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摘要:【目的】 监控大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)主代谢通路上蛋白表达状况及中间代谢物变化ꎬ为代谢工程改

造提供基础性数据及检测方法ꎮ 【方法】 利用 Ｓｋｙｌｉｎｅ 软件靶向设计主代谢(糖酵解途径、磷酸戊糖途径、三
羧酸循环、混合酸发酵途径及脂肪酸合成途径)目标蛋白质 ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ (ＭＲＭ)方法对其相对定量监控ꎻ在相

同质谱平台(Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ４５００)上利用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ(ＭＲＭ)方法对目标中间代谢物绝对定量监控ꎮ 【结果】 实

验表明不同生长时期内(对数生长期、稳定期及衰亡期)大肠杆菌主代谢蛋白质表达表现出 ４ 种不同的变化

现象ꎬ某一代谢通路上的单一蛋白不能反映该通路的表达状态ꎻ磷酸戊糖途径、混合酸发酵途径以及三羧酸

循环途径中较多的蛋白质在衰亡期表达量最高ꎬ但几种目标中间代谢产物(ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ、ＮＡＤ ＋ 、ＮＡＤＨ、
ＮＡＤＰ ＋ 、ＮＡＤＰＨ、ＣｏＡ、ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ)的积累量与对数生长期相比ꎬ稳定期及衰亡期都相应减少(除了 ａｃｅｔｙｌ￣
ＣｏＡ 以外)ꎮ 【结论】 该文中使用的检测方法可以有效地反映大肠杆菌体内代谢的基本状况ꎮ
关键词:大肠杆菌(Ｋ１２ ＭＧ１６５５)ꎬ液质联用ꎬ代谢物ꎬ靶向蛋白组
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　 　 大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)作为生物工程改造

的模式生物ꎬ由于其遗传信息背景简单明确、生物改

造方法简便成熟、生长周期短等众多优势ꎬ至今仍是

代谢工程领域的重要改造出发菌株[１ － ２]ꎮ 伴随着代

谢工程的不断发展ꎬ对生物分析的需求也不断加

大[３]ꎮ 代谢工程领域已经不再仅仅满足于定性和

定量某一种或一类通过生物改造得到的最终产物ꎬ
而是对涉及目标化合物的整个代谢通路乃至整个代

谢流的变化情况产生越来越大的需求ꎬ这些数据信

息的获得将对更加理性的代谢工程改造具有重要的

指导意义[４]ꎮ
近几年来ꎬ伴随着分析技术及仪器的高速发展ꎬ

各种组学也越来越得到大家的关注和利用[５]ꎮ 这

一过程中ꎬ基因组ꎬ蛋白组以及代谢组的分析检测产

生了大量的实验数据ꎬ对我们所研究的对象来说ꎬ我
们有了更深一步的认识和发现ꎮ 而如何将这些大量

数据背后隐含的各种生物学意义与各种复杂的数据

结合起来ꎬ也成为了制约组学发展的一个重要方

面[６]ꎮ
代谢工程领域对大肠杆菌生物分析的需求ꎬ也

预示着我们需要将各种组学特别是蛋白组及代谢组

的分析方法和手段应用于该领域当中ꎬ为指导下一

步的生物遗传改造乃至指导工业化生产ꎮ 对大肠杆

菌的广泛长期的研究ꎬ积累了大量的生物学信息ꎮ
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如图 １ 所示ꎬ大肠杆菌 Ｋ１２ＭＧ１６５５ 菌体中几种主代

谢通路(如糖酵解途径、磷酸戊糖途径、三羧酸循

环、混合酸发酵途径及脂肪酸合成途径等)的各种

图 １. Ｋ１２ ＭＧ１６５５ 菌体内主代谢途径图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｋ１２ ＭＧ１６５５. Ｇｅｎｅｓ ｃｉｒｃｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｂｏｘ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ.

生物背景信息已经相当完备ꎮ 包括这些途径的中间

代谢产物及其辅因子ꎬ代谢通路上涉及的相关蛋白

质的氨基酸序列等信息已经可以支持我们靶向性的

进行实验的设计ꎮ 例如ꎬ本文中ꎬ对 Ｋ１２ ＭＧ１６５５ 几

种主代谢上的靶向蛋白质组学的研究也是基于此信

息来进行设计和试验的[７]ꎮ
本文通过 ＨＰＬＣ 及 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 等分析技术充分

挖掘大肠杆菌 Ｋ１２ ＭＧ１６５５ 生长过程中不同生长状

态下的体内外目标代谢物积累量以及体内主代谢通

路上靶向蛋白质的表达量等信息ꎮ 整合这个数据信

息ꎬ初步探究大肠杆菌体内复杂的代谢过程ꎮ
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１　 材料和方法

１ １　 菌株、仪器与试剂

Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ１２ ＭＧ１６５５ 菌株由本实验室保藏ꎮ 所

用的 Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ４５００(ＡＢ ＳＣＩＥＸꎬＵＳＡ)三重四级杆

质谱仪器配备岛津超高速液相色谱仪(ＵＦＬＣ ＬＣ￣
３０ＡＤ )ꎮ 高 效 液 相 色 谱 仪 为 Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００
(ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＵＳＡ)ꎬ配有紫外(ＵＶ)检测

器及示差 (ＲＩ) 检测器ꎮ 乙腈为色谱纯 ( Ｓｉｇｍａ)ꎬ
ＡＴＰ、ＡＤＰ、 ＡＭＰ、 ＮＡＤ ＋ 、 ＮＡＤＨ、 ＮＡＤＰ ＋ 、 ＮＡＤＰＨ、
ＣｏＡ、Ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ 等中间代谢产物均购于 Ｓｉｇｍａꎮ
Ｄｉｂｕｔｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ( ＤＢＡＡ) 来自 ＴＣＩ Ｅｕｒｏｐｅ
ＮＶꎬＺｗｉｊｎｄｒｅｃｈｔ￣Ｂｅｌｇｉｕｍꎮ
１ ２　 各种溶剂的配制

１ ２ １ 　 Ｍ９ 培养基 (２％葡萄糖) 配方:将 １０ ｇ
(ＮＨ４)２ＳＯ４ꎬ８ ５ ｇ ＫＨ２ＰＯ４ꎬ１ ｇ ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏꎬ０ ５ ｇ 柠

