 853 (0.02%) 7 790 474 (86.70%) 
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2.1.2  测序随机性评价 

由于不同参考基因有不同长度，把 Reads 在基

因上的位置标准化到相对位置，然后统计基因的

Reads 不同位置比对上的数。如果打断随机性好，

在基因组各部位应分布得比较均匀。从图 1 可以看

出，类植物乳杆菌 L-ZS9 两个样品的转录组文库打

断的随机性较好，测序获得序列在基因组各部位分

布较均匀，说明测序样品的随机性符合预期。 

2.2  基因覆盖度分析 

基因覆盖度是指每个基因被 Reads 覆盖的百

分比，其值等于基因中 Unique mapping reads 覆盖

的碱基数跟基因编码区所有碱基数的比值。类植

物乳杆菌 L-ZS9 产细菌素的试样 1 有 7 760 257 个

Unique match reads 匹配到其基因组，共覆盖了  

2 683 个基因，覆盖率为 90.2% (图 2)；不产细菌

素的试样 2，有 7 790 474 个 Unique match reads 匹

配到其基因组，共覆盖了 2 695 个基因，覆盖率为

94.3% (图 2)。这表明 RNA-Seq 测序技术具有较高的

灵敏度，可以覆盖绝大多数类植物乳杆菌 L-ZS9 基

因组，为研究细菌素合成调节机制和环境胁迫影

响提供了可能。 

2.3  新转录本预测 

通过 Reads 的分布以及参考基因的注释集合，

在类植物乳杆菌 L-ZS9 两个样品的转录组中分别检

测出了 6 090 和 5 953 个新转录本(表 2 只列出 5 个)。 

2.4  差异基因表达分析 

参照 Audic 等[23]基于测序的差异基因检测方

法，利用基因与目标基因丰度的比值来判读基因表

达升降。在错误校验率(False discovery rate)<0.001

条件下，统计表达量差异在 2 倍以上的基因，基因

表达量的计算使用 RPKM 法。在各种条件下，产细

菌素样品和不产细菌素样品相比有 927 个(34.5%)

基因表达发生变化，其中 744 个(27.7%)上调，183 个

(6.8%)下调(图 3)。 
 

    
图 1  Reads 在参考基因组上的分布 
Figure 1  Distribution statistics of reads mapped to genome 
Note: A: Sample 1; B: Sample 2. 
 

 
图 2  基因覆盖度结果 
Figure 2  The result of distribution of genes’ coverage 
Note: A: Distribution of genes’ coverage (sample 1); B: Distribution of genes’ coverage (sample 2). 
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表 2  试样 1 中检测到的新转录本 
Table 2  Novel transcripts detected in sample 1 

新转录本编号 

Novel TU ID 

染色体 

Chromosome 

起始 

Start 

终止 

End 

长度 

Length 
(bp) 

TU1 KN173683.1 6 1 057 1 052

TU2 KN173683.1 7 994 988

TU3 KN173684.1 2 1 060 1 059

TU5 KN173685.1 1 1 113 1 113

TU7 KN173686.1 4 1 079 1 076

 

 

 
 

图 3  差异表达基因统计图 
Figure 3  Statistical diagram of differentially expressed 
genes 
注：样品 1 与样品 2 相比. 

Note: Sample 1 vs Sample 2. 
 

2.5  GO 功能注释 

利 用 Gene Ontology 数 据 库 (http://www. 

