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摘  要: 微生物代谢组学主要研究细胞生长或生长周期某一时刻细胞内外所有低分子量代谢物。

分析技术的不断发展促进了微生物代谢组学研究的进展。本文结合微生物样品前处理方法, 综述

了目前研究中所采用的各种分析技术的特点与应用, 并展望微生物代谢组学研究中分析技术的发

展趋势。 
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Preparation and Analytical Method in the Study of 
Micrbial Metabolomics 
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Abstract: Microbial metabolomics is a subject that chiefly studying all the low molecular weight metabo-
lites in an organism or cells during their growing process. The progress of analytical technology promotes 
microbial metabolomics to make advancement. In this paper, the commonly used analytical technology, 
sample preparation and its application were discussed and the prospects of the analytical methods were also 
discussed. 
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代谢物是整个细胞调控体系的最终产物, 代谢
物的定量水平可以反映生物体系对于基因和环境改

变的最终响应, 因此代谢组学和蛋白组学, 转录组
学相互补充, 与基因组学一起成为研究生命现象的
重要手段。微生物代谢组学以微生物为研究对象 , 
主要研究细胞生长或生长周期某一时刻细胞内外所

有低分子量的代谢物。自从 Elmroth利用 GC-MS技
术分析脂肪酸、氨基酸和糖类并结合化学计量学方

法监测肠系膜明串珠菌发酵生产葡聚糖过程中的微

生物污染[1]。至今, 代谢组学研究已应用于微生物鉴

定[2]、突变体筛选和功能基因研究[3]、代谢途径及代

谢工程[4,5]、发酵工艺的监控和优化[4,6,7]及环境微生

物研究[8,9]等诸多方面。 
分析技术的不断进步, 极大地推动了代谢组学

研究的进展。其中包括前处理技术和仪器分析技术, 
而前处理技术与仪器分析技术紧密相关: 不同的仪
器分析技术对于样品的前处理有不同的要求, 只有
经过适当的前处理, 才能保证对样品所做的分析结
果具有可信度。代谢组学研究的仪器分析技术主要

基于核磁共振波谱(NMR)和质谱(MS)技术, 此外还
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有傅立叶变换红外光谱 FTIR[10]。质谱技术又主要是

与各大色谱技术联合使用, 如气相色谱质谱联用技
术(GC-MS)、毛细管电泳质谱联用技术(CE-MS), 当
然也有直接注射质谱 DIMS 技术用于酵母类的足迹
分析报道[11]。 

本文就微生物代谢组学研究中, 前处理技术和
各种分析方法的优缺点进行综述。并对微生物代谢

组学研究中分析技术的发展趋势作一展望。 

1  前处理技术 

做好样品的前处理是取得可靠分析结果的先决

条件。在微生物代谢组学研究过程中, 前处理的关
键在于如何迅速降低胞内代谢酶活性及提取代谢物

组分。根据分析对象是原核生物还是真核生物, 淬
灭的方法有所不同。淬灭方法的好坏取决于操作过

程中胞内物质泄漏率的高低。Mashego MR 等人总
结了文献报道的各大经典方法, 但目前还没有一种
方法具有普遍使用性, 需要针对不同的待测对象选
择合适的淬灭和提取方法[12,13]。 

1.1  淬灭  
淬灭即迅速降低细胞内的代谢酶活性, 使代谢

反应停止。常用的淬灭方式有骤变温度法和加有机

溶剂法。骤变温度指瞬间改变样品温度至−40°C 或
>80°C, 也有使用液氮灭活 , 其原理也是迅速降低
样品温度至−150°C, 抑制代谢酶活性, 再于 0°C 解
冻后收集菌体。在样品中加入酸(高氯酸、盐酸、三
氯乙酸)或碱(氢氧化钠、氢氧化钾)也能达到淬灭的
目的。研究发现, 淬灭过程会导致泄露即细胞内代
谢物的丢失, 且泄露的程度与淬灭时间、温度及加
入的有机溶剂量等有关, 随着缓冲液的加入, 淬灭
时间减少 , 离心速度加快 , 泄漏程度会减轻 , 研究
还表明真核生物灭活过程中, 由有机溶剂引起的代
谢产物泄漏不及原核生物严重[14]。既然淬灭过程中

