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摘要#采用超高效液相色谱串联三重四级杆飞行时间质

谱法!
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"对正丙醇存在条件下浑浊

红球菌
L7D&"

体内的代谢物进行非靶标代谢组学分析&

然后对其进行多元统计分析#识别差异代谢物&研究结

果显示#在
5'P

试验组与对照组的差异代谢物共有

%5

种#在
4!P

差异代谢物有
D#

种#主要体现在短肽减少

和磷脂的不饱和度增加&同时丙酰辅酶
<

!

=2<

"显著性

增加!

L

%

")""#

"#且通过气相色谱测脂肪酸组成时发现

奇数碳脂肪酸的含量从
&!)$#[

提高到
4$)DD[

#提升了

!)5

倍&说明正丙醇对脂肪酸的合成途径影响较大&

关键词#正丙醇'浑浊红球菌
L7D&"

'代谢组学'代谢物
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浑浊红球菌
L7D&"

拥有高脂质产量0

#]!

1

!适合于高

细胞密度的方式来进行培养!并且可以代谢多种碳

源0

&]5

1

"该菌是用于工业生产微生物油脂极具潜力的菌

株之一0

%

1

!其基因组信息已被公布!遗传改造体系也已建

立"浑浊红球菌
L7D&"

可以将醇类作为其碳源实现油脂

的合成0

D

1

!合成的油脂在医疗$保健领域以及生物能源领

域都具有重要的应用前景0

4]'

1

"

一般而言!自然条件下油脂中偶数碳脂肪酸的含量

比较高!奇数碳脂肪酸的含量低"而近些年的一些报道

显示奇数碳脂肪酸具有重要的功能特性"奇数碳脂肪酸

可用作抗过敏$抗炎和抗真菌剂0

$

1

"奇数碳脂肪酸在人

体健康中也起着重要作用0

#"

1

"有文献0

##

1报道正丙醇的

添加对于提高浑浊红球菌
L7D&"

中奇数碳脂肪酸的含量

至关重要"然而!对于微生物而言!醇类可能会对其产生

一定的毒害作用"比如对其细胞膜的结构会产生破坏作

用!进而使得胞内的物质发生外泄!原因是醇能改变细胞

膜的流动性并破坏磷脂层0

#!

1

"此外!许多生理功能!包括

营养物和离子的转运以及细胞代谢都会受到醇的影

响0

#&

1

"目前正丙醇对红球菌
L7D&"

的毒害作用尚不清

楚!红球菌在正丙醇存在时的应激机制尚不明确"
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非靶标代谢组学分析可以通

过检测微生物在经受外部刺激前后!其体内小分子代谢

物的变化进而阐明微生物对外界刺激的应激机制"红球

菌在正丙醇存在时的应激机制还未见研究"试验拟采用
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E,OX98

,
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对正丙醇存在条件下浑浊红球菌

L7D&"

体内的代谢物进行非靶标代谢组学分析!并结合
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主成分分析%

L=<

&和正交最小偏二乘判别分析%

9LMKO

7<

&对其进行多元统计分析$识别差异代谢物!分析短

肽$磷脂和丙酰辅酶
<

%

=2<

&等代谢物的变化以探究浑浊

红球菌
L7D&"

对正丙醇的应激机制#同时采用气相色谱

仪测定脂肪酸的变化!为后续的深入研究提供试验依据"

#

!

材料与方法
#)#

!

菌种

浑浊 红 球 菌
L7D&"

%

J>+E+6+667<+

F

&67< L7D&"

!

7K;d55#$&

&'北京北纳创联生物技术研究院"菌种保藏

于体积浓度为
!%[

的甘油溶液中!

]'"i

冰箱冻存"

#)!

!

主要仪器

高压蒸汽灭菌锅'

Kc%#"=

型!广州科朋科学仪器有

限公司#

振荡培养箱'

dcMCO#'"K

型!上海知楚仪器有限公司#

医用型洁净工作台'

<?BXA=>KYO=UO!87

型!苏州

安泰空气技术有限公司#

气相色谱仪'

_=O!"#"LE+F<8

型!岛津企业管理%中

国&有限公司#

超高效液相色谱串联三重四级杆飞行时间质谱仪'

XIH

N

E,X98

8

DD""

型!美国
<JK1H,*

公司#

]'"i

超低温冰箱'

7YO'DM%4'U

型!广州科晓科学

仪器有限公司"
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主要培养基
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培养基配方'牛肉膏粉
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三角瓶!装液

量为
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对照组发酵培养基配方'葡萄糖
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试验组发酵培养基配方'在对照组发酵培养基的基

础上添加体积分数
#[

正丙醇#

配置后装入
!%"3M

三角瓶!装液量为
#""3M

"其

中对照组和试验组每组
D

个生物学重复"以上培养基均

在
#!#i

!

