
第 !" 卷

#$$% 年 & 月
’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 分析化学（()*+, -./+.)）’ 研究简报

0123454 67893:; 7< /3:;=>2?:; 014@25>9=
’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 第 & 期

A#&B C A#&D

大肠杆菌代谢物组测定中抽提方法的比较分析

王庆昭’ 杨育谛’ 陈 洵’ 赵学明#

（天津大学化工学院，天津 !$$$E#）

摘’ 要’ 代谢物组学作为一种重要的功能基因组学工具，已经在微生物性状改良等方面得到了应用。实施代

谢物组学研究需要定性和定量分析细胞内的全部代谢物。所以，必须有一种能够提供良好的重复性和相对抽

提效率较高的细胞内代谢物抽提方法。本研究以特定厌氧条件下培养的大肠杆菌为研究对象，以电喷雾质谱

直接进样测定为评价标准，比较并分析了冰甲醇、热乙醇和碱抽提 ! 种抽提方法。结果显示，冰甲醇抽提的样

品在电喷雾质谱实验中表现出良好的重复性和最高的峰强度，并能够同时检测到超过 #$ 种不同的胞内代谢物。
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!" 引" " 言

代谢物组学（@4>:J7;7@2?5）是研究生物体系受到外部刺激后所产生的所有代谢产物变化的科学［A］。

研究表明，细胞的多种功能是在代谢物和代谢网络的水平上进行调节的［# C B］。因此代谢物组学作为系

统生物学的一种研究方法已经引起越来越多的重视。微生物代谢物组学也已经在发酵控制分析［%］，代

谢控制分析［E］以及和其它组学联用进行菌种改良方面［D］得到了应用，并获得了良好的效果。

进行代谢物组学研究需要对微生物细胞内的小分子代谢物进行定性和定量的分析。在众多的分析

方法中，虽然核磁共振（*KL）能够实现对样品的非破坏性分析［&］，但因为微生物胞内代谢物的浓度通

常在 @@7; 的水平，尤其是厌氧发酵大肠杆菌的代谢物浓度通常在 !@7; 的水平，所以 *KL 的低敏感性

限制了其在代谢物组测定中的应用。近年来，液 M 质联用（N0FKH）因为其高敏感性，已经逐渐被应用于

代谢物组学的测定分析中［A$，AA］。采用各种方法分析代谢物依赖一种统一的培养方法和良好的抽提方

法。目前的文献中抽提方法主要有热乙醇［A#］、高氯酸或碱抽提［A!］、热甲醇［A"］、冰甲醇［AB］、甲醇和氯

仿［A%］等。而采用这些抽提方法的依据不足。因此需要以电喷雾质谱直接进样测定为评价标准对抽提

方法进行研究，从而为使用质谱进行代谢物组测定打下基础。

#" 实验部分

#G !" 仪器与试剂

(2332O:3 N0P 电喷雾离子阱质谱仪（美国 (2332O:3 公司）；)H, 离子源壳气（*#）$G D N M @23；数据采

集和分析使用 Q149@7R845> +?:;2J89 软件（AG ! 版）；SFEDB!# 型冷冻高速离心机（-4>>2?1 T43>92<8O43 ）；

U-IFB 型 V- 计（上海理达仪器厂）；/UHUF#$F$A 型实验室专用超纯水化机（ 重庆颐洋企业发展有限公

司）；超低温冰箱（U,))L N>W）。

试剂纯酵母粉（ 加拿大 II, ;7>：$A$"H$"）；试剂纯蛋白胨（ 加拿大 II, ;7>：$"A!H$B）；分析纯 *:0;
（加拿大 II, ;7>：A#$AH$B）；色谱级甲醇、乙醇（K49?X N>W）；分析纯 YZ-（上海生工）。

#$ #" 菌种培养条件

采用野生大肠杆菌 [A"DB。菌种培养采用 A\蛋白胨，$G B\酵母粉，A\ *:0; 的培养基；葡萄糖配成

"$\溶液并单独灭菌。灭菌温度选择 AA$]，!$ @23。发酵初始 V- 调整为 EG $，葡萄糖浓度 A$ O M N。发酵

采用A$$ @N 血浆瓶，并用橡胶塞密封，后用无菌注射器抽真空。在!E]震荡培养到ZS%$$ ^A 时取样测定。

#$ %" 样品灭活及抽提方法

样品的灭活方法采用冰甲醇法。以无菌注射器抽取 AB @N %$\（! " !）甲醇，并加入 A$ @@7; M N
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三甲基甘氨酸，! "#$冰箱预冷。后快速抽取 " %& 发酵液混匀。在 ’(### )、#$离心 ( %*+，去除发酵

