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基于代谢组学解析解脂耶氏酵母高产赤藓糖醇
突变菌株代谢产物的差异
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摘　 要　 为探究解脂耶氏酵母（Ｙａｒｒｏｗｉａ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）高产赤藓糖醇突变菌株与原始菌株胞内代谢产物差异及

调控机制，非靶向代谢组学采用超高效液相色谱串联傅里叶变换质谱 ＵＨＰＬＣ⁃Ｅｘｐｌｏｒｉｓ２４０ 系统，对突变菌株

及其原始菌株发酵过程中的代谢产物进行差异性分析，共鉴定出 ４８２ 个差异代谢产物。 随后通过 ＫＥＧＧ 通

路富集分析发现，与该菌株赤藓糖醇合成相关的通路被显著富集，其中涉及与碳通量利用相关的通路，初步

揭示了碳通量重新分配可能是影响该突变菌株赤藓糖醇产量提高的关键调控机制。 同时，研究还表明辅助

因子的强化对该突变菌株赤藓糖醇的合成具有协同增效作用。 进一步分析发现，作为 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 非氧化

途径碳源的甘油在突变菌株胞内的含量升高，随后的发酵实验进一步证明，该突变菌株在混合碳源（甘油 ／
葡萄糖）条件下赤藓糖醇产量可达 ７３． ６７ ｇ ／ Ｌ，表明适当的外源甘油对突变菌株的赤藓糖醇合成具有一定的

促进效果。 本研究通过代谢组学分析，从代谢产物层面为解析 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 赤藓糖醇合成过程中的代谢调

控提供了思路，也为后续通过代谢工程策略进行菌株的理性改造从而提高赤藓糖醇合成能力提供了一定的

依据。
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　 　 赤藓糖醇是一种低热量、高耐受性的新型四

碳糖醇，广泛存在于水果及发酵食品中［１⁃２］。 赤藓

糖醇独特的功能特性使其在众多领域有着广泛的

应用。 目前，赤藓糖醇已成为成熟的商用产品，其
应用领域包括食品、医药、化妆品等，应用前景十

分广阔［３⁃５］。 赤藓糖醇主要通过微生物发酵生产，
生产菌株多以耐高渗酵母为主［６⁃８］。 解脂耶氏酵

母（Ｙａｒｒｏｗｉａ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）作为一种非传统型酵母，具
有独特的耐高渗特性和高效的代谢能力，同时，因
其基因编辑工具较为齐全且可利用多种底物的特

性，使其在工业化赤藓糖醇生产中占据核心地

位［９⁃１０］。 然而，环境中天然野生型菌株存在产物

合成能力低、发酵过程中副产物较多以及菌株本

身的工业属性弱等问题，使得赤藓糖醇的生产面

临严峻挑战，因此对高产赤藓糖醇优良菌株的需

求也变得尤为迫切［１０］。 近年来，诱变育种技术因

成本低、操作简便且适用于工业规模化筛选的特

点，在赤藓糖醇生产中展现出显著优势，目前通过

诱变选育已成功获得多株高产赤藓糖醇突变菌

株［１１⁃１２］。 但对于高产赤藓糖醇突变菌株胞内生理

特点和分子调控机制尚不清晰，难以进一步在分

子层面进行合理改造以提高菌株的生产能力，因
此对微生物合成、代谢赤藓糖醇机制的探索变得

尤为重要。 代谢组学是以小分子代谢物为研究对

象的分析技术，通过检测生物体受外界刺激后代

谢产物的动态变化，揭示代谢网络的变化与表型

的关联［１３］。 代谢组学技术的核心在于分析代谢

产物的组成及其变化规律，通过定位差异代谢产

物参与的代谢通路，从而阐明突变菌株背后的调

控机制［１４］。 生物体在受到外界条件如紫外线

（ＵＶ）和常压室温等离子体（ＡＲＴＰ）刺激时，其酶

活性或代谢产物浓度很大程度上会发生改变，由
于代谢产物能直接反映细胞即时的功能状态，因
此代谢组学能够更灵敏地识别出代谢网络的动态

变化，使得代谢组学分析更具揭示细胞实时代谢

变化的优势［１５⁃１７］。 相较于靶向检测，非靶向代谢

组学采用高分辨率质谱对样本进行无偏向性检

测，更强调全局分析能力。 近年来，该技术已得到

广泛应用，为揭示生命活动的调控规律提供了新

视角［１８⁃２０］。 目前，对于 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 生产赤藓糖醇

已有较多研究，通过代谢工程手段改造 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉ⁃
ｃａ 从而提高赤藓糖醇产量的研究已取得显著成