!"3H/

条件下灭菌!冷却备用"

#)5

!

培养方法

%

#

&种子培养'将菌种接入上述种子培养基!在温度为

&"i

$转速为
#D"I

,

3H/

的摇床上培养
!5P

!即为种子液"

%

!

&发酵培养'接种量
#[

!培养温度和转速分别为

&"i

$

#D"I

,

3H/

"分别在
5'P

%对应于指数期&和
4!P

%对

应于稳定期&取样!液氮淬灭!并置于
]'"i

冰箱备用"

#)%

!

_=

测定脂肪酸

发酵培养
'5P

后!收集菌体$破壁提油"具体步骤'称

取
#

0

湿菌体置于
#"3M

提脂瓶中!加入
53M&32E

,

M

盐

酸$

!3M

正己烷!振荡
&"F

充分混匀#然后沸水浴煮

%3H/

!边煮边振荡#冷却至室温!离心%

%"""k

,

!

%3H/

&!

收集正己烷层%上层&

0

#D

1

"再对试样进行甲酯化0

#4

1

!分析

脂肪酸组成"色谱柱为
>LO''

%

#"" 3k")&! 33

!

")!!

/

3

&!

8?7

检测器!检测器温度
!4" i

!汽化室温度

!%"i

!分流比
!"

$

#

!进样体积
!

/

M

!载气
@

!

"程序升

温设置'

#'" i

保持
%3H/

!以
! i

,

3H/

的速度提高到

!!"i

!保持
!"3H/

0

#'

1

"以
&4

种脂肪酸甲酯混合标准品

的保留时间为标准进行定性分析!由相对质量校正因子

来修正的峰面积归一化法进行计算脂肪酸的含量"

#)D

!

aLM=O;K

分析

使用超高效液相色谱串联三重四级杆飞行时间质谱

%

aLM=OXIH

N

E,OX98

,

;K

&对样品进行分 析"色 谱 柱'

Y.-,IFaLM=JA>=

#'

柱%

!)#33k#""33

!

#)4

/

3

&"

流动相
<

为体积比
#

$

#

乙腈.异丙醇溶液%含
")#[

甲

酸&!流动相
J

为水%含
")#[

甲酸&"梯度洗脱!洗脱程

序'
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!
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#
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!
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#

#53H/
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#

#D3H/

!

%[ <

"柱温
5"i

!进样

体积
%

/

M

"质谱条件'离子源温度
#!" i

#载气流量

$""M

,

P

#电喷雾毛细管电压
#)"WZ

#进样电压
5"Z

#质谱

扫描范围%

C

,

G

&

%"

#

#"""

#分辨率
&""""

0

##

1

"

#)4

!

数据处理与统计分析

将
aLM=OXIH

N

E,OX98

,

;K

获得的原始数据导入代谢

组学 处 理 软 件
LI2

0

,/,FHF c?

%

Y.-,IF =2I

N

2I.-H2/

!

;HER2I6

!

aK<

&对数据进行预处理"然后将预处理后的数

据集导入
I2

N

EF

软件%

Z,IFH2/#)D)!

&中进行处理!并在
;.O

V

2IQH2?OK./

0

,I

云平台%

P--

N

F

',,

((()HOF./

0

,I)123

&对数

据进行
L=<

以及
9LMKO7<

分析"同时在
;.

V

2IQH2?O

K./

0

,I

云平台%

P--

N

F

',,

((()HOF./

0

,I)123

&结合
9LMKO

7<

模型的
Z?L

值
4

#

和
L

值
&

")"%

确定样品之间的显

著差异代谢物0

#$

1

"

原始数据用代谢组学处理软件
LI2

0

,/,FHFc?

