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为了提高抗生素生产水平"前人从反应器设

计)

+

*

+发酵条件优化)

)

*以及菌株改造)

"

*等方面进行

了较深入的研究并取得了明显研究成效'然而抗生

素发酵是一个受多种因素影响的复杂过程"特别是

发酵环境对抗生素发酵单位的影响十分显著)

#

*

"其

中发酵环境涉及物理+化学+生物等多种因素的影

响"因此常规的发酵过程调控是一个较为烦琐的多

因素优化工作'对这种复杂的生物反应体系"系统

生物学可从整体水平对发酵环境与培养菌株之间的

相互作用加以研究'其中"利用代谢组学 !系统生

物学的一个分支$不仅可以揭示菌株本身的代谢特

性"更重要的是可以提供菌株的代谢特性与发酵环

境变化相互关联的生物工程信息)

9>!

*

'本文作者曾

利用代谢组学手段"对工业乙醇的连续发酵与间歇

发酵过程)

8

*

+环境中复合抑制剂对发酵过程的影响

进行了研究)

=

*

"表明该方法具有较广阔的应用前

景'本文以一种常用的兽用抗生素泰妙菌素的前

体(((截短侧耳素的生产过程为例"对其工业发酵

过程中的生产菌株
9;"5(')5,-5)/;5,

进行代谢组

学分析"以期为抗生素工业发酵过程的优化提供一

种新的思路'

+

!

材料与方法

;J;

!

菌种

9'-5)/;5,>/YA0T

菌种由山东胜利股份有限

公司保藏'

;JA

!

培养基

种子培养基和发酵培养基参见文献 )

:

*'

;JK

!

发酵条件和方法

本文研究了截短侧耳素生产菌
9'-5)/;5,

的两

个工业发酵工艺'

工艺
+

%菌株在
)9*H&

摇瓶+

+H

" 发酵罐+

!

H

" 发酵罐中经三级种子放大培养后接种到发酵体

积为
9*H

" 的工业发酵罐中进行工业生产发酵'

工艺
)

%将
9*H

" 工业发酵罐中生产发酵
#=E

的菌株接种到新的
9*H

" 工业发酵体系进行工业生

产发酵'

工业发酵参数如表
+

所示'

;JL

!

分析方法

生物量及产物浓度测定方法参照文献 )

:>+*

*'

9'-5)/;5,

胞内初级代谢产物的提取及测定方

法参照文献 )

8>=

*并作适当调整%取样点细胞经

!*Z

甲醇淬灭+

QR/

缓冲液洗涤+液氮研磨后"

再经提取液 !甲醇
[

水
\+[+

"体积比$冻融提取

胞内代谢物'胞内代谢物提取液中加入氘标记琥珀

酸作为内标"随后进行冻干及衍生化'每个取样点

进行
"

次胞内代谢物提取平行实验'利用气相色

谱
>

飞行时间质谱联用设备 !

],>Â V>W/

$对胞内

代谢物进行检测'每个样品进行两次平行检测'

],>Â V>W/

检测条件及参数设定参照文献 )

8

*'

运用
W4<<&

O

3K#'+

软件对代谢图谱进行定性+定

量分析"利用
W4D&4N

!

U)**=4

$对数据进行多元

统计分析'

)

!

结果与讨论

AJ;

!

工艺过程对细胞生长及产物浓度的影响

图
+

为两个工艺工业生产发酵阶段细胞生长及

产物浓度曲线'如图
+

所示"工艺
)

在工业生产发

酵阶段的产物浓度比工艺
+

提高近
)*Z

'根据两

个工艺条件下的细胞生长曲线"在细胞生长的延滞

期+指数生长期及稳定期分别选择
#

+

)=

+

#=

+

=#

及
+)#E

进行代谢组学分析'由于两个工艺的种子

培养期培养工艺不同"因此在种子培养期选择
#

+

)=

及
#=E

进行胞内代谢物提取"对不同种子培养

期工艺下的细胞进行代谢特征分析'

AJA

!

!J)$'*"$(

胞内代谢物的定性定量分析

运用
W4<<&

O

3K#'+

软 件 及 国 家 标 准 技 术

!