效［２１⁃２３］。 其中，为突破野生型 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 的代谢

瓶颈，诱变手段常被用于野生型菌株的改造［１１⁃１２］，
再通过组学方法解析突变菌株的高产机制。 相比

于反映 ｍＲＮＡ 表达水平的转录组学，代谢组学则

通过直接检测菌株的代谢产物，从而反映基因表

达及环境响应的综合结果。 目前，代谢组学在微

生物的研究中已有较多应用，如通过对代谢产物

的探究解析了微生物胞内的代谢机制［２４⁃２５］。
Ｃａｍｐｏｓ 等［２６］在酿酒酵母中通过代谢组学方法阐

明了木糖利用及相关产物的动态变化，为后续菌

株的代谢调控提供了理论依据。 陈淑怡［２７］ 通过

代谢组学检测了不同发酵条件下 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 生

产赤藓糖醇时的胞内代谢产物，为赤藓糖醇的高

产研究提供了参考。 此外，也有研究对 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉ⁃
ｃａ 中阿拉伯醇脱氢酶和果糖激酶过表达，以及敲

除甘露醇脱氢酶基因，通过检测关键代谢产物阿

拉伯醇、甘露醇和赤藓糖醇的含量，最后得出该策

略可行性的结论，为减少副产物生成和提高碳源

向赤藓糖醇合成方向的转化提供了思路［２８］。 尽

管代谢组学在菌株代谢机制解析中的应用占比仍

低于转录组学，但由于代谢组学具有直接关联表

型、动态响应快、功能注释直观的优势，近年来该

技术的应用呈逐渐增长趋势。 本研究通过代谢组

学技术解析了 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 高产赤藓糖醇突变株

与原始菌株在发酵过程中代谢产物的差异，该研

究与转录组学分析诱变菌株高产机制的方法相

比，代谢组学技术可直接将代谢产物的变化与突

变菌株的高产表型关联，能更直接地阐明影响突

变菌株赤藓糖醇产量的关键代谢通路及导致赤藓

糖醇合成能力提高的调控机制，从而为开发新型
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基因编辑靶点提供技术支撑，也为构建高产赤藓

糖醇的工程菌株提供依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 实验菌株 　 原始菌株 Ｙａｒｒｏｗｉａ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ
ＣＩＣＣ ３３０６３，保藏于中国工业微生物菌种保藏管

理中心；突变菌株 Ｙａｒｒｏｗｉａ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ ＬＸ⁃０１ 由大连

工业大学生物工程学院诱变获得，保藏于中国典

型培养物保藏中心，菌种保藏编号为 ＣＣＴＣＣ Ｍ
２０２２１１２４。
１． １． ２　 培养基　 ＹＰＤ 培养基（ｇ ／ Ｌ）：葡萄糖 ２０，
蛋白胨 ２０，酵母浸粉 １０，固体培养基添加琼脂粉

２０，ｐＨ ６；初始发酵培养基（ｇ ／ Ｌ）： 葡萄糖 ２６０，柠
檬酸铵 ５． ０，酵母提取物 ８． ０，ＭｇＳＯ４ ０． ５，Ｋ２ＨＰＯ４

１． ０， ＣｕＣｌ２ ０． ０５， ｐＨ 自然；双碳源发酵培养基

（ｇ ／ Ｌ）：葡萄糖 １６０，甘油 １００，柠檬酸铵 ５． ０，酵母

提取物 ８． ０，ＭｇＳＯ４ ０． ５，ＫＨ２ＰＯ４ １． ０，ＣｕＣｌ２ ０． ０５，
ｐＨ 自然。 所有培养基均采用高温高压灭菌，１１５
℃，３０ ｍｉｎ。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备 　 葡萄糖、蛋白胨、
酵母浸粉、柠檬酸铵、琼脂粉、ＭｇＳＯ４、 Ｋ２ＨＰＯ４、
ＣｕＣｌ２，以上药品除非另有说明，均购自天津市科

