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低能离子注入诱变酿酒酵母菌 
胞外代谢产物的差异性分析 
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摘要：基于代谢组学方法研究低能离子束诱变重组菌株 N6076 与原始菌株 Kh08 在不同发酵时期的差异性胞外代谢产物，并通

过网络药理学探讨了相关代谢通路。结果表明，不同时期两种菌株的胞外代谢产物存在明显差异，鉴定出 VIP>1 的 15 种代谢差异物，

其中吲哚 3-丙酸不仅作为共同的代谢产物，而且其差异性也最为显著。基于网络药理学的差异代谢物的通路分析，结果表明该重组

菌株中有四条代谢通路存在显著性差异，分别是：醚脂代谢、糖基磷脂酰肌醇（GPI）-锚定生物合成、泛酸和 CoA 的生物合成、甘

油磷脂。论文研究为进一步认识重组酵母菌的代谢差异提供了科学依据，为下一步的菌种改良提供可能的驯化方向。 
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Abstract: Differences between extracellular metabolites of recombinant strain N6076 mutagenized by low-energy ion beams and original strain 

Kh08 at different fermentation stages were studied by metabolomic methods. The related metabolic pathways were discussed based on network 

pharmacology. The results show significant differences between the extracellular metabolites of the two strains at different stages. Fifteen metabolites with 

VIP>1 were identified including indole-3-propionate (IPA), a common metabolite showing the most significant difference. The pathways of metabolites 

showing differences were examined based on network pharmacology. It has been found that four metabolic pathways of the recombinant strain show 

significant differences, namely lipid metabolism, phosphatidylinositol (GPI)-anchoring, pantothenic acid and CoA biosynthesis, and the 

glycerophospholipid metabolism. This study provides scientific evidence and understanding of the metabolic differences of recombinant yeast and a 

possible direction for future strain improvement. 
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代谢组学是功能基因组学的主要研究工具，与基 
因组学、转录组学和蛋白质组学一起共同构成系统生