泄漏在所难免, 在进行样品前处理时应尽量将泄漏
的影响降到最低 , 并注意平行操作 , 快速淬灭后 , 
迅速低温离心收集菌体。 

1.2  细胞内代谢产物的提取 
代谢产物的提取以尽可能多的提取代谢物, 避

免物理或化学改性, 尽可能减少稀释效应为原则[13]。

Maharjan RP使用酸碱破坏、冷甲醇破壁、甲醇或乙
醇中高温提取、氯仿-甲醇溶菌提取等 6种不同的提
取方式提取大肠杆菌中的代谢物, 以同位素标记的

葡萄糖作为检验指标比较各种提取方式, 研究表明, 
低温下(−40°C)以甲醇作为提取溶剂时效果最佳, 同
时文章也指出代谢物提取方法的选择与化合物自身

性质及分析的目的相关[15]。衡量一个提取方法的好

坏不能只关注最终代谢产物的量, 首先要确保提取
过程中代谢物的稳定, 因此在提取时往往要加入缓
冲溶液来增强代谢物的稳定性, 如乙醇胺、磷酸盐、
42 羟乙基哌嗪乙磺酸 (HEPES)[16]、哌嗪乙磺酸

(PIPES)[14]等, 后两者使用更为普遍。除了上面提到
的液液萃取之外, 微波辅助萃取、超临界流体萃取、
固相萃取、固相微萃取等方法以缩短提取时间、提

高提取效率、溶剂消耗低, 易于实现自动化的优势
在微生物代谢领域也有广泛的应用前景。 

2  分析技术平台 

代谢物的多样性决定了代谢组学研究需要根据

样品的属性和研究目的来选择并综合运用多种分析

技术平台。图 1 所示为各种代谢组学研究中常用的
技术平台[17]。尤其核磁共振波谱技术及色谱-质谱联
用技术的应用最为广泛。 

2.1  NMR 
核磁共振光谱 (Nuclear magnetic resonance, 

NMR)技术能快速准确的对样品进行高通量分析 , 
且样品预处理比较简单, 适合复杂基质的微生物样
品的代谢组学研究。NMR主要通过磁场和射频脉冲
作用于原子核, 1H(质子)-核磁共振临床研究报告表
明,大多数已知的代谢物含有 H 原子, 所以系统对
于特殊的代谢物不存在任何歧视。1H-核磁共振光谱
能提供分子中氢原子所处的化学环境、各官能团或

分子骨架上氢原子的相对数目, 以及分子构型等相
关信息; 13C-核磁共振光谱能提供有关分子骨架结
构信息, 二者相互补充, 用于化合物分子结构测定。
一些质谱响应低、不易离子化的化合物尤其适合使

用 NMR来进行研究。 
在代谢组学提出的早期, 核磁共振波谱就已经

是研究的主要工具之一, 关于植物代谢组学的很多
研究就是基于 NMR 的[18,19]。在微生物代谢组学的

研究过程中, NMR也发挥着巨大的作用。但是一般
来说, NMR 存在着灵敏度低, 对样品用量需求大的
问题, 好在现在也有高照射频率的商用核磁共振仪, 
如 950 MHz, 可以提高灵敏度和分辨率[10]。外磁场

强度大的仪器更主要的特点是可以使图谱简化(在 
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图 1  代谢组学研究中常用的技术平台 

Fig. 1  Analysis platform in metabolomics 
 

低 MHz 仪器上测定呈高级偶合的信号, 在高 MHz
仪器上测定时信号常呈一级偶合), 便于分析。二维
-NMR(2D-NMR)技术的开发应用, 既显著提高了测
定灵敏度, 又使得 1H-谱与 13C-谱相构联, 建立了不
依赖任何经验规则预测的, 对分子骨架、构型及构
象等直接确凿的测定方法。 