檬酸钠ꎬ０ ０６６ ｇ ＣａＣｌ２ 溶于 ８７３ ５ ｍＬ 水中ꎬ１１５ ℃灭

菌 ３０ ｍｉｎꎮ 待灭菌完毕ꎬ冷却后ꎬ加入 ４ ５ ｍＬ 维生素

溶液ꎬ １００ ｍＬ ２０％ 葡 萄 糖 以 及 １０ ｍＬ 硫 胺 素

(Ｔｈｉａｍｉｎｅ)溶液ꎬ用已灭菌的 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液调

节 ｐＨ 为 ７ꎬ最后加入 ４ ５ ｍＬ 微量金属混合液(Ｔｒａｃｅ
Ｍｅｔａｌ Ｍｉｘ )ꎮ 维 生 素 溶 液 由 ０ ４２ ｇ / Ｌ Ｒｉｂｏａｖｉｎꎬ
５ ４ ｇ / Ｌ Ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ６ ｇ / Ｌ Ｎｉａｃｉｎꎬ １ ４ ｇ / Ｌ
Ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅꎬ０ ０６ ｇ / Ｌ Ｂｉｏｔｉｎꎬ０ ０４ ｇ / Ｌ Ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ 组成ꎬ
该溶液使用过滤除菌ꎮ Ｔｒａｃｅ Ｍｅｔａｌ Ｍｉｘ 由 ２７ ｇ / Ｌ
ＦｅＣｌ３６Ｈ２Ｏꎬ２ ｇ / Ｌ ＺｎＣｌ２ꎬ２ ｇ / Ｌ ＣａＣｌ２２Ｈ２Ｏꎬ２ ｇ / Ｌ
Ｎａ２ＭｏＯ４２Ｈ２Ｏꎬ １ ９ ｇ / Ｌ ＣｕＳＯ４５Ｈ２Ｏꎬ ０ ５ ｇ / Ｌ
Ｈ３ＢＯ３ꎬ１００ ｍＬ / Ｌ浓盐酸组成ꎬ过滤除菌ꎮ Ｔｈｉａｍｉｎｅ
溶液:将 １０ ｇ Ｔｈｉａｍｉｎｅ 溶于 １ Ｌ ｄｄＨ２Ｏ 中ꎬ过滤除菌ꎮ
１ ２ ２　 代谢组提取液及蛋白酶解试剂的配制:代谢

组提取液为甲醇水溶液(体积比 ２∶ １)ꎬ放置 － ４０ ℃
冰 箱 中 备 用ꎮ 蛋 白 酶 解 试 剂 是 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液ꎻ还原试剂是 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ (２￣
ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙｌ)ｐｈｏｓｐｈｉｎｅ(ＴＣＥＰ)溶液ꎻ烷基化试剂是

２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 碘乙酰胺(ＩＡＡ)溶液ꎮ
１ ３　 样品制备及提取方法

１ ３ １　 混合酸发酵产物样品制备方法:取 １ ｍＬ 菌

液ꎬ高速离心(８０００ × ｇꎬ离心 ２ ｍｉｎ)ꎬ取上清过 ０ ２２
μｍ 的滤膜后ꎬ用于 ＨＰＬＣ 测葡萄糖及各类酸等副产

物ꎬ剩余菌体用去离子水重悬后测 ＯＤ 值ꎮ
１ ３ ２ 　 代谢组样品制备及提取方法:依据预实

验中 ＯＤ 值来收集不同生长阶段的菌体ꎬ菌体总

量为 ３５ＯＤꎮ 取相应体积的菌液于 ５０ ｍＬ 离心管

中ꎬ在 ４ ℃下以 ８０００ × ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ收集菌体以

及上清液ꎬ置于 － ８０ ℃冰箱中备用ꎮ 将该菌体从

－ ８０ ℃冰箱中取出置于冰上解冻ꎬ重悬菌体转移

至 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ向菌体中加入 ６００ μＬ 提取

液ꎬ加入 ０ ５ ｍｍ(２ － ３ 颗)玻璃珠振荡 １ ５ ｍｉｎ
(仪器:全自动样品快速研磨仪ꎬＴｉｓｓｕｅｌｙｓｅｒ￣４８ꎬ上
海净信科技) ꎬ超声破碎 １０ ｍｉｎ 后ꎬ４ ℃ 下离心

(８０００ × ｇꎬ１０ ｍｉｎ)取上清液 ５５０ μＬꎬ残渣使用上

述方法重复提取 ２ 次后ꎬ合并 ３ 次上清液ꎮ 在真

空下旋转蒸发ꎬ除去有机溶剂ꎮ 将该水溶液置于

－ ８０ ℃冰箱预冻后放真空干燥机中冻干成粉末ꎬ
用流动相 Ａ 相重溶后待上样ꎮ
１ ３ ３ 　 质谱蛋白组样品制备、提取及测蛋白浓

度方法:提取蛋白组样品方法:将菌体从 － ８０ ℃
冰箱中取出置于冰上融化ꎬ振荡重悬后ꎬ加入

１ ｍＬ水于该 １５ ｍＬ 离心管中重悬ꎬ转移到 ２ ｍＬ
离心管中ꎬ８０００ × ｇ(４ ℃ )离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清后ꎬ
用氯仿 /甲醇沉淀的方法进行蛋白提取ꎮ 具体步

骤如下:将细胞移至离心管中ꎬ加入 ４００ μＬ 纯甲

醇后ꎬ剧烈振荡ꎻ加入 １００ μＬ 的氯仿ꎬ剧烈振荡ꎻ
加入 ３００ μＬ 的纯水ꎬ剧烈振荡后ꎬ以台式离心机

最大转速离心 １ ｍｉｎꎬ分层后ꎬ将上层的甲醇层轻

轻倒掉ꎬ再加入 ３００ μＬ 的甲醇ꎬ剧烈振荡ꎬ室温

下离心(上述条件) ２ ｍｉｎꎬ移去甲醇和氯仿层ꎮ
将 剩 下 的 蛋 白 颗 粒 冷 冻 干 燥 ３０ ｍｉｎꎬ保 存 在

－ ８０ ℃ 冰 箱 中ꎮ 测 蛋 白 浓 度 的 方 法: Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ 详细方法见参考文献[８] ꎮ
１ ４　 蛋白酶解实验及脱盐处理

１ ４ １　 蛋白酶解方法:将蛋白样品从 － ８０ ℃冰箱

中取出ꎬ室温彻底融解后ꎬ混匀ꎬ取 １００ μｇ 蛋白样品

于离心管中ꎬ加入 ０ ２ μｇ / μＬ ＢＳＡ 溶液 ５ μＬ 作为内

标ꎬ混匀后ꎬ加入 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液使体系

体积为 ２００ μＬꎻ加入 １０ μＬ 浓度为 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

ＴＣＥＰ 溶液ꎬ混匀ꎬ３０ ℃反应 １ ｈꎻ加入 １０ μＬ 浓度为

２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＡＡ 溶液ꎬ混匀ꎬ３０ ℃避光反应 ３０ ｍｉｎꎻ
将胰蛋白酶用重悬缓冲液复溶ꎬ使其终浓度为 ０ ２
μｇ / μＬꎬ按胰蛋白酶与样品蛋白 １:２０ 的比例加入

０ ２ μｇ / μＬ 的胰蛋白酶ꎬ３７ ℃反应 １２ － １６ ｈꎻ将酶

解后的蛋白样品用真空离心浓缩仪旋干ꎬ置于

－ ４０ ℃备用待脱盐处理ꎮ

０６４１
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１ ４ ２　 脱盐处理:使用 Ｚｉｐｔｉｐ Ｃ１８ 微量层析柱(５ μｇ
柱容量)脱盐ꎬ具体过程如下:准备润湿液(５０％ 乙