物学[1]。靶向/非靶向代谢物或生物标记物的定性和定

量分析是代谢组学的重要研究目标之一[2]。微生物代

谢组学就是通过对微生物代谢物进行定性与定量分

析，来了解微生物的生理状态[3]，微生物代谢产物的

变化与细胞所处内外环境密切相关，微生物生物体内

环境的变化，更多的体现在代谢产物的变化上，其中

的代谢轮廓分析对深入研究微生物特别是工程菌的工

业化应用有重要的研究价值[4]。研究表明，细胞内与

细胞外代谢产物的种类和含量受环境影响的程度是不

同的，这也给代谢组学研究提出了新的挑战[5,6]。 
酿酒酵母菌作为重要的工业微生物之一，营养需

求简单，生长速度快，因此酿酒酵母菌是微生物代谢

组学中的主要研究对象之一[7]。在前期研究中，课题

组利用低能离子注入介导乌拉尔甘草（Glycyrrhiza 
uralensis）基因组 DNA 随机转化酿酒酵母菌，并获得

了遗传稳定、醌类和萜类化合物含量显著提高的重组

酵母菌 N6076；通过转录组测序，初步比较了差异表

达基因及相关功能[8]。GO 功能分析结果表明 N6076
新增了 14 项生物学过程、2 项细胞组分和 2 项分子功

能；涉及 1140 个差异表达基因。此外，代谢组学的研

究表明，重组酵母菌的胞内代谢产物也存在明显的差

异[9]。其中甲羟戊酸-5-磷酸和胱氨酸分别为两株酵母

菌胞内的显著差异代谢产物。为了进一步研究酵母菌

的完整的代谢途径，同时针对胞内外代谢产物的差异

性进行系统比较；在前期研究工作的基础[10]，基于超

高效液相色谱-飞行时间质谱法（UPLC-Q- TOF/MS）
与代谢组学数据处理方法，对胞外的代谢提取物进行

处理及分析，获得了重组菌株N6076与原始菌株Kh08
在不同发酵时期的胞外代谢差异，同时对两株酵母代

谢通路进行分析，为进一步理解酵母菌胞内小分子化

合物的代谢与重组酵母菌的进一步遗传改良和驯化提

供一定参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

UPLC-Q-TOF/MS（Bruker maXis Q-TOF）超高分

辨飞行时间质谱仪，德国 Bruker 公司；超净工作台

（SW-CJ-2FD），上海沪净医疗器械有限公司；立式

压力蒸汽灭菌器（LDZX-75KBS），上海申安医疗器

械厂；台式高速冷冻离心机（Beckman Allegra 64R），

美国 beckman 公司；涡旋振荡器（Vortex1），德国艾

卡公司；超低温冰箱（ThermoFisher 88700V），美国

ThermoFisher 公司；全温振荡恒温摇床（HZQ-2），

常州市仪都仪器有限公司；电子天平（岛津 AUY220），
日本岛津公司；甲酸、乙腈、甲醇（HPLC 级），天

津市大茂化学试剂公司；葡萄糖，天津市大茂化学试

剂公司。 

1.2  菌株来源 

酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）N6076 来源

于低能氮离子注入介导外源 DNA 随机转化酿酒酵母

Kh08 获得的遗传稳定的产醌类物质的重组酵母菌，由

新疆大学物理科学与技术学院放射生态与离子束生物

技术中心保存。 

1.3  培养条件 

YPD 斜面培养基：酵母膏 10 g、蛋白胨 20 g、葡

萄糖 20 g、琼脂粉 10 g、蒸馏水 1000 mL。液体培养

基：葡萄糖·H2O 80 g、蛋白胨 10 g、酵母膏粉 5 g、
KH2PO4 1.50 g、MgSO4·7H2O 0.50 g，蒸馏水 1000 mL，
pH 自然。 

1.4  实验方法 

所有的实验器具及培养基均在 121 ℃下灭菌 30 
min。将保存在甘油管中的菌株在平板上复苏，挑单

菌落于 YPD 斜面培养基上，并在 30 ℃下培养 48 h。
将 YPD 斜面培养基上培养 48 h 的新鲜菌种置于 4 ℃
保存 24 h 后接种至液体培养基中，置摇床 150 r/min、
28~30 ℃发酵 96 h。 

分别吸取培养 0 h、48 h、96 h 的 5 mL 酵母样品

菌液，加入 150 μL 的 Vc 溶液保护液。在 4 ℃环境下，

5000 r/min 离心 5 min，收集上清液。加入等体积的氯

仿，剧烈震荡 30 s，静置 10 min。收集下层无色液体，

放入 2 mL 冻存管中，氮气常温吹干，置于-80 ℃下冷

藏备用。测试时将胞外代谢产物复溶于 200 μL 的溶液

（乙腈:水=7:3）中，将样品在 12000 r/min 条件下离心

5 min 后再进行测试。 
本研究设置 3 个生物学重复，每个生物学重复的

0 h、48 h、96 h 设置 6 个技术重复。 

1.5  色谱与质谱检测条件 

UPLC-Q-TOF/MS 测试条件，色谱柱：C18（Waters 
BEH，50 mm×2.1 mm，1.7 μm）；柱温：40 ℃；进

样量：5 μL，流速：0.20 mL/min。流动相 A 为 V（乙

腈）:V（水）=5:95+0.1%甲酸，流动相 B 为乙腈+0.1%
甲酸。梯度洗脱：0~2 min（100% A），2~3 min
（100%~90% A），3~5 min（90%~60% A），5~10 min
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（60%~10%A）。离子源：ESI 正离子模式；毛细管