有学者利用 2D和 1D-谱相结合的方法从腐生真
菌 Ulocladium atrum 中找出抗真菌的活性成分

cyclopeptolide 1, 不同于以往文献中 cyclopeptolide 
1 只能抗酵母样真菌, 不具备抗丝状真菌活性的报
道, 他们发现 cyclopeptolide 1具有抗植物丝状真菌
的活性, 并对其结构进行了确证[20]。 

NMR 的优势在于它不需要进行样品的提取、纯
化等复杂的预处理过程, 就能够快速地检测机体代谢
表达谱的改变, 甚至可以在活体上进行相关检测[21]。 

2.2  MS 
质谱分析法主要是通过分析样品离子的质荷比

而实现对样品的定性和定量分析。质谱图中常常包

含化合物的分子离子峰以及离子碎片峰, 可以提供
大量的结构信息。 
2.2.1  DIMS: 直接注射质谱(DIMS)分析方法应用

较早, 比较经典的如 Allen 等人将酿酒酵母培养基
上清液直接注入正离子低分辨率的电喷雾质谱进行

分析, 得到 250 个单基因剔除酵母菌的平均足迹。
每个质荷比(m/z)下都测得峰值 , 得到一些典型峰 , 
利用这种技术, 他们能迅速筛选酵母菌突变株, 得
到大量的可用于通用代谢模式识别的数据。此种方

法可以快速, 简便的区别抗菌物质的作用模式, 还
能够提供大量的有用信息[11]。 

DIMS 技术是一种高通量的筛选工具, 每天能
检测分析大量的生物样品。且样品无需经过特殊处

理, 直接注入质谱仪, 但 DIMS 只能作为样品筛选
工具, 而不能作为代谢物定量工具, 因为样品分析
过程中的离子抑制效应会影响检测的灵敏度。而且

根据样品离子化程度的高低, 代谢组的有效区域有
大有小。理论上每个波谱峰代表一种样品成分, 质
荷比(m/z)可作为样品鉴别的标准, 但是没有预先进
行色谱分离处理 , 往往会发生色谱峰重叠的现象 , 
给鉴别带来困难。Georgina 等人利用 DIMS(Q-TOF)
和 GC−TOF−MS做代谢足迹分析来区别不同的酿酒
酵母[22], 通过运用多种化学计量学方法比较后发现
两种分析方法之间没有本质的区别。此外, Sandrine 



董玲玲等: 微生物代谢组学的前处理及分析技术  1885 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Mas 等人比较了 DIMS 技术及气相色谱质谱联用
(GC-MS)技术用于酵母株系的足迹分析, 发现虽然
DIMS 分析法可以提供更为全面的质谱信息, 但色
谱与质谱联用技术才是代谢组学研究最常用的技术, 
如气相色谱质谱联用技术, 高效以及超高效液相色
谱质谱联用技术等[22,23]。 
2.2.2  GC-MS: 气相色谱质谱联用 (Gas chroma-
tography-mass spectrometer, GC-MS)技术是目前代
谢轮廓分析所使用的最频繁的分析手段之一。仪器

技术已经足够成熟, 适合分析大量样品, 而且科技
进步扩大了可供检测样品的范围, 算法的改进、数
据库的不断完善 , 也使得捕获更多的生物学相关
信息成为可能[24]。GC-MS 技术允许在一次分析过
程中同时检测不同类型的代谢物。这是代谢组学研

究的经典方法 , 很多代谢组学方面的文章均出于
此[14,25−27]。微生物方面也不例外, Steve O’Hagan等
利用气相色谱-飞行时间质谱(GC-TOF/MS)研究酵
母发酵过程中的代谢产物, 他们侧重优化分析仪器
的参数, 发明了闭环多目标的参数优化方法[7]。此方