液，并用 #$原子级水洗涤两次，即可进行细胞内代谢物的抽提。（’）冰甲醇抽提, 在浓缩的细胞悬液

中加入 ! -#$冰甲醇，使甲醇浓度为 "#.（! " !）。在涡旋震荡器上快速震荡，放置液氮中冷冻 (# / 后，

冰上放置’# %*+，反复两次。溶解后将其在高速离心机上以 ’0### 1 2 %*+ ’# %*+，取上清液浓缩到 ’#
!& 分装，! 0#$保存；（-）热乙醇抽提 , 将两倍体积的沸乙醇加入浓缩细胞中，快速混匀裂解细胞。

3#$水浴保持到乙醇挥发完全。将其在高速离心机上最大转速（’0### 1 2 %*+）#$ 离心 ’# %*+。取上清

液浓缩到 ’# !& 分装，! 0#$保存。（(）碱抽提, 在浓缩细胞中加入 0#$ 456 溶液使混匀后的 456
浓度为 #7 ’ %89 2 &。0#$水浴 ’# %*+，后冰上冷却 " %*+，将其在高速离心机上最大转速（’0### 1 2 %*+）

#$ 离心 ’# %*+。上清液用 #7 ’ %89 2 & 的高氯酸中和后高速离心去除 4:95;。取上清液浓缩到 ’# !&
分装，! 0#$保存。

!" #$ 电喷质谱测定

电喷质谱采用以下条件：喷雾毛细管温度 (##$，工作气为 <-，流速 (" 个单位，样品以 " !& 2 %*+ 速

度连续注入电喷雾源，喷雾电压 ;7 -" =>，采用选择阳离子扫描，调节参数以及最优激发能由仪器所带

软件自动调节，扫描范围 ’"# ? ’### # " $。

%$ 结果与讨论

%7 &$ 培养条件的选择

不同的培养条件对微生物胞内代谢物的分布和丰度有很大影响。因此，在其代谢物组的测定中，经

常使用成分单一的基本培养基，以期获得较好的数据重复性。但由于微生物本身在不同条件下的代谢

特征差异显著，因此，在基本培养基上所获得的数据往往不能够指导实际生产过程中的菌种改良。而且

大肠杆菌在基本培养基中厌氧生长的速度比较缓慢，因此，实验并没有使用成分单一的基本培养基，而

是采用了发酵过程中使用的 &@ 培养基。为了最大可能的提高数据的可重复性，对培养条件进行了严

格的限制。主要的限制步骤是在实验过程中配制培养基的试剂采用同一批次的厂家产品，严格规定了

灭菌过程等。在接下来的质谱实验中证明此培养条件获得的数据有较高的重复性。

%" !$ 各种抽提方法效率的比较

一般预测大肠杆菌内大约有 "## ? A## 种小分子代谢物，而主代谢物的浓度通常在 %%89 的水平

（通常包括中心碳代谢）。其它一些代谢物的浓度在 !%89 的水平（维生素等）。而厌氧发酵大肠杆菌的

代谢物浓度水平就更低。因此要测量细胞内代谢物，选择高敏感性的检测手段和尽量提高细胞内代谢

物的抽提效率是关键。为了比较分析不同抽提方法的抽提效率，选用了高敏感性的质谱作为评价手段。

根据目前文献所述的抽提方法，选取了冰甲醇、热乙醇和碱抽提 ( 种方法比较分析。不使用高氯酸法的

原因是：高氯酸为强氧化剂，因此在提取过程中会氧化细胞内的还原性物质。例如 <BC6 与 <BCD6 等

重要的辅酶会氧化成 <BC 和 <BCD 而被检出。因为试剂毒性以及方法的繁琐性，未选用热甲醇和甲

醇E氯仿的抽提方法。图 ’B、@ 和 : 显示了大肠杆菌 F’;0" 厌氧培养到 5CA## G ’ 时小分子细胞内代谢

物电喷质谱谱图。

, , 可以看出，在这 ( 种抽提方法中，热乙醇的抽提效果最差，即在质谱中有最少的峰被检出，各峰的强

度相比其他方法均较小（低信噪比）。而冰甲醇和碱抽提的抽提效率较高。它们共有的代谢物均有较

高的强度（高信噪比）。而这两种方法也都有其偏向性，即都有一些相互没有的代谢物检出。这是因为