腈)、平衡液(０ １％三氟乙酸)、冲洗液(０ １％三氟乙

酸 / ５％甲醇)、洗脱液(０ １％三氟乙酸 / ５０％乙腈)ꎻ将
旋干后的样品用平衡液溶解(终浓度为 １ μｇ / μＬ)ꎬ涡
旋振荡重悬蛋白ꎻＺｉｐｔｉｐ Ｃ１８ 微量层析柱ꎬ先用润湿液

反复润湿层析柱 ７ －１０ 次ꎻ再用平衡液通过反复吹吸

７ －１０ 次平衡层析柱ꎻ吸取样品 １０ μＬꎬ反复吹吸数次

使多肽充分与层析柱结合ꎻ上样后ꎬ用冲洗液慢慢冲

洗 ７ －１０ 次脱盐ꎻ最后用 １０ μＬ 洗脱液洗脱多肽至干

净的离心管中ꎻ将洗脱下来的多肽用真空离心浓缩仪

旋干ꎬ置 －８０ ℃冰箱中ꎬ备用ꎮ 上机前用 Ａ 相 １００ μＬ
复溶样品(上样量 ２０ μＬ)ꎬ涡旋混匀后ꎬ取上清至带

内衬管的样品瓶中ꎬ备用ꎮ
１ ５　 混合酸发酵产物定量方法

Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００(ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＵＳＡ)ꎬ配
有紫外(ＵＶ)检测器及示差折光(ＲＩ)检测器ꎬ紫外

检测波长为 ２１０ ｎｍꎮ 色谱柱为 Ａｍｉｄｅｘ ＨＰＸ￣８７
Ｉｏｎ Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ Ｃｏｌｕｍｎ(３００ ｍｍ × ７ ８ ｍｍꎬＢｉｏ￣Ｒａｄꎬ
ＵＳＡ)ꎬ流动相为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 硫酸水溶液ꎬ等度洗脱 ３５
ｍｉｎꎮ 流速为 ０ ５ ｍＬ / ｍｉｎꎮ 样品进样量为 ２０ μＬꎮ
１ ６　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 代谢物定量实验

超高速液相为岛津公司 ＵＦＬＣ ＬＣ￣３０ＡＤꎬ质谱

仪器为:Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ４５００(ＡＢ ＳＣＩＥＸ)ꎮ ＵＦＬＣ 条件:
流动相 Ａ 相:２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＢＡＡ 于水中ꎬ加入 ５％
(Ｖ / Ｖ)的乙腈ꎮ 流动相 Ｂ 相:２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＢＡＡ 于水

中ꎬ加入 ８４％ 乙腈ꎮ 流动相梯度:０ － ２ ｍｉｎꎬ维持

２％ 的 Ｂ 相ꎻ２ － １０ ｍｉｎꎬ Ｂ 相由 ２％ 线性增加到

１００％ Ｂ 相ꎻ１０ － ２０ ｍｉｎꎬ维持 １００％ Ｂ 相 １０ ｍｉｎꎻ
２０ － ２１ ｍｉｎꎬＢ 相由 １００％ 降低到 ２％ ꎻ２１ － ３０ ｍｉｎꎬ
维持 ２％ Ｂ 相 １０ ｍｉｎꎮ 色谱柱为 Ｓｈｉｍ￣ｐａｃｋ ＸＲ￣
ＯＤＳＩＩＩ(ＳＨＩＭＡＤＺＵ)ꎬ流速为 ０ ２ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温箱温

度设定为 ４５ ℃ꎮ 进样体积 １０ μＬꎬ自动进样器温度

为１０ ℃ꎮ 离子源参数如下:ＣＵＲ:１０ ０ꎬＣＡＤ:８ꎬＩＳ:
－ ３０００ꎬＴＥＭ:３５０ꎬ Ｇａｓ１:６０ꎬ Ｇａｓ２:６０ꎬ ＤＰ: － １３０ꎬ
ＥＰ: － １０ꎬＣＸＰ: － １３ꎮ Ｄｅｔｅｃｔｅｒ ＣＥＭ:１９００ꎮ 质谱方

法使用 ＭＲＭꎬ其离子对及其碰撞能量参数如表 １ꎮ
利用蠕动泵进样(流速:７ μＬ / ｍｉｎ)的方式ꎬ对每一

种代谢产物标准品在质谱 Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ４５００ 进行子

离子选择及碰撞能量优化ꎮ
１ ７　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 靶向蛋白组定量实验

利 用 Ｓｋｙｌｉｎｅ ２ ５ ０ ６１５７ ( Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ

ＷａｓｈｉｎｇｔｏｎꎬＵＳＡ) 软件设计大肠杆菌体内主代谢

(包括:糖酵解途径ꎬ磷酸戊糖途径ꎬ三羧酸循环ꎬ混
合酸发酵途径及脂肪酸代谢途径等)涉及的几个表

达量较高的蛋白质 ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ 方法所需的母子对[９]ꎬ
如表 ２ 所 示ꎮ 具 体 方 法 如 下: 在 Ｕｎｉｐｒｏｔ 网 站

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｕｎｉｐｒｏｔ. ｏｒｇ / ) 中得到如图 １ 所示的

Ｋ１２ＭＧ１６５５ 主代谢涉及的绝大多数的蛋白氨基酸

序列ꎬ 将其导入 Ｓｋｙｌｉｎｅ 软件中ꎮ 将来自 Ｇｌｏｂａｌ
Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｍａｃｈｉｎｅ ( ＧＰＭ ) 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｔｈｅｇｐｍ. ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ)以及我们实验室对大肠杆

菌蛋白质鉴定实验得到的 ５６００Ｑ￣ＴＯＦ 数据导入

Ｓｋｙｌｉｎｅ 中作为谱图数据库来帮助选择目标蛋白的

多肽序列ꎮ 每个蛋白选择 ３ － ４ 个多肽ꎬ每个多肽选

择 ３ － ４ 个离子对ꎮ 多肽的选择基本为 ８ － ２０ 个氨

基酸数量ꎬ带两个电荷ꎮ 离子对的选择尽可能选择

已有的谱图中强度较高的子离子ꎮ
表 １. 中间代谢产物 ＭＲＭ 参数

Ｔａｂｌｅ １. ＭＲＭ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ
(ｍ / ｚ)

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ
(ｍ / ｚ)

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ (Ｖ)

ＡＭＰ ３４５. ８ ２１０. ５ － ２４
ＡＤＰ ４２６. ０ １３３. ６ － ３３
ＡＴＰ ５０６. ０ １５８. ４ － ３４
ＮＡＤ ＋ ６６２. ０ ５４０. ０ － ２８
ＮＡＤＨ ６６４. １ ４０８. ０ － ４２
ＮＡＤＰ ＋ ７４２. ０ ６２０. ０ － ２５
ＮＡＤＰＨ ７４４. １ ４０８. ０ － ４５
ＣｏＡ ７６６. ０ ６８６. １ － ４７
Ａｃｅｔｙｌ － ＣｏＡ ８０８. １ ７２８. １ － ５０