密欧化学试剂有限公司。 超净工作台 （ ＺＨＪＨ⁃
Ｃ１１０９Ｂ，上海智城分析仪器制造有限公司）；双层

全恒温摇床（ＺＷＹ⁃２１０２Ｃ，北京科普顺科技有限公

司）；高速冷冻台式离心机（Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８０４ Ｒ，德
国艾本德股份公司）；安捷伦液相色谱系统（１２６０
Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＩＩ，美国安捷伦科技公司）；ＵＨＰＬＣ⁃Ｅｘｐｌｏ⁃
ｒｉｓ２４０ 系统（美国赛默飞公司）；台式快速离心浓

缩干燥器 （ ＬＮＧ⁃Ｔ８８ 型，太仓市华美生化仪器

厂）；超声波清洗机（ＳＢＬ⁃１０ＤＴ 型，３００Ｗ⁃１０Ｌ，宁
波新芝生物科技股份有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 样品制备　 将保存于 － ８０ ℃的原始菌株

Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 及其突变菌株甘油管用接种环挑取一

环，分别划线于 ＹＰＤ 固体培养基，３０ ℃恒温培养

７２ ｈ 进行复苏活化。 挑取活化后的原始菌株及突

变株单菌落，分别转接至 ＹＰＤ 液体培养基中，３０
℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养 ２２ ｈ 获得种子液，随后将

种子液接入初始发酵培养基，３０ ℃摇床发酵培养

９６ ｈ。 发酵终止后，取培养液经 ５ ０００ × ｇ 离心 １０

ｍｉｎ，去除上清液并用无菌水洗涤菌体以清除培养

基中残留物质，重复 ３ 次洗涤后收集菌体。
１． ２． ２ 　 样品处理　 取（１００ ± ５） ｍｇ 原始菌株和

突变株菌体于离心管中，添加研磨珠及 ４００ μＬ 提

取液（Ｖ 甲醇∶Ｖ 水 ＝ ４∶１）用于代谢产物提取。 采

用冷冻研磨装置（ － １０ ℃，５０ Ｈｚ）破碎 ６ ｍｉｎ，低
温（５ ℃）超声处理（４０ ｋＨｚ）０． ５ ｈ。 随后，４℃条

件下 １３ ０００ × ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，收集上清液待测。
１． ２． ３ 　 色谱和质谱采集条件　 采用 ＵＨＰＬＣ⁃Ｅｘ⁃
ｐｌｏｒｉｓ２４０ 系统，配备 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３（１００
ｍｍ × ２． １ ｍｍ ｉ． ｄ． ， １． ８ μｍ； Ｗａｔｅｒｓ， Ｍｉｌｆｏｒｄ，
ＵＳＡ）色谱柱进行代谢产物检测；色谱条件：流动

相 Ａ 由 ９５％水与 ５％ 乙腈组成（含 ０． １％ 甲酸），
流动相 Ｂ 为 ４７． ５％ 乙腈、４７． ５％ 异丙醇和 ５％ 水

（含 ０． １％甲酸）；色谱柱温度 ４０ ℃；进样体积 ３
μＬ。 质谱条件：质谱检测采用双极性扫描（正离

子 ＋负离子），质量数采集区间为 ７０ ～ １ ０５０ Ｄａ；
鞘气流速 ６０ ａｒｂ；辅助载气 ２０ ａｒｂ；加热温度

３５０ ℃。
１． ２． ４　 赤藓糖醇产量的测定 　 赤藓糖醇浓度检

测采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）法。 分别取原始菌

株及其突变株发酵液 １ ｍＬ，经离心处理（５ ０００ × ｇ，
１０ ｍｉｎ）后收集上清液，将上清液经去离子水稀释

５ 倍，０． ２２ μｍ 滤膜过滤后作为待测样品。 色谱分

析使用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 系统，配备氨基糖分析柱（４． ６
ｍｍ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）， 柱温 ３５ ℃， 流动相为