电压：3500 V，离子源温度：200 ℃；气体流速设定

为 8 L/min，雾化气压力为 4 bar。m/z 扫描范围为

50~1000。数据采集速率设置为 0.20 s，延迟 0.10 s。
质量轴以甲酸钠为校准液。 

1.6  数据分析 

2 株酵母菌不同发酵时间的胞内代谢物通过

UPLC-Q-TOF/MS 检测后的数据用 Data Analysis 程序

转换为 CDF 格式，进行 XCMS-Online 分析，分析结

果导入 SIMCA-P，利用 PLS-DA 进行代谢物的鉴定。 

2  结果与分析 

2.1  酵母菌胞外代谢产物分析 

偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）是多变量数

据分析技术中的判别分析法，可以有效的对组间观察

值进行区分，并且能够找到导致组间区别的影响变量。 

 
图1 重组酵母菌N6076代谢物的PLS-DA分布图 

Fig.1 PLS-DA distribution map of the metabolites of 

recombinant yeast N6076 

 
图2 原始菌株Kh08代谢物的PLS-DA分布图 

Fig.2 PLS-DA distribution map of metabolites of original strain 

Kh08 

在进行 PLS-DA 分析时，0 h 代谢组样品为一

组，48 h 与 96 h 为一组。重组酵母菌 N6076 代谢物

（图1）与原始菌株Kh08代谢物（图2）均能在PLS-DA

分布图中明显区分。并且 N6076 代谢物与 Kh08 代谢

物均基本处于 95%置信区间内，绿色圆形分别为 0 h 
N6076 代谢物与 Kh08 代谢物样本，其全部处于置信

区间的左侧。蓝色圆形为 48 h、96 h N6076 代谢物与

Kh08 代谢物样本，主要分布在置信区间的右侧。两

组样本几乎不重叠，都有各自的样本聚集区域，区分

效果比较明显。说明两种菌株的 0 h 代谢物样本与 48 
h、96 h 的代谢物样本均存在显著差异。 

 
图3 重组酵母菌N6076代谢物的PLS-DA载荷图 

Fig.3 PLS-DA loading diagram of the metabolite of 

recombinant yeast N6076 

 
图4 原始菌株Kh08代谢物的PLS-DA载荷图 

Fig.4 PLS-DA loading diagram of metabolites of original strain 

Kh08 

 
图5 重组酵母菌N6076代谢物的PLS-DA模型置换检验图 

Fig.5 PLS-DA model replacement test diagram of the 

metabolites of recombinant yeast N6076 
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图6 原始菌株Kh08代谢物的PLS-DA模型置换检验图 