　 　 将该系列导出后ꎬ用普通的 ＭＲＭ 方法进行预

实验ꎬ得到保留时间参数后ꎬ将该质谱方法变为

Ｓｃｈｅｄｕｌｅｄ ＭＲＭꎬ详细的方法见文献[１０]ꎮ 色谱方

法为:超高速液相为岛津公司 ＵＦＬＣＬＣ￣３０ＡＤꎬ质谱

仪器为:Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ４５００(ＡＢ ＳＣＩＥＸ)ꎮ ＵＦＬＣ 条件:
流动相 Ａ 相:水中加入 ０ １％ (Ｖ / Ｖ)的甲酸ꎮ 流动

相 Ｂ 相:乙腈中加入 ０ １％ (Ｖ / Ｖ)的甲酸ꎮ 流动相

梯度:０ － ２ ｍｉｎꎬ维持 ２％的 Ｂ 相ꎻ２ － ３０ ｍｉｎꎬＢ 相由

２％线性增加到 ６５％ Ｂ 相ꎻ３０ － ３１ ｍｉｎꎬＢ 相由 ６５％
降低到 ２％ ꎻ３１ － ４０ ｍｉｎꎬ维持 ２％ Ｂ 相 ９ ｍｉｎꎮ 色谱

柱为 Ｓｈｉｍ￣ｐａｃｋ ＸＲ￣ＯＤＳＩＩＩ ( ＳＨＩＭＡＤＺＵ)ꎬ流速为

０ ２ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温箱温度设定为 ４５ ℃ꎮ 进样体积

１０ μＬꎬ自动进样器温度为 １０ ℃ꎮ
数据处理过程:将多肽的峰面积与内标蛋白 ＢＳＡ

(牛血清蛋白)峰面积之比ꎬ作为该多肽的相对含量ꎬ
比较不同样品之间同一个蛋白的相对含量变化ꎮ
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Ｙｏｎｇｂｏ Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

表 ２. 主代谢途径蛋白质相对定量选用的肽段母子对

Ｔａｂｌｅ ２. Ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
Ｐａｔｈｗａｙｓ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅｓ Ｐｅｐｔｉｄｅｓ Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ (ｍ / ｚ) Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ (１)
Ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ Ｐａｔｈｗａｙ
(ＥＭＰ) ＦｂａＡ

ＧａｐＡ

Ｐｇｋ

ＧｐｍＡ

ＧｐｍＭ(Ｉ)

Ｅｎｏ

ＬＬＰＷＩＤＧＬＬＤＡＧＥＫ ７７０. ４２ ｙ１２ꎬｙ１０ꎬｙ９
ＤＳＶＳＹＧＶＶＫ ４７７. ２５ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５
ＡＮＥＡＹＬＱＧＱＬＧＮＰＫ ７５１. ８８ ｙ１０ꎬｙ９ꎬｙ７
ＧＡＳＱＮＩＩＰＳＳＴＧＡＡＫ ７０１. ３７ ｙ９ꎬｙ８ꎬｂ２
ＶＰＴＰＮＶＳＶＶＤＬＴＶＲ ７４８. ４３ ｙ１２ꎬｙ１１ꎬｙ８
ＡＧＩＡＬＮＤＮＦＶＫ ５８１. ３２ ｙ８ꎬｙ７ꎬｙ６
ＳＬＹＥＡＤＬＶＤＥＡＫ ６７６. ８３ ｙ１０ꎬｙ８ꎬｙ７
ＶＡＴＥＦＳＥＴＡＰＡＴＬＫ ７３２. ８８ ｙ９ꎬｙ７ꎬｙ５
ＶＬＰＡＶＡＭＬＥＥＲ ６１４. ３４ ｙ９ꎬｙ７ꎬｙ６
ＦＴＧＷＹＤＶＤＬＳＥＫ ７３０. ３４ ｙ８ꎬｙ７ꎬｙ６
ＧＦＡＶＴＰＰＥＬＴＫ ５８０. ３２ ｙ７ꎬｙ６ꎬｂ３
ＹＹＬＧＮＡＤＥＩＡＡＫ ６６４. ３３ ｙ１０ꎬｙ９ꎬｙ８
ＡＦＦＡＮＰＶＬＴＧＡＶＤＫ ７２５. ３９ ｙ１０ꎬｙ９ꎬｂ３
ＡＦＶＮＡＤＦＤＧＦＡＲ ６６５. ３１ ｙ８ꎬｙ７ꎬｙ６
ＶＡＴＹＤＬＱＰＥＭＳＳＡＥＬＴＥＫ １００６. ４８ ｙ１３ꎬｙ１１ꎬｂ７
ＩＭＩＤＬＤＧＴＥＮＫ ６２４. ８１ ｙ９ꎬｙ８ꎬｙ７
ＩＱＬＶＧＤＤＬＦＶＴＮＴＫ ７８１. ９２ ｙ１２ꎬｙ１１ꎬｙ１０
ＳＧＥＴＥＤＡＴＩＡＤＬＡＶＧＴＡＡＧＱＩＫ １０５９. ５３ ｙ１４ꎬｙ１３ꎬｙ８

Ｐｅｎｔｏｓｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
Ｐａｔｈｗａｙ (ＰＰＰ) Ｐｇｌ

Ｇｎｄ

ＲｐｉＡ

ＴｋｔＢ

ＴａｌＡ

ＴａｌＢ

ＷＡＡＤＩＨＩＴＰＤＧＲ ６７６. ３４ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５
ＥＧＦＱＰＴＥＴＱＰＲ ６４５. ３１ ｙ７ꎬｙ４ꎬｙ２
ＹＡＶＧＱＧＰＭＷＶＶＶＮＡＨ ８１４. ４１ ｙ５ꎬｙ３ꎬｂ２
ＮＬＡＬＮＩＥＳＲ ５１５. ２９ ｙ７ꎬｙ５ꎬｂ２
ＥＦＶＥＳＬＥＴＰＲ ６０３. ８ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ４
ＥＡＹＥＬＶＡＰＩＬＴＫ ６７３. ８８ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５
ＧＱＩＥＧＡＶＳＳＳＤＡＳＴＥＫ ７８３. ３７ ｙ１２ꎬｙ１０ꎬｙ９
ＦＰＬＰＶＥＶＩＰＭＡＲ ６８４. ８９ ｙ９ꎬｙ７ꎬｙ４
ＧＡＤＶＡＬＩＧＴＰＤＧＶＫ ６５６. ８６ ｙ９ꎬｙ８ꎬｙ７
ＥＡＩＬＥＡＱＳＶＫ ５４４. ３ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５
ＶＶＳＬＰＳＴＤＩＦＤＡＱＤＥＥＹＲ １０４２. ４９ ｙ１０ꎬｙ９ꎬｙ８
ＧＡＩＶＧＭＴＧＹＧＥＳＡＰＡＤＫ ８１２. ３９ ｙ１０ꎬｙ４ꎬｂ１３
ＥＧＩＮＣＮＬＴＬＬＦＳＦＡＱＡＲ ９７７. ５ ｙ９ꎬｙ８ꎬｙ７
ＡＣＡＥＡＧＶＦＬＩＳＰＦＶＧＲ ８４７. ４４ ｙ９ꎬｙ７ꎬｙ６
ＴＥＱＩＬＡＬＴＧＣＤＲ ６８８. ８５ ｙ８ꎬｙ５ꎬｙ４
ＱＹＴＴＶＶＡＤＴＧＤＩＡＡＭＫ ８４２. ４２ ｙ１４ꎬｙ１１ꎬｙ１０
ＥＹＡＰＡＥＤＰＧＶＶＳＶＳＥＩＹＱＹＹＫ １２０４. ０７ ｙ１１ꎬｙ１０ꎬｙ５
ＮＩＧＥＩＬＥＬＡＧＣＤＲ ７３０. ３６ ｙ１１ꎬｙ８ꎬｙ７