法无需人工干预即可找到最优化的分析参数, 而且
适用于多种类型分析参数的优化。Villas-Bôas SG工
作组一直致力于酵母代谢组学研究 , 从样品前处
理 [14], 胞内外代谢物的定性定量分析[28], 比较不同
分析手段用于区分酵母株系[23], 到利用胞外代谢组
学对 Clostridium proteoclasticum B316T进行转录插

入株系表型鉴定 [29]等等, 在其研究过程中 GC-MS
方法一直是重要的分析工具, 发挥重要的作用。 

气相色谱质谱联用的优势在于有较高的分辨率

和检测灵敏度, 并且有可供参考比对的标准谱图库, 
能方便地得到待分析组分的定性结果, 但其要求样
品具有挥发性, 或者通过对样品进行衍生化处理使
其具有挥发性, 前处理步骤相对繁琐。 
2.2.3  HPLC/UPLC-MS: 液相色谱-质谱联用系统
(Liquid chromatography-mass spectrometer, LC-MS) 
采用液相色谱(LC)作为主要的分离手段, 增强其分
辨能力, 与质谱(MS)或串联质谱(MS/MS)的联用可
以得到代谢组分的结构信息。与 NMR相比, LC-MS
具有高灵敏度和高分辨率的优势; 与 GC-MS 相比, 
样品的前处理相对简单, 因此在代谢组学领域得到
了越来越广泛的应用。然而, 由于代谢物本身所具
有的复杂性, 为了实现较好的分离效果, 传统的液
相色谱往往需要长达数十分钟的分离时间, 分析通

量较低。最近出现的超高效液相色谱 (Ultra per-
formance liquid chromatography, UPLC)具有分析速
度快、高峰容量和高灵敏度等特点, 符合代谢组学
高通量的分析要求 [30]。Yu BJ 等人使用 nano- 
HPLC-MS/MS检测大肠杆菌赖氨酸乙酰化蛋白的多
样性。研究发现, 稳定期的赖氨酸乙酰化蛋白的相
关性要比对数生长期大, 而且大多数糖酵解和三羧
酸(Tricarboxylic acid, TCA)循环都有赖氨酸乙酰化
作用[31]。Joseph J Dalluge等利用 LC-MS-MS方法同
时检测 20种基本氨基酸, 并研究它们与微生物发酵
的相关性, 研究表明此种方法可以用于微生物发酵
过程中的氮源、碳源的筛选[32]。该方法在代谢工程

及生物过程优化方面具有很好的发展趋势。 
2.2.4  CE-MS: 毛细管电泳与质谱联用(CE-MS)技
术是近年来发展起来的一种新型分离检测技术。它

综合了毛细管电泳的高效、快速与质谱强大的检测

功能等优点, 广泛应用于生命科学研究各邻域, 尤
其擅长样品中极性化合物的分析[33], 因此在代谢组
学领域也占有一席之地, 如Harada等人利用 CE-MS
实现对未经衍生化处理的氨基酸进行测定[34]。但与

前面几种分析方法相比, CE-MS 的应用并不是很普
及, 还需要深入发掘它的优势。 

2.3  光谱法及其它方法 
除了上面提到的NMR及MS方法外, 还有光谱

法及多种方法联合应用进行代谢组学研究, 如傅立
叶红外光谱方法用于百日咳杆菌的生物被膜研究[35]; 
13C同位素标记结合 NMR及 MS法测定代谢流[36]。 

3  展望 

继基因组学、蛋白组学之后, 代谢组学已经成
为系统生物学研究中不可分割的一部分。一直以来, 
微生物代谢组学都是研究的热点, 随着分析科学和
生物信息学的不断发展, 将在探索微生物世界的过
程中大放异彩。微生物代谢组学面临的最大挑战就

是同时测定细胞内的大量代谢物, 因为所有代谢物
不仅性质不同, 浓度也有差异。因此, 分析技术的发
展主要集中在提高分辨率、增加样品通量上, 选择
合适的分析平台, 针对不同的分析目的充分发挥各
自的优势实现样本全面性分析。 
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