geneontology.org/)分析所有差异表达基因项。GO

功能分析可分为三个部分：分子功能(Molecular 

function)、生物过程(Biological process)和细胞组

分(Cellular component)。为了获得基因完整的功能

信息，对差异表达基因进行 GO 功能分析，显示

在鉴定的 2 695 个类植物乳杆菌基因中，有 961 个

GO 条目注释到 39 个功能类别(图 4)。如图 4 所示，

只发生基因表达上调的基因中有属于生物过程类

的细胞黏连、发育过程、免疫应答过程、正负调

节过程、多器官发生过程、生殖过程基因；属于

细胞组分类的细胞外基质和细胞器组分基因；属

于分子功能类的 D-丙氨酰载体和电子传递载体

基因；而属于细胞组分类的有关病毒粒基因只发

生下调。其他类型基因都有上调发生和下调发生。 

在生物体内，不同基因相互协调行使其生物学

功能，通过 Pathway 显著性富集能确定差异表达基

因参与的最主要生化代谢途径和信号转导途径。本

实验中类植物乳杆菌的 2 个样品通过映射到参考

标准途径得到差异基因显著性富集的 Pathway 

(表 3)，649 个差异表达基因匹配到多个 KEGG 

pathways，其中最具代表性的富集性通路有“ABC

转运途径”(ko02010)。虽然“复杂环境下的微生物代

谢 ”(ko01120) 和 双 组 分 系 统 (ko02020) P 值 大 于

0.05，但是这两个代谢途径却有大量基因表达发生

变化，其中“复杂环境下的微生物代谢”差异表达基

因比例率为 14.84%，排在第一位；而“双组分系统”

差异表达基因比例率为 6.41%，列在第四位，这些

注释信息为研究类植物乳杆菌细菌素合成调节途

径提供了有价值的资源。 

2.6  类植物乳杆菌调节细菌素合成重要相关基

因分析 

类植物乳杆菌是研究群体感应和细菌素合成

的一种重要微生物，实验已经表明类植物乳杆菌

(L-ZS9)试样 1 可以正常产生细菌素，而试样 2 受

环境条件影响不产生细菌素，因此可以通过研究

这两个试样基因表达的差异来分析细菌素合成的

重要相关基因。对类植物乳杆菌转录组数据进行

差异表达基因 Pathway 富集性分析，结果表明  

(表 4)，有 68 条转录本归类于“ABC 转运系统”，

其中，HR47_00285、HR47_08345、HR47_08340

的表达量上调超过 16 倍，HR47_00775 基因表达

量降低到原来表达量的 1/16 以下。为进一步分析

差异表达基因具体变化情况，统计了上调超过 16 倍

的 基 因 ( 表 4) 。 HR47_00190 、 HR47_13845 、

HR47_08350、HR47_10850、HR47_09160 等几个

膜蛋白基因表达量上调超过了 16 倍，同时发现多

个编码未知功能蛋白的孤儿基因表达量也大量上

调，如 HR47_00435、HR47_00255、HR47_01180、

HR47_10460、HR47_10475，其中 HR47_00255 表

达量上调达上万倍，但是 HR47_00010 表达量降

低超过了 1/16。 
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图 4  GO 功能分析结果 
Figure 4  GO analyses of DEGs 
 
表 3  显著性富集的代谢途径(P<0.05) 
Table 3  List of pathway enrichment analysis (P<0.05) 

KEGG pathway DEGs with pathway annotation P-value Q-value Pathway ID 

ABC transporters 68 (10.48%) 0.000 126 273 0 0.015 026 49 ko02010 

Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 9 (1.39%) 0.027 049 430 0 0.702 572 60 ko00290 

Valine, leucine and isoleucine degradation 6 (0.92%) 0.038 663 750 0 0.702 572 60 ko00280 

Staphylcococcus aureus infection 5 (0.77%) 0.041 774 650 0 0.702 572 60 ko05150 

Beta-Alanine metabolism 4 (0.62%) 0.042 300 770 0 0.702 572 60 ko00410 
 

表 4  表达量变化超过 16 倍的统计结果 
Table 4  Statistics result of different gene expression level beyond 16 times 

基因编号 

Gene ID 

变化倍数对数 

Expression difference using log2 ratio 

基因编号 

Gene ID 

变化倍数对数 

Expression difference using log2 ratio 
HR47_00190 4.418 134 339 544 83 HR47_08345 5.220 532 859 843 22 