Ｍｉｘｅｄ Ａｃｉｄ
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ (ＭＡＦ) ＴｄｃＦ

ＨｙｃＥ

ＨｃｈＡ

ＡｃｅＦ

Ｄｌｄ

ＬｌｄＤ

ＭＴＶＦＩＴＤＬＮＤＦＡＴＩＮＥＶＹＫ １１１７. ５６ ｙ１１ꎬｙ１０ꎬｙ９
ＱＦＦＤＥＨＱＡＴＹＰＴＲ ５４７. ２５ ｙ６ꎬｙ５ꎬｙ３
ＬＥＩＥＡＩＡＶＲ ５０７. ３ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５
ＶＥＶＤＡＮＫＰＥＹＰＳＶＴＰＲ ６００. ９８ ｙ６ꎬｙ５ꎬｂ２
ＤＭＹＧＬＩＰＶＧＬＰＤＥＲ ７８７. ９ ｙ６ꎬｙ４ꎬｂ５
ＧＤＤＩＨＷＳＭＴＧＤＮＱＫ ８０２. ３４ ｙ９ꎬｙ７ꎬｂ６
ＩＬＶＩＡＡＤＥＲ ５００. ３ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５
ＦＥＹＷＡＭＰＨＫ ６０４. ７８ ｙ７ꎬｙ５ꎬｙ３
ＭＧＭＮＩＩＮＤＤＩＴＧＲ ７２５. ３４ ｙ９ꎬｙ８ꎬｙ７
ＶＰＤＩＧＡＤＥＶＥＩＴＥＩＬＶＫ ９２０. ５ ｙ１３ꎬｙ１２ꎬｙ１１
ＤＶＮＶＰＤＩＧＳＤＥＶＥＶＴＥＩＬＶＫ １０８５. ５６ ｙ１３ꎬｙ８ꎬｂ３
ＦＧＥＩＥＥＶＥＬＧＲ ６３９. ３２ ｙ８ꎬｙ７ꎬｙ５
ＡＦＬＮＥＬＡＲ ４６７. ２６ ｙ６ꎬｙ３ꎬｂ２
ＤＶＶＩＩＳＴＬＲ ５０８. ３１ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５
ＥＱＭＬＥＬＬＱＱＲ ６４４. ３４ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５
ＮＭＳＤＬＳＬＥＴＴＬＦＮＥＫ ８７１. ４２ ｙ８ꎬｙ７ꎬｙ４
ＤＦＷＤＧＰＭＶＩＫ ６０４. ２９ ｙ７ꎬｙ６ꎬｂ８
ＧＩＬＤＰＥＤＡＲ ４９３. ２５ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５　 (待续)
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续表 ２
Ｐａｔｈｗａｙｓ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅｓ Ｐｅｐｔｉｄｅｓ Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ (ｍ / ｚ) Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ (１)
Ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ
Ａｃｉｄ Ｃｙｃｌｅ (ＴＣＡ) Ｉｃｄ

ＳｕｃＢ

ＳｕｃＤ

ＦｕｍＣ

Ｍｄｈ

ＡｃｅＡ

ＳＴＱＶＹＧＱＤＶＷＬＰＡＥＴＬＤＬＩＲ １１５２. ６ ｙ１１ꎬｙ１０ꎬｙ９
ＧＰＬＴＴＰＶＧＧＧＩＲ ５６２. ８２ ｙ１０ꎬｙ９ꎬｙ７
ＨＰＥＬＴＤＭＶＩＦＲ ６７９. ３５ ｙ１０ꎬｙ８ꎬｙ７
ＱＱＡＳＬＥＥＱＮＮＤＡＬＳＰＡＩＲ ９９２. ４９ ｙ１２ꎬｙ５ꎬｙ４
ＥＳＡＰＡＡＡＡＰＡＡＱＰＡＬＡＡＲ ８１７. ４４ ｙ１２ꎬｙ１１ꎬｙ１０
ＧＬＶＴＰＶＬＲ ４２７. ７８ ｙ６ꎬｙ５ꎬｙ４
ＤＳＩＬＥＡＩＤＡＧＩＫ ６２２. ８４ ｙ９ꎬｙ７ꎬｙ６
ＦＡＡＬＥＡＡＧＶＫ ４８８. ７８ ｙ８ꎬｙ７ꎬｙ６
ＳＬＡＤＩＧＥＡＬＫ ５０８. ７８ ｙ８ꎬｙ７ꎬｙ６
ＤＳＭＧＡＩＤＶＰＡＤＫ ６０９. ７９ ｙ７ꎬｙ６ꎬｂ８
ＭＰＴＳＬＩＨＡＬＡＬＴＫ ６９８. ４１ ｙ１０ꎬｙ７ꎬｙ６
ＡＳＥＬＬＧＧＶＲ ４５１. ２６ ｙ４ꎬｙ３ꎬｂ５
ＳＤＬＦＮＶＮＡＧＩＶＫ ６３８. ８５ ｙ９ꎬｙ８ꎬｙ６
ＳＮＴＦＶＡＥＬＫ ５０４. ７７ ｙ６ꎬｙ５ꎬｙ４
ＩＱＮＡＧＴＥＶＶＥＡＫ ６２９. ８４ ｙ１０ꎬｙ８ꎬｂ２
ＧＳＶＮＰＥＣＴＬＡＱＬＧＡＡＫ ８０８. ４１ ｙ１２ꎬｙ１０ꎬｙ７
ＴＩＡＳＦＱＱＱＬＳＤＭＧＹＫ ８５８. ９２ ｙ９ꎬｙ７ꎬｙ６

Ｆａｔｔｙ Ａｃｉｄ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｐａｔｈｗａｙ (ＦＡＢ)