(-/A

$质谱库对胞内代谢物进行定性'本实验共

检测出
+**

余种
9'-5)/;5,

胞内代谢物"对包括

A,5

循环中间代谢物+氨基酸+脂肪酸+醇类+

糖类以及磷酸化化合物在内的
9+

种代谢物成功定

性"定性结果如表
)

所示'样品中每个代谢物的峰

面积与该样品中氘标记琥珀酸的峰面积的比值视为

该代谢物的相对含量'

表
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两个工艺的工业发酵过程参数

M'(*%;

!

N3)0/*%.)0

4

'3'+%&%3./,&F)/,12.&3/'*0%3+%,&'&/),

4

3)5%..%.

VF2HF3DF2

L%&1HF

&

H

"

5F24D7%3

24DF

&

H

"

,

E

@+

VF2HF3DF2

6

2F<<12F

&

WQ4

6

_

%̀2B

L%&1HF

&

H

"

U%D4D7%34&

<

6

FFG

&

2

,

H73

@+

AFH

6

F24D12F

&

a

-3%M1&1H

<7PF

&

Z

9* +!** *'*9 !'8 "9 +9* )9'* +*

,

BCDD

,

!

第
#

期
! !

杨扬等%截短侧耳素生产菌
9;"5(')5,-5)/;5,

工业发酵过程代谢组分析



表
A

!

!J)$'*"$(

胞内代谢物定性结果
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发酵过程的生物量及产量

V7
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!

工艺过程对种子培养期细胞代谢特征的影响

图
)

!

4

$为两个工艺种子培养期
9'-5)/;/,

胞

内代谢物的
Q,5

得分图"每个数据点代表一个样

品的整体代谢特征"数据点的分布表示样品间代谢

特征的相似程度'如图
)

!

4

$所示"两个工艺种子

培养期的样品依照代谢特征被分为三组%工艺
+

种

子培养期的样品聚为一类#工艺
)

种子培养期
#E

与
)=E

的样品聚为一类#工艺
)

的
#=E

样品与其

他样品距离较远"单独聚为一类'聚类结果表明在

工艺
+

的种子培养过程中
9'-5)/;/,

代谢特征相

似"而在工艺
)

的种子培养后期"

9'-5)/;/,

代谢

特性出现明显变化'图
)

!

N

$为
Q,5

载荷图"每

个数据点代表一种胞内代谢物"数据点在载荷图中

的分布代表每种代谢物对
Q,5

得分图中代谢特征

聚类结果的贡献程度'如图
)

!

N

$所示"丝氨酸+

苏氨酸+谷氨酸+脯氨酸
#

种氨基酸以及柠檬酸+

琥珀酸+富马酸+苹果酸
#

种
A,5

循环中间代谢

物对两个工艺种子培养期
9'-5)/;/,

的代谢特征聚

类结果贡献显著"为两个工艺种子培养期的特征代

谢物'

对以上几种特征代谢物在种子培养期的相对含

量变化趋势进行分析'如图
"

所示"特征代谢物在

两个工艺种子培养期中均为显著变化 !

!(

*'*9

"

!

#

!(

*'*+

"

!!

$'

#

种特征氨基酸在工艺
+

的

种子培养期相对含量始终较低#而在工艺
)

的种子

培养中后期"特征氨基酸相对含量出现显著提高'

两个工艺种子培养期的差别在于工艺
)

种子培养期

的培养基中含有玉米浆)

:

*

"细胞以玉米浆为主要氮

,

ECDD

,

化
!

工
!

学
!

报
! !

第
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!



图
)

!

种子培养期细胞的得分图 !

4

$与载荷图 !

N

$

V7

C

')

!

Q,5<M%2F

6

&%D

!

4

$

43G&%4G73

C6

&%D

!

N

$

%I<4H

6

&F<%I<FFGM1&D12F

6

2%MF<<F<

!

源'在抗生素的发酵过程中"细胞对氮源的代谢能

力会对抗生素的合成效率产生影响)

++

*

'工艺
)

较

高的胞内氨基酸含量表明在以玉米浆为氮源的培养

基中"种子期的
9'-5)/;/,

细胞具有更强的氮源代

谢活力'在工艺
)

的种子培养期"几种
A,5

循环

中间代谢物在
#=E

相对含量显著提高"并且高于

工艺
+

中的相对含量 !柠檬酸除外$'

A,5

循环中

间代谢物的相对含量反映中心碳代谢的代谢流活

力"当
A,5

循环中间代谢物相对含量较高时表明

胞内中心碳代谢活力较高)

+)

*

'以上分析表明"种

子培养期玉米浆的添加"增强了
9'-5)/;/,

细胞工

业发酵接种前的碳源和氮源代谢活力'

AJL

!