HR47_06130 4.781 836 091 164 48 HR47_06430 4.434 185 431 615 51 

HR47_00285 4.129 330 850 087 09 HR47_13845 5.084 699 924 424 92 

HR47_00435 4.849 222 930 894 35 HR47_00255 14.267 100 008 587 40 

HR47_00795 5.517 601 439 803 14 HR47_01180 12.942 417 802 063 30 

HR47_07915 13.424 880 389 355 90 HR47_08320 4.501 299 627 474 04 

HR47_08350 4.353 224 515 097 90 HR47_09160 13.442 491 405 197 90 

HR47_08340 5.367 147 313 223 75 HR47_09265 4.820 602 252 954 58 

HR47_10425 14.520 974 415 135 70 HR47_10460 14.397 891 407 131 90 

HR47_10475 5.565 429 964 893 76 HR47_10500 4.565 429 964 893 76 

HR47_10710 4.175 723 755 571 54 HR47_10850 5.926 732 298 115 27 

HR47_00010 –4.658 571 709 304 35 HR47_00775 –4.139 244 673 238 02 



闫洪波等: 环境胁迫和非胁迫条件下类植物乳杆菌转录组分析 411 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

3  讨论与结论 

目前虽然对类植物乳杆菌已经有多篇报道[6,24]，

但是从转录组水平对类植物乳杆菌研究的报道甚

少。采用 Illumina HiSeqTM 2000 高通量测序技术对

类植物乳杆菌转录组进行测序，类植物乳杆菌

L-ZS9 两个样品的转录组文库打断随机性较好，测

序获得的基因各部位分布较均匀；Multi-position 

match 比例非常低，仅分别在 0.01%或 0.02%的水

平；Unique match reads 匹配到其基因组，基因覆盖

率都在 90%以上。说明测序结果质量较好，利用这

些数据研究类植物乳杆菌环境胁迫影响细菌素合

成相关调节基因的表达特征是可靠的。 

虽然类植物乳杆菌 L-ZS9 完成了基因组测序，

但是各种胁迫条件影响细菌素合成的途径和分子

机制还不清楚。我们通过对产细菌素样品和胁迫条

件下不产细菌素样品的转录组比对，发现有 927 个

(34.5%)基因表达发生变化，其中 744 个(27.7%)上

调，183 个(6.8%)下调，说明类植物乳杆菌 LZS-9 在

胁迫条件下利用多个基因表达变化来应答这一过

程。其中基因表达上调主要发生在细胞黏连、免疫

系统过程、生殖过程、细胞外基质、D-丙氨酰载体

和电子传递载体等系统中。 

进一步分析显示 649 个差异表达基因虽然可以

匹配到多个 KEGG 代谢途径，最具代表性的富集性

通 路 是 “ABC 转 运 途 径 ”(ko02010) ， 其 中

HR47_00285、HR47_08345、HR47_08340 三个基因

的表达量上调超过 16 倍，HR47_00775 基因表达量

降低到原来表达量 1/16 以下，这与在乳酸菌细菌素

合成过程中“ABC 转运途径”参与细菌素的加工与

分泌[25-26]相一致。虽然 KEGG pathways 方法分析

“双组分途径基因”表达变化的 P 值在 0.05 以上，但

是“双组分途径”按差异表达基因比率计算排在第四

位，而且多个基因如 HR47_01535、HR47_07340、

HR47_03375、HR47_00485 表达量上升也超过了

8 倍。从以上两个方面看出“ABC 转运途径”和“双

组分途径”在类植物乳杆菌 L-ZS9 细菌素合成中发

挥着重要作用，这为下一步研究这几个基因如何影

响细菌素合成奠定了基础。另外多个孤儿基因如

HR47_00435 、 HR47_00255 、 HR47_01180 、

HR47_10460、HR47_10475 表达量也发生大幅度的

变化，有的变化幅度甚至达上万倍，提示类植物乳

杆菌 L-ZS9 细菌素合成调节或许还存在其他调节机

制。这些表达变化差异很大的孤儿基因的功能尚需

要进一步鉴定。 
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