Fig.6 PLS-DA model replacement test diagram of metabolites 

of original strain Kh08 

同时得到了重组酵母菌 N6076 代谢物（图 3）与

原始菌株 Kh08 代谢物（图 4）的载荷图。越靠近俩边

的点表明其所代表的代谢物在该组中含量差别较大，

而越靠近中间点表明该代谢物在两组中的差异越小。

N6076 代谢物与 Kh08 代谢物在 PLS-DA 载荷图中均

呈椭圆形，并且差异最大的部分分布在正负轴的两

侧。 
200 次随机排列得出检验结果见图 5 和图 6。如图

所示，重组酵母菌 N6076 代谢物与原始菌株 Kh08 代

谢物 PLS-DA 模型置换检验图的右侧点均高于左侧相

同形状的点，表明模型稳定，无过拟合现象。Q2 通过

交叉验证的测试数据计算得到，描述的是模型的预测

能力，本模型的 Q2 截距在 0.1 左右，其为正值，有可

能是生物样本的实际数量过少所致[11]。 

2.2  酵母菌胞外代谢差异分析 

采用 PLS-DA 模型的 VIP 值（阈值>1）来进行差

异代谢物的筛选。差异代谢物在 HMDB 数据库中通

过质荷比与库中物质进行比对，从而确定重组酵母菌

N6076 代谢物（表 1）与原始菌株 Kh08 代谢物（表 2）
的差异代谢物结构信息。其中重组菌株 N6076 的差异

化合物为 15 种（表 1），原始菌株 Kh08 的差异化合

物为 14 种（表 2）。 
值得关注的是无论在重组菌株N6076还是原始菌

株 Kh08 中，吲哚-3-丙酸（IPA HMDB0002302）均为

代谢产物中差异性较大的共同代谢物（或中间体），

随后将结合代谢通路分析对该化合物进一步讨论。 

 
图7 菌株N6076热图 

Fig.7 Heat map of strain N6076 

表1 重组菌株N6076差异性化合物 

Table 1 Differential compounds of recombinant strain N6076 

化合物名称 分子量 化学结构 差异倍数* HMDB 编号 

Indole-3-propionic acid (IPA) 189.07 C11H11NO2 213.42 HMDB0002302

Dephospho-CoA 687.14 C21H35N7O13P2S 0.22 HMDB0001373

2,5-Dichloro-4-oxohex-2-enedioate 225.94 C6H4Cl2O5 0.14 HMDB0060363

Flazine 308.07 C17H12N2O4 2.24 HMDB0033459

Citpressine II 315.11 C17H17NO5 4.59 HMDB0029324

(R,S)-Norlaudanosoline 287.11 C16H17NO4 2 HMDB0012486

Carbamazepine-10,11-epoxide 252.08 C15H12N2O2 5.07 HMDB0060658

3-Indolelactic acid 205.07 C11H11NO3 13 HMDB0000671

PC(18:1(9Z)e/2:0) 549.37 C28H56NO7P 0.34 HMDB0011148

PE(22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)/24:1(15Z)) 873.62 C51H88NO8P 0.13 HMDB0009707

Neuraminic acid 267.09 C9H17NO8 2.18 HMDB0000830

Cerulenin 223.12 C12H17NO3 6.52 HMDB0015168

Mupirocin 500.29 C26H44O9 1.74 HMDB0014554

Lactosylceramide (d18:1/26:0) 1001.77 C56H107NO13 0.70 HMDB0004874

Glycocholic acid 465.30 C26H43NO6 3.09 HMDB0000138

注：*n=6，p<0.05。表 2 同。 
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表2 原始菌株Kh08差异性化合物 

Table 2 Differential compounds of original strain Kh08 

化合物名称 分子量 化学结构 差异倍数 HMDB 编号 

Lusitanicoside 442.18 C21H30O10 8.26 HMDB0034120

Glaucarubin 496.23 C25H36O10 7.14 HMDB0035626

2-(3-Carboxy-3-(methylammonio)propyl)-L-histidine 271.14 C11H19N4O4 10.62 HMDB0011654

Acevaltrate 480.19 C24H32O10 8.08 HMDB0034494

3-O-Sulfogalactosylceramide (d18:1/14:0) 751.49 C38H73NO11S 7.18 HMDB0012312

Cerulenin 223.12 C12H17NO3 9 HMDB0015168

N-Desmethylcitalopram 310.14 C19H19FN2O 24.76 HMDB0014021

PE(14:1(9Z)/18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)) 681.43 C37H64NO8P 4.15 HMDB0008865