进行搜

库鉴定!将一级质谱%

;K

&和二级质谱%

;K

,

;K

&信息与代

谢数据库进行匹配"其中主要数据库为
P--

N

F

',,

3,-EH/)

F1IH

NN

F),6+

,#

P--

N

',,

((()P36Q)1.

,等公共数据库以及

;.

V

2IQH2?OK./

0

,I

云平台%

P--

N

F

',,

((()HOF./

0

,I)123

&的

自建数据库"

#)'

!

数据分析

用
KLKK!")"

软件进行单因素方差分析%

<@9Z<

&!

每组重复
&

次"

L

值
%

")"%

时!认为是具有显著性差异"

数据表示为%平均值
m

标准偏差&"

!

!

结果与分析
!)#

!

脂肪酸组成

为了进一步印证正丙醇能够提高浑浊红球菌
L7D&"

所产油脂中奇数碳脂肪酸的百分含量!分析了体积分数

!%

"

Z2E)&D

!

@2)#

楚美云等#正丙醇对浑浊红球菌
L7D&"

影响的代谢组学分析



#[

正丙醇添加量下菌油的脂肪酸组成!结果见表
#

"正

丙醇的添加对油脂的脂肪酸含量影响较大"体积分数

#[

正丙醇使奇数碳脂肪酸的含量从
&!)$#[

提高至

4$)DD[

!提升了
5D)4%[

"主要的奇数碳脂肪酸为
=

#%

'

"

%

&')5![

&$

=

#4

'

"

%

#4)%D[

&和
=

#4

'

#

%

!&)D'[

&"

dP./

0

等0

##

1研究表明向培养基中添加体积分数
")%[

#

#)%[

正

丙醇!奇数碳脂肪酸的含量提高了
5D)4[

#

%%)#[

!与试

验结果一致"

!)!

!

代谢组数据的统计分析

L=<

分析结果%图
#

&表明在
5'P

和
4!P

试验组和

对照组样本在整体分布上有分离趋势!但两个主成分对

V

累积解释率分别为
")D%"

和
")D"'

!表明
L=<

模型的稳

定性不够高"主要原因是
L=<

是一种无监督的模式!其

分类判别能力还不够强"

为了获得更好的分离模型!采用
9LMKO7<

对数据进

行进一步分析"结果表明!

5'P

时!模型对
V

矩阵累积解

释率为
")4'"

!对
!

矩阵的累积解释率为
")$$#

!模型预测

能力良好%

")$4'

&"

4!P

样本!

&

个模型的参数分别为

")4!4

!

")$$%

!

")$'D

!表明模型质量较好!模型具有良好的

可靠性和预测性"此外!由图
!

可知!试验组和对照组明

显分开!模型良好"

!)&

!

差异代谢物

由于
9LMKO7<

模型优于
L=<

方法分析的结果!故

使用
9LMKO7<

模型对差异代谢物进行分析!其热图见

表
#
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脂肪酸组成的影响
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试验组和对照组各样品在
5'P

和
4!P

的主成分分析!
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试验组和对照组各样品在
5'P

和
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的正交最小偏二乘判别分析!
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图
&

"

5'P

的样本中!试验组与对照组的差异代谢物共有

%5

种#

4!P

的样本中!试验组与对照组的差异代谢物有

D#

种"在众多的差异代谢物中!短肽和磷脂的变化最为

突出"此外!丙酰
=2<

也发生了显著变化"因此!重点分

析这
&

类化合物"

!!

在添加正丙醇后!菌体代谢物中短肽的丰度显著下

降!丰度下降的短肽主要有'

_.33.O_E+OM,+

$

_E+OZ.E

$

_E+O;,-

$

_E+OX

S

I

$

_E+OXI

N

"这些短肽均含有谷氨酸残

基!谷氨酸残基是重要的鲜味物质"同时谷氨酸是已知

的渗透保护剂!醇存在时!能够起到保护作用0

!"]!#

1

"实

(

)L

%

")"%

!((
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%

")"#
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图
&

!

试验组与对照组差异代谢物的热图和
Z?L

值分布图
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验室培养浑浊红球菌
L7D&"

时发现培养的后期有风味物

质产生!推测与这些短肽有关"这些短肽可能是红球菌

生长进入稳定期后产生的信号分子"另外!短肽是氨基

酸合成和分解的中间代谢产物!短肽的进一步降解生成

氨基酸!进而进入氨基酸代谢途径"而氨基酸代谢对于

提高菌对醇的耐受性至关重要0

!!