本身细胞内代谢物的化学特性差异非常大，所以在不同抽提液中的溶解度不同造成的。这也说明任何

一种抽提方法都不能满足代谢物组的无偏差检测所有代谢物的要求。

%" %$ 各种抽提方法重复性的比较

作为一种合适的抽提方法，除了有较高的抽提效率以外，还要求必须有很好的重复性。这是利用所

测得的代谢物数据进行代谢物系列比较分析（%HIJK89*L M18N*9*+)）以及指纹图谱分析（%HIJK89*L N*+)H1E
M1*+I*+)）的要求。根据以上的比较分析，进一步比较了抽提效率较高的冰甲醇法和碱抽提法的重复性。

图 ’C 和 O 分别显示了碱抽提法和冰甲醇法两次独立实验的电喷质谱图。碱抽提法的两次质谱图

A3-’ 分 析 化 学 第 (; 卷

万方数据



第 ! 期" " " " " " " " " " " " 王庆昭等：大肠杆菌代谢物组测定中抽提方法的比较分析" "

图 #" 大肠杆菌 $#%&’ 厌氧培养到 ()*++ , # 时小分子细胞内代谢物电喷质谱图

-./0 #" 1234567896:; <:88 893456: 7= 27> <7234?2:6 >3./@5 .A56:4322?2:6 <35:B72.538 7= 1 472. $#%&’
/67>.A/ ?AC36 :A:367B.4 47AC.5.7A8 .A 3D97A3A5.:2 9@:83 7= ()*++ , #
E0 冰甲醇抽提（472C <35@:A72 3D56:45.7A）；F0 热乙醇抽提（@75 35@:A72）；G0 碱抽提（ :2H:2.A3 3D56:45.7A）；

)0 第二次冰甲醇独立实验（ 5@3 8347AC .AC393AC3A5 472C <35@:A72 3D56:45.7A）；10 第二次碱抽提独立实验

（ 5@3 8347AC .AC393AC3A5 :2H:2.A3 3D56:45.7A）。

（图 #G 和 1）在出峰的数量和相对强度上有较大的差异；而冰甲醇法的两次质谱图（图 #E 和 )）无论在

出峰的数量，核质比数值和相对强度上都非常相似，具有非常好的数据重复性。分析碱抽提法重复性比

较差的原因可能和其抽提过程的 &+I保温时间较长，以及经过强碱强酸过程后，有些胞内代谢物有不

同程度的不稳定或氧化还原状态变化所导致。

以冰甲醇法为抽提方法能够允许测定至少 J+ 种以上的大肠杆菌细胞内代谢物，且具有良好的效率

和重复性。低核质比（! " #6%++）的代谢物应该为糖代谢中间产物或氨基酸；高核质比（! " #&*++）的代

谢物可能为核苷酸和各种维生素（辅酶）等。具体的峰和代谢物对应研究正在进行中。
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《分析化学中的小波分析技术》
卢小泉 刘宏德 编著

" " 小波变换的概念是由法国从事石油信号处理的工程师 C; :0A+%9 在 <=F! 年首先提出的并建立了反演公式。它解决

了 L06A)%A 变换不能解决的许多困难问题，所以被誉为“数学显微镜”，具有分析发展史上里程碑式的意义。本书是分析

科学现代方法丛书中的一册，是国内第一本介绍小波分析在分析化学中应用的图书。作者卢小泉教授自 <==! 年始从事

小波分析在分析化学中的应用研究，他在自己科研的基础上参阅了国内外大量的有关小波分析的文献后编著此书，书中

内容具有很强的针对性和实用性。该书的出版能给分析化学工作者，特别是化学计量学工作者提供一些有价值的参考。

定价：]?; PP 元。
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