ＡｃｃＣ

ＦａｂＧ

ＦａｂＡ

ＴｅｓＡ

ＢｉｒＡ

ＦａｂＦ

ＩＮＡＥＤＰＮＴＦＬＰＳＰＧＫ ８００. ４ ｙ１３ꎬｙ１０ꎬｙ５
ＮＡＬＱＥＬＩＩＤＧＩＫ ６６３. ８９ ｙ１０ꎬｙ８ꎬｙ７
ＴＮＶＤＬＱＩＲ ４７９. ７７ ｙ５ꎬｙ４ꎬｙ３
ＧＬＭＬＮＶＴＤＰＡＳＩＥＳＶＬＥＫ ９５８. ５１ ｙ１２ꎬｙ１０ꎬｂ６
ＡＥＦＧＥＶＤＩＬＶＮＮＡＧＩＴＲ ９０９. ４７ ｙ９ꎬｙ８ꎬｙ７
ＡＧＩＬＡＱＶＰＡＧＲ ５２６. ８１ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ４
ＦＴＧＱＶＬＰＴＡＫ ５３１. ３ ｙ８ꎬｙ６ꎬｙ４
ＬＩＭＧＬＡＤＧＥＶＬＶＤＧＲ ７７９. ４２ ｙ１０ꎬｙ９ꎬｙ８
ＶＧＬＦＱＤＴＳＡＦ ５４２. ７７ ｙ２ꎬｙ１ꎬｂ９
ＴＳＶＶＮＡＳＩＳＧＤＴＳＱＱＧＬＡＲ ９４５. ９８ ｙ１３ꎬｙ１２ꎬｙ１１
ＹＮＥＡＦＳＡＩＹＰＫ ６５１. ８２ ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ３
ＱＬＱＰＬＶＮＨＤＳ ５７５. ８ ｙ７ꎬｙ５ꎬｙ４
ＤＷＧＶＤＶＦＴＶＰＧＫ ６６０. ３４ ｙ８ꎬｙ３ꎬｂ９
ＮＴＬＡＡＭＬＩＲ ５０１. ７９ ｙ６ꎬｙ５ꎬｙ４
ＡＡＬＥＬＦＥＱＥＧＬＡＰＹＬＳＲ ９５４ ｙ８ꎬｙ６ꎬｂ１２
ＤＦＮＣＥＤＩＩＳＲ ６３４. ７８ ｙ８ꎬｙ７ꎬｙ６
ＡＳＴＰＬＧＶＧＧＦＧＡＡＲ ６３０. ８４ ｙ１１ꎬｙ９ꎬｙ８
ＤＧＦＶＬＧＤＧＡＧＭＬＶＬＥＥＹＥＨＡＫ １１２５. ５４ ｙ１２ꎬｙ９ꎬｙ８

Ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄ(２)

ＢＳＡ ＡＥＦＶＥＶＴＫ
ＶＰＱＶＳＴＰＴＬＶＥＶＳＲ
ＱＴＡＬＶＥＬＬＫ

４６１. ７５
７５６. ４３
５０７. ８１

ｙ６ꎬｙ５ꎬｙ４
ｙ１１ꎬｙ１０ꎬｙ８
ｙ７ꎬｙ６ꎬｙ５

(１) Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ: ｂ / ｙ ｉｏｎｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ( ＣＩＤ)ꎻ(２) Ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ( ＩＳ) ｕｓｅｄ ｉｎ ｄａｔａ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ.

　 　

２　 结果

２ １　 不同培养时间胞外代谢物产量变化

大肠杆菌 Ｋ１２ ＭＧ１６５５ 在 Ｍ９ 培养基中不同时

间混合酸发酵的变化情况如图 ２ 所示ꎬ依据 ＯＤ 值

的变化ꎬ该菌在 １０ ｈ 左右开始进入对数生长期ꎬ１２ ｈ
左右为对数生长期ꎬ４８ ｈ 左右进入稳定期ꎬ１２０ ｈ 后

逐渐进入衰亡期ꎮ
随着培养时间的延长ꎬ摇瓶中的葡萄糖剩余

量不断减少ꎻ乙酸的积累随着菌体量的增加快速

提高ꎬ进入稳定期后维持较高的水平ꎬ并未被菌体

利用ꎻ乳酸在对数生长前期迅速积累ꎬ进入对数生

长后期又迅速被菌体利用ꎻ甲酸及乙醇在对数生

长后期积累较多ꎬ随着菌体进入稳定期ꎬ逐渐被菌

体吸收利用ꎻ琥珀酸的产量变化不明显ꎬ在稳定期

内积累量较多ꎮ
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图 ２. 不同生长时间胞外代谢物积累量

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄ ｕｓｅ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｘｉｓ (ｇｒａｙ ｃｏｌｏｒ)ꎬ ｏｔｈｅｒｓ ｕｓｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ａｘｉｓ (ｂｌａｃｋ ｃｏｌｏｒ) . Ｔｈｅ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ＯＤ ｖａｌｕｅ (ｄｏ ｎｏｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ｖａｌｕｅ) .

２ ２　 不同生长状态下菌体内中间代谢产物积累变

化

分别取培养时间 １２ ｈ(对数生长期)ꎬ４６ ｈ(稳
定期) 及 １２４ ｈ (衰亡期) 的菌体ꎬ用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ
(ＭＲＭ) 对其体内的 ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ、 ＣｏＡ、 ＡＴＰ、 ＡＤＰ、
ＡＭＰ、ＮＡＤＰＨ、ＮＡＤＰ ＋ 、ＮＡＤＨ 及 ＮＡＤ ＋ 定量监控ꎮ
结果显示(图 ３)ꎬ整体上中间代谢产物的积累量在

稳定期及衰亡期都相应减少(除了 ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ 以

外)ꎬ特别是衰亡期ꎬ体内以上代谢产物积累量很

少ꎬ这可能造成细胞不再生长的原因之一ꎮ Ａｃｅｔｙｌ￣
ＣｏＡ 在稳定期内积累相比于对数生长期数量明显

提高ꎬ从能量代谢上来看ꎬ稳定期的 ｅｎｅｒｇｙ ｃｈａｒｇｅ
比对数生长期也有一定的提高ꎮ 衰亡期的 ｅｎｅｒｇｙ
ｃｈａｒｇｅ 明显下降ꎬ表明其体内能量代谢过程已经明

显降低ꎮ
２ ３　 不同生长状态下菌体主代谢目标蛋白质表达

量变化

不同生长状态下菌体主代谢通路蛋白表达量变

化[１１]ꎬ如表 ３ 所示ꎮ 糖酵解途径中ꎬ６ 种目标蛋白

表达量变化表现出不同的现象:ＦｂａＡ 蛋白随着菌体

生长时间的延长ꎬ其表达量逐渐升高ꎬ在衰亡期表达

量最高(现象 １)ꎻＧａｐＡ 蛋白与之正好相反ꎬ随着菌

体生长时间的延长ꎬ其表达量逐渐降低ꎬ在对数生长

期表达量最高(现象 ２)ꎻＥｎｏ 蛋白在对数生长期表

达量较高ꎬ进入稳定期后ꎬ表达量进一步提高ꎬ而进

入衰亡期后ꎬ表达量明显减低低于对数生长期的表

达量(现象 ３)ꎻ而 ＧｐｍＡ、Ｐｇｋ 及 ＧｐｍＭ(Ｉ)蛋白在对

数生长期表达量较低ꎬ进入稳定期后ꎬ表达量达到最

高ꎬ后进入衰亡期表达量降低但表达量仍高于对数

生长期(现象 ４)ꎮ 其他四条主代谢途径上的蛋白表

达也可以归于以上 ４ 种现象ꎮ 可见:对于某一主代

谢通路上的蛋白质来说ꎬ表现出不同的变化ꎬ不能用

单一的某一蛋白来概括该代谢通路的整体代谢状

态ꎮ
靶向蛋白组数据结合图 １ 主代谢通路图ꎬ可见:

在对数生长期ꎬ菌体某些蛋白的表达量较高ꎬ例如:
糖酵解途径的 ＧａｐＡ 蛋白ꎬ而大部分的蛋白表达量

低于稳定生长期ꎮ 这可能与对数生长期细胞适应新

的富营养环境后ꎬ以增加其细胞数量为主要代谢过

程有关ꎮ 在稳定期ꎬ菌体大部分的蛋白表达量最高ꎬ
菌体内的代谢过程最为活跃ꎮ 而处于衰亡期ꎬ菌体

内并没有表现出大部分的蛋白表达量降低的现象ꎬ
相反ꎬ有些蛋白的表达量达到最高ꎬ例如:糖酵解途

径的 ＦｂａＡ 蛋白ꎬ磷酸戊糖途径的 Ｐｇｌ、Ｇｎｄ、ＴａｌＡ、
ＴａｌＢ 蛋白ꎬ混合酸发酵途径的 ＴｄｃＦ、ＡｃｅＦ、ＬｐｄＡ 蛋

白ꎬ三羧酸循环途径的 ＳｕｃＢ、ＳｕｃＤ、Ｍｄｈ、ＡｃｅＡ 蛋白

以及脂肪酸合成途径的 ＢｉｒＡ、ＦａｂＦ 蛋白等ꎮ 可以发

现ꎬ磷酸戊糖途径、混合酸发酵途径以及三羧酸循环

途径中的较多的蛋白在衰亡期表达量很高ꎬ但由于

中间代谢产物在衰亡期体内积累量已经很低ꎬ尽管

蛋白质表达量较高ꎬ菌体仍不能提高最终产物及副

产物的量ꎮ
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图 ３. 不同生长状态下(Ｉ:对数生长期ꎻＩＩ:稳定期ꎻＩＩＩ:衰亡期)菌体内中间代谢物积累量

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｔｉｍｅ (Ｉ: Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｐｈａｓｅꎻ ＩＩ: Ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅꎻ ＩＩＩ: Ｄｅｃｌｉｎｅ ｐｈａｓｅ). Ａꎬ Ｂ: Ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｋｉｎｄｓ
ｏｆ ｄａｔａ ｆｏｒｍｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄａｔａ. Ｔｈｅ ｄｏｗｎｗａｒｄ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ｉｎ Ｂ ａｎｄ Ｃ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ. Ｃ:
Ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｏＡꎬ ＮＡＤＰＨ ａｎｄ ＮＡＤＨ. Ｄ: Ｅｎｅｒｇｙ ｃｈａｒｇｅ ＝ ([ＡＴＰ] ＋ １ / ２ [ＡＤＰ]) / ([ＡＴＰ] ＋ [ＡＤＰ] ＋ [ＡＭＰ]).

３　 讨论

本文中对大肠杆菌 Ｋ１２ ＭＧ１６５５ 不同生长状态

下ꎬ对胞外代谢产物的利用 ＨＰＬＣ(ＵＶ 及 ＲＩ 检测

器)定量检测ꎬ得到大肠杆菌混合酸发酵的基本信

息ꎬ在分析几种不同产物含量变化的基础上ꎬ选定代

表不同生长状态意义(对数生长期、稳定期及衰亡

期)的时间点ꎬ进行深一步的代谢物及靶向蛋白组

研究ꎮ 利用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ(ＭＲＭ)方法对大肠杆菌 ３
种不同生长状态下的关键中间代谢产物及其辅因子

(能量因子:ＡＴＰꎬＡＤＰꎬＡＭＰꎻ还原力:ＮＡＤ ＋ ꎬＮＡＤＨꎬ
ＮＡＤＰ ＋ ꎬＮＡＤＰＨ 等)进行定量检测ꎬ从侧面反映菌

体的生长状态ꎮ 利用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 方法以及 Ｓｋｙｌｉｎｅ
软件设计和试验靶向蛋白质组学ꎬ对 ５ 种主代谢通

路上的关键蛋白质表达水平进行相对定量监控ꎬ与
代谢物的信息相互印证以更好的反映菌体在 ３ 种不

同生长状态下的体内状况ꎮ
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表 ３. 不同生长状态下(Ｉ:对数生长期ꎻＩＩ:稳定期ꎻＩＩＩ:衰亡期)菌体主代谢通路蛋白表达量变化

Ｔａｂｌｅ ３. Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｔｉｍｅ (Ｉ: Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｐｈａｓｅꎻ ＩＩ: Ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅꎻ
ＩＩＩ: Ｄｅｃｌｉｎｅ ｐｈａｓｅ) ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ

Ｇｒｏｗｔｈ
ｔｉｍｅ Ｐａｔｈｗａｙ / Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＦｂａＡ ＧａｐＡ Ｐｇｋ ＧｐｍＡ ＧｐｍＭ(Ｉ) Ｅｎｏ

Ｉ
ＩＩ
ＩＩＩ

Ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ Ｐａｔｈｗａｙ
６. ５ ± １. １ ９３３. ５ ± ４２. ０ １３. ４ ± ０. ３ ６３. １ ± ５. ６ ３. ７ ± ０. １ ９０. ７ ± ２. ８
４２. ４ ± １. ７ ６３５. ８ ± ７９. １ ２７. ２ ± ２. ６ １９１. ５ ± ２６. ８ １６. ６ ± ０. ５ ３９１. ８ ± ８９. ８
５０２. ４ ± ７７. ９ １７９. ３ ± ５８. ５ ２５. ６ ± ８. ３ １５０. ５ ± １５. ０ ７. ５ ± ２. ０ ２３. １ ± １. ６

Ｐａｔｈｗａｙ / Ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｐｇｌ Ｇｎｄ ＲｐｉＡ ＴｋｔＢ ＴａｌＡ ＴａｌＢ
Ｉ
ＩＩ
ＩＩＩ

Ｐｅｎｔｏｓｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
Ｐａｔｈｗａｙ

７. ６ ± １. １ ７. ７ ± ０. ５ ２６. ２ ± ２. ６ １. ４ ± ０. １ ４. ３ ± ０. ５ ３. ４ ± ０. ５
８８. １ ± ３. ８ ３５. ８ ± ２. ２ １５１. ２ ± １５. ８ ４. ５ ± ０. ２ １２. ５ ± ４. ９ ２６. ９ ± ６. ９
２３７. ５ ± ２９. １ １２４. ４ ± ２２. ７ ７６. ９ ± １５. ６ ４. ３ ± ０. １ ２６. ９ ± ２. ５ ６８. ９ ± １０. １

Ｐａｔｈｗａｙ / Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＴｄｃＦ ＨｃｈＡ ＡｃｅＦ ＬｐｄＡ Ｄｌｄ ＬｌｄＤ
Ｉ
ＩＩ
ＩＩＩ