LysoPA(18:0/0:0) 438.27 C21H43O7P 9.05 HMDB0007854

DHAP(18:0) 436.25 C21H41O7P 19.23 HMDB0011133

Phosphorylcholine 184.07 C5H15NO4P 2.25 HMDB0001565

Cytidine 243.08 C9H13N3O5 8.93 HMDB0000089

Indole-3-propionic acid (IPA) 189.07 C11H11NO2 503.94 HMDB0029738

Leukotriene E4 439.23 C23H37NO5S 4.91 HMDB0002200

3-O-Sulfogalactosylceramide (d18:1/24:0) 891.64 C48H93NO11S 5.39 HMDB0000024

 
图8 原始菌株Kh08热图 

Fig.8 Heat map of original strain Kh08 

差异物热图（图 7、图 8）的结果显示，无论在重

组菌株 N6076 中，还是在原始菌株 Kh08 中吲哚 3-丙
酸的浓度均最高，且 48 h、96 h 浓度均高于 0 h 重组

菌株 N6076 浓度。 

2.3  酵母菌胞外代谢通路分析 

 
图9 重组菌株N6076代谢通路 

Fig.9 Metabolic pathway of recombinant strain N6076 

采用 Metaboanalyst（https://www.metaboanalyst. 
ca/）对重组菌株 N6076 与原始菌株 Kh08 鉴定得到的

差异代谢物进行分析，将化合物对应的 HMDB 号输

入数据库比对，选择酿酒酵母（酵母）的通路分析数

据得到代谢组视图（图 9、图 10）。其中每一个气泡

代表一个通过通路富集分析得到的 p 值和通路拓扑分

析 pathway impact values显示的匹配得到的代谢通路。

气泡的颜色代表富集程度的大小即纵坐标 p 值，颜色

越深表明富集程度越显著[12]。 

 
图10 原始菌株Kh08代谢通路 

Fig.10 Metabolic pathway of original strain Kh08 

在重组菌株N6076代谢通路中，主要涉及了Ether 
lipid metabolism （ 通 路 A ， 醚 脂 代 谢 ） 、

Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis
（通路 B，糖基磷脂酰肌醇（GPI）-锚定生物合成）、

Pantothenate and CoA biosynthesis（通路C，泛酸和CoA
生物合成）、Glycerophospholipid metabolism（通路 D，

甘油磷脂代谢）。影响较大的代谢通路为脂类代谢。
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醚脂是一类独特的甘油磷脂，它参与多种生物功能，

包括调节细胞分化，影响细胞信号传导，通过其潜在

的内源性抗氧化剂功能来降低氧化应激[13,14]。甘油磷

脂是机体内含量最多的一类磷脂，构成生物膜，参与

胞膜对蛋白质的识别和信号传导[15]。 

表3 重组菌株N6076相关代谢通路 

Table 3 Relevant metabolic pathways of recombinant strain N6076 

No. Pathway Total Hits Raw p Holm p FDR Impact 

A 醚脂代谢 12 1 0.15 1.88 1 0.17 

B 糖基磷脂酰肌醇（GPI）-锚定生物合成 14 1 0.17 1.73 1 0.03 

C 泛酸和 CoA 生物合成 20 1 0.24 1.41 1 0.07 

D 甘油磷脂代谢 32 1 0.36 1.02 1 0.11 

2.4  吲哚-3-丙酸可能代谢通路的分析 

早期的研究发现，吲哚-3-丙酸是一类重要的植物生

长激素，可被植物的根、茎、叶和花吸收，具有促进生

根、座果等多种生理作用。此外，作为一种内源性的微

生物次级代谢产物，吲哚-3-丙酸也具有较强的抗氧化活

性[16]。并且与其它抗氧化物质不同的是，吲哚-3-丙酸在

清除自由基的同时，不产生反应性和促氧化性的中间化

合物[17,18]。因此，推测吲哚-3-丙酸在酿酒酵母的生长及

衰老过程中也可能是关键的调控物质，对整个酵母菌种

的驯化和筛选产生巨大影响[19]。 
图 11 是基于现有数据库推测的吲哚-3-丙酸代谢

通路，图中浅蓝色表示这些代谢物仅作为富集分析的

背景信息，并未被匹配到；红色表示代谢物在数据中

具有显著性。当然，也有文献报道[20]，L-色氨酸可以

通过特定的转氨反应和脱氨反应生成吲哚-3-丙酸，这

一生化过程简单、明了，但是能否在酵母菌的代谢过

程中发生该反应，还需要进一步研究。 

 
图11 吲哚-3-丙酸可能的代谢通路 

Fig.11 Possible metabolic pathways of IPA 

3  结论 

基于代谢组学的方法分别对重组菌株N6076与原

始菌株 Kh08 的不同时期胞外代谢产物进行分析，重

组菌株 N6076 筛选出 14 种差异性代谢产物，原始菌

株 Kh08 筛选出 15 种差异代谢物。其中吲哚-3-丙酸是

两种菌株中共同的差异性代谢物。通路分析发现，差

异性代谢物均涉及醚脂代谢、糖基磷脂酰肌醇（GPI）
-锚定生物合成、泛酸和 CoA 生物合成、甘油磷脂代

谢。其中作为共同的差异代谢物吲哚-3-丙酸，基于已

有的代谢通路分析，其可能与酵母中的 L-色氨酸代谢

有关，进一步的验证工作正在实验室中逐步开展。 
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