1

"此外!短肽降解的增

加在一定程度上防止了蛋白质在溶剂激发下蛋白质聚集

或错误折叠0

!&]!5

1

"试验过程中发现添加丙醇时二肽的

含量显著下降!一方面可能是正丙醇抑制了某些酶!导致

二肽信号分子的含量降低"另一方面!可能是菌启动了

自身的应激机制!加速了蛋白质的代谢!进而提高自身对

正丙醇的耐受性"

!!

菌体代谢物中磷脂分子的不饱和度增加显著"由于

磷脂是膜的主要结构组分!对细胞的活力至关重要0

!%

1

!所

以对磷脂的变化进行了研究"通过对磷脂上脂肪酸的不

饱和度进行分析!图
5

表明在正丙醇存在条件下磷脂分

子的不饱和度增加!间接说明细胞膜的不饱和度增加"

在长期暴露于醇中会改变膜中存在的饱和脂肪酸与不饱

和脂肪酸的比例!这种效应主要取决于所用溶剂的碳链

长度0

!D

1

"例如文献0

!4

1中报道!短链%

=

!

#

=

5

&烷醇存在

时!菌会增加细胞膜的不饱和脂肪酸浓度"然而!长链

%

=

%

#

=

$

&烷醇会增加其饱和脂肪酸的含量0

!4

1

"菌是通

过增加不饱和脂肪酸的浓度来保护膜功能!以最小化溶

剂对双层结构的影响!或通过增加饱和脂肪酸以恢复膜

中的顺序0

!4]!'

1

"由于有机溶剂会使得膜的流动性发生

改变!并且引起磷脂双层的稳定性降低!因此细胞的应激

反应通过改变磷脂的生物合成速率和组成来补偿这种情

况"此外!不同的菌暴露在不同有机溶剂中所产生的应

激机制是不同的"

>,/6,IF2/

等0

!%

1通过脂质组学研究发

现酵母通过改变脂质组成来减轻乙醇的胁迫作用"而

@H,EF,/

等0

!$

1发现溶血性葡萄球菌和芽孢杆菌
9B<F!

是

通过增加膜流动性来适应溶剂挑战"

菌体代谢物中丙酰
=2<

的丰度上升显著"丙酰

=2<

是产生奇数碳脂肪酸的关键中间体!因为合成奇数

碳脂肪酸的主要起始底物是丙酰
=2<

"由图
%

可知!正

丙醇的加入使得丙酰
=2<

的丰度增加"以二碳单位的形

式来对脂肪酸链进行延长是脂肪酸合成的方式"当以丙

酰
=2<

为起始底物每经一个循环延伸两个碳原子单元!

所以最终生成的脂肪酸为奇数碳脂肪酸"例如在丙酰

=2<

的基础上经过
D

或
4

个循环时!最终分别产生
=

#%

'

"

和
=

#4

'

"

0

&"]&#

1

"所以由丙酰
=2<

的丰度增加可以推断奇

数碳脂肪酸的合成将增加!与表
#

中脂肪酸的结果相吻

合"表明正丙醇是通过影响丙酰
=2<

的丰度进而影响奇

数碳脂肪酸的产生"

&

!

结论
采用

aLM=OXIH

N

E,OX98

,

;K

测定代谢物的变化!探

究了红球菌
L7D&"

在正丙醇存在时的应激机制"并且运

(

)L

%

")"%

!((

)L

%

")"#

!(((

)L

%

")""#

图
5

!

正丙醇对浑浊红球菌
L7D&"

磷脂上的脂肪酸

不饱和度的影响
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图
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中丙酰
=2<

的

丰度的影响

8H

0
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!

ARR,1-2R#O

N
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N

I2

N

HO
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S
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N

.1+FL7D&"

用气相色谱对添加正丙醇的菌油的脂肪酸组成及含量进

行了分析"结果表明'应激机制主要表现在短肽减少$细

胞膜磷脂的不饱和度增加且丙酰
=2<

出现显著性的增

加#奇数碳脂肪酸的含量从
&!)$#[

提高到
4$)DD[

"但

试验仍然还存在着一些问题有待解决!如在基因水平上

解释该应激机制"

参考文献

0

#

1
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