工艺过程对工业发酵过程细胞代谢特征的

影响

!!

对工业发酵过程中的
9'-5)/;/,

胞内代谢物进

行
Q,5

分析'如图
#

!

4

$所示"两个工艺工业发

酵过程的
#E

与
)=E

"

=#E

与
+)#E

的样品具有相

似的代谢特征#而在
#=E

"两个工艺的细胞表现

出较明显的代谢差异'两个工艺工业发酵过程的特

征性成分包括柠檬酸+苹果酸+富马酸以及油酸+

亚油酸 )图
#

!

N

$*'

截短侧耳素的工业发酵培养基中包括豆油"而

豆油中的主要成分(((油酸与亚油酸则是两个发酵

过程中的特征性成分'在最初的工业发酵研究中"

豆油主要被当作一种消泡剂进行添加)

+"

*

'而对一

些抗生素发酵而言"豆油可以作为一种很好的迟效

碳源)

+#

*

'摇瓶水平的研究表明"豆油在
9'-5)/;/,

的发酵过程中可作为迟效碳源被菌株代谢)

:

*

'但由

于高额的成本"有关豆油在实际工业发酵中对

9'-5)/;/,

代谢的影响研究较难开展'本文运用代

谢组学技术发现"工艺
)

中油酸与亚油酸在工业发

酵阶段的胞内含量一直处于下降趋势"而这两种特

征性成分在工艺
+

的工业发酵前期均出现了相对含

量的上升 )图
9

!

4

$+ !

N

$*'这表明在工业发酵初

期工艺
+

中
9'-5)/;/,

并没有对营养物质进行快速

利用"进而造成在发酵前
)=E

工艺
+

的细胞生长

速率低于工艺
)

的细胞生长速率 !图
+

$'由于两

工艺中的
9'-5)/;/,

细胞在接种前表现出不同的代

谢特征"据此推测"工业发酵过程中细胞对营养物

质不同的利用速率可能与两个工艺不同的种子培养

过程有关'如图
9

!

M

$

"

!

F

$所示"柠檬酸+富马

酸和苹果酸这
"

种
A,5

循环的中间代谢物在前
)=

E

胞内含量极低#

)=E

后"胞内
A,5

循环中间代

谢物含量增加"并且工艺
)

的胞内含量高于工艺
+

中的含量'因此工艺
)

的细胞在工业发酵过程的

中心碳代谢活力高于工艺
+

的细胞'由于截短侧

耳素的生物合成前体"如乙酰辅酶
5

+丙酮酸等

物质主要由中心碳代谢提供)

+9

*

"因此较高的中心

碳代谢活力也是工艺
)

的产量高于工艺
+

的原因

之一'

"

!

结
!

论

本文基于代谢组学及多组元数据分析方法提出

了一种新的抗生素工业发酵过程研究方法'以截短

侧耳素工业发酵过程为例"对两种发酵工艺中的

9'-5)/;/,

细胞进行代谢组学分析'分析表明"不

同种子期培养工艺对
9'-5)/;/,

的胞内初级代谢产

物"特别是氨基酸以及
A,5

循环中间代谢物影响

明显#同时发现"不同发酵工艺影响
9'-5)/;/,

细

胞利用豆油等营养成分的能力'相比传统的种子培

养工艺"以玉米浆为氮源的种子培养过程使细胞具

有更强的碳源+氮源代谢能力"进而在后续的工业

,
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图
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种子培养期胞内特征代谢物的变化趋势
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发酵过程中
9'-5)/;/,

可对营养物质更快速地利

用"获得更高产量'在工业大规模发酵过程中利用

代谢组学手段可将菌株的代谢特性与发酵过程有效

结合"为进一步的工业大规模发酵研究提供理论依

据"可使发酵过程的优化更加有效地进行'
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工业发酵过程细胞的得分图 !
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两个工艺工业发酵过程生物标记物的变化趋势
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