Ｍｉｘｅｄ Ａｃｉｄ
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

８９８. ４ ± ９７. ８ ４９. １ ± ８. ８ ６. ６ ± ０. ７ １. ７ ± ０. ２ ６０. ４ ± ８. ５ １６. ４ ± １. ９
２５９４. ３ ± ４２５. ９ ５３. ８ ± ２. ８ １６. ２ ± ０. ３ ７. ７ ± １. ３ ３５９. ４ ± １３. ６ ６６. ０ ± １３. ５
３２３３. ２ ± ３２１. ７ ３３. ５ ± ５. ５ ３０. ７ ± ４. ８ ３６. ２ ± ６. ３ ４６. ６ ± １０. ４ ４９. １ ± １２. ７

Ｐａｔｈｗａｙ / Ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｉｃｄ ＳｕｃＢ ＳｕｃＤ ＦｕｍＣ Ｍｄｈ ＡｃｅＡ
Ｉ
ＩＩ
ＩＩＩ

Ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ Ａｃｉｄ
Ｃｙｃｌｅ

５. ３ ± １. ５ ７. ４ ± ０. ３ ３８. ３ ± ７. ４ ２７. ３ ± ５. ８ ２５. ７ ± ６. １ ４. ３ ± ０. ６
５４. ４ ± ３. ３ ２７. ２ ± ３. ９ ６９. ２ ± ２. ６ ２２３. ０ ± ６６. ４ ５２. ０ ± １３. １ ４. ７ ± ０. ４
２９. ７ ± ４. ５ ３２. ７ ± ２. ０ １５１. ３ ± １６. ５ ４２. ０ ± １０. ９ １００. ９ ± １１. ６ １１. １ ± ０. ６

Ｐａｔｈｗａｙ / Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＢｉｒＡ ＡｃｃＣ ＦａｂＧ ＦａｂＡ ＦａｂＦ ＴｅｓＡ
Ｉ
ＩＩ
ＩＩＩ

Ｆａｔｔｙ Ａｃｉｄ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｐａｔｈｗａｙ

７. ２ ± １. ４ ３０. ７ ± ６. ８ １０６. ２ ± １４. ０ ３４. ５ ± ４. ６ ６. ７ ± ０. ２ ８. ８ ± ０. ９
１９. ６ ± ０. ８ ５１. ２ ± ３. ９ ２７６. ４ ± ４０. ３ ９０. ４ ± ３. ７ １３. ２ ± １. ４ ２５. ８ ± １. ２
２７. ０ ± ２. ２ ４７. ３ ± ７. ３ ２３６. ２ ± ４３. １ ３１. ９ ± ５. ２ １４. ９ ± ０. ３ ８. ５ ± ０. ５

Ｄａｔａ ｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ａｖｅｒａｇｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ / ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ × １０００) ± ＳＤ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅ.

　 　 菌体从对数生长期到稳定期ꎬｅｎｅｒｇｙ ｃｈａｒｇｅ 有

一定的增加ꎬ表明体内利用能量的效率以及代谢水

平都有所提高ꎮ 同时ꎬ５ 种主代谢通路上的几乎全

部目标蛋白表达量都有不同程度的提高ꎮ 只有糖酵

解途径的 ＧａｐＡ 蛋白表达量约下降 ３０％ ꎬ可能与体

内 ＮＡＤ ＋ 含量变化有关ꎮ 从中间代谢产物含量来

看ꎬ从对数期到稳定期ꎬＮＡＤ ＋ 的含量约下降 ５０％ ꎮ
而 ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ 在稳定期内积累相比于对数生长期数

量明显提高ꎬ从蛋白组的数据来看ꎬ生成 ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ
的代谢通路上的 ＦｂａＡ、Ｐｇｋ、ＧｐｍＡ、ＧｐｍＭ(Ｉ)、Ｅｎｏ、
ＡｃｅＦ 及 ＬｐｄＡ 蛋白表达量都有所增加ꎬ可能是导致

ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ 积累量增加的原因ꎮ 而该实验结果中ꎬ
衰亡期表现出来的部分蛋白表达量提高的现象ꎬ对
于我们理解菌体内蛋白表达情况有了更深一步的认

识ꎮ 处于衰亡期的菌体体内的蛋白表达水平并不会

随着菌体代谢水平的降低而全面的下降ꎮ 从中间代

谢产物的积累上来看ꎬ处于衰亡期的菌体体内的几

种目标中间代谢产物的积累量都很低ꎬ这可能是造

成机体代谢水平明显下降的原因ꎬ即便部分蛋白表

达量很高ꎬ也不能造成菌体终产物或副产物量的增

加ꎮ 总之ꎬ通过同时监控体内蛋白质表达水平及目

标代谢物的积累变化ꎬ可以更好地理解菌体体内的

代谢过程及状态ꎮ

本文使用的一系列分析检测方法ꎬ具有较好

的通用性ꎬ特别是对于靶向蛋白组的方法设计可

以在其他大肠杆菌中适用ꎮ 对于以大肠杆菌 Ｋ１２
ＭＧ１６５５ 为改造出发菌进行代谢工程改造的研究

课题ꎬ可以使用该文中使用的方法进行定量检测ꎬ
从而获得更多的基础性数据ꎬ以满足代谢工程的

要求ꎬ这种对生物改造菌进行较为深入系统的研

究过程和思路ꎬ可以更好地指导下一步的遗传信

息改造工作ꎮ
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１Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ (Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ)ꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ
Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００７２ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｈｕｂｅｉ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００７５ꎬ Ｈｕｂｅｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｂａｓｉｃ ｄａｔａ ａｎｄ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｔｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｈａｔ
ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｗｅ ｕｓｅｄ ｔｈｅ Ｓｋｙｌｉｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ａ ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄ (ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ) ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ( ｉ. ｅ. ꎬ ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ
ｐａｔｈｗａｙꎬ ｐｅｎｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｍｉｘｅｄ ａｃｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎꎬ ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅꎬ ａｎｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｐａｔｈｗａｙ) . Ｗｅ ｕｓｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐｌａｔｆｏｒｍ (Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ４５００) ｆｏｒ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ( ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ) ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｓｈｏｗｅｄ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｅｎｏｍｅｎａ ｉｎ
ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｉｏｄｓ ( ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｐｈａｓｅꎬ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅꎬ ａｎｄ ｄｅｃｌｉｎｅ ｐｈａｓｅ) . Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎｎｏｔ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐａｔｈｗａｙｓ. Ｍｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｎｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｐａｔｈｗａｙꎬ ｍｉｘｅｄ ａｃｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｐｈａｓｅꎬ
ｂｕｔ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ (ＡＴＰꎬ ＡＤＰꎬ ＡＭＰꎬ ＮＡＤ ＋ ꎬ ＮＡＤＨꎬ ＮＡＤＰ ＋ ꎬ ＮＡＤＰＨꎬ
ＣｏＡꎬ ａｎｄ ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｄｅｃｌｉｎｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｐｈａｓｅ ( ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ). [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｈｅｌｐ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｖｉｖｏ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ (Ｋ１２ ＭＧ１６５５)ꎬ ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳꎬ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎬ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
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