Ｖ 乙腈∶Ｖ 水 ＝ ８∶２，流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 检测采用示差

折光检测器，进样体积 １０ μＬ。
１． ２． ５　 菌株生物量的测定　 分别取 １ ｍＬ 原始株

和突变株发酵液，５ ０００ × ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，去离子水

洗涤 ２ 次， ８０ ℃ 干燥至 恒 重 测 定 细 胞 干 重

（ＤＣＷ）。
１． ２． ６　 数据处理与统计分析 　 所有试验除另有

说明外，均重复 ３ 次，结果以平均标准差（ＳＤ）表

示。 使用 ＳＰＳＳ ２５． ０ 进行方差分析，采用独立样

本 ｔ 检验（Ｐ ＜ ０． ０５）进行显著性差异检验。

２　 结果与分析

２． １　 代谢组学样品的制备

为了评估高产赤藓糖醇突变菌株及其原始菌

株发酵过程中的差异，在含有 ３０ ｍＬ 初始发酵培

养基的 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中进行突变菌株与原始菌
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株的发酵培养，检测二者的生物量和赤藓糖醇产

量。 如图 １ 所示，与原始菌株相比，突变菌株在单

位时间内能够产生更高的赤藓糖醇产量，但其生

物量较低且生长缓慢。 研究表明，赤藓糖醇产量

的增加通常与细胞生长减弱有关［２２］，因此推测，
诱变处理可能改变了突变菌株的代谢途径，将更

多的能量和资源重新分配到赤藓糖醇合成中而不

是促进细胞生长，从而导致相对较低的生物量产

量却有着较高的赤藓糖醇产量。 为了解突变菌株

与原始菌株的代谢产物差异从而探究突变菌株高

产赤藓糖醇的机制，将收集的发酵 ９６ ｈ 的突变菌

株与原始菌株经液氮冷冻后进行干冰封存，邮寄

至上海美吉生物公司进行菌株胞内代谢产物分

析，每个样本设置 ６ 个平行。
２． ２　 代谢组学质量控制（Ｑｕａｌｉｔｙ Ｃｏｎｔｒｏｌ， ＱＣ）
分析

在进行质控分析时，取等体积的所有样本混

合制备成质控样本，并在 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ⁃Ｘ
分析系统中插入 ＱＣ 样本，以考察整个分析过程

的重复性。 随后，分别在正负离子模式下对原始

菌株及突变菌株的代谢产物进行非靶向检测，并

将数据进行归一化处理，以便进行不同量级数据

间的比较分析。 图 ２Ａ 显示了组内样本在象限内

聚集，表明组内化学成分相似且质量稳定；而组间

样本呈现分离，反映了不同菌株代谢产物的差异。
图 ２Ｂ 显示了 ＱＣ 样本在分析流程中虽受系统误

差影响，但其在 ＰＬＳ⁃ＤＡ 图中 ＱＣ 样本的紧密空间

分布表明系统误差控制在可接受范围，该模型为

后续分析提供了高置信度的数据支持。

图 １　 发酵过程中原始菌株和突变菌株

赤藓糖醇产量和细胞干重（ＤＣＷ）
Ｆｉｇ． １　 Ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＤＣＷ ｏｆ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ

ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

图 ２　 样品间相关性分析及偏最小二乘判别分析图（ＰＬＳ⁃ＤＡ）
Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｔｅｒ⁃ｓａｍｐｌｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＬＳ⁃ＤＡ） ｐｌｏｔ

Ａ：样品间相关性热图； Ｂ：偏最小二乘判别分析图

Ａ：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｈｅａｔ ｍａｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ； Ｂ：ＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ

　 　 如图 ３ 所示，实验组（突变菌株）与对照组

（原始菌株）的代谢产物在 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图中呈

现显著分离，表明诱变处理使菌株发酵过程中的

代谢产物发生改变。 模型置换检验图验证结果显

示 Ｒ２ 值均高于 Ｑ２，且 Ｑ２ 回归线与 ｙ 轴截距

为 － ０． ２５８ ８，证实模型拟合度良好且具备较强预

测能力。
２． ３　 代谢产物基于 ＫＥＧＧ 数据库的分类

京都基因与基因百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅ⁃
ｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ） 化合物分类是
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按照代谢产物参与的生物学功能等级划分，通过

ＫＥＧＧ 系统化的注释体系有助于进行数据挖掘

及生物学意义的分析。 按照 ＫＥＧＧ 数据库中的

生物学功能分对检测到的代谢产物进行注释，发
现代谢产物富集最多的代谢通路主要包括氨基

酸代谢、碳水化合物代谢、羧酸、维生素和辅助因

子通路。 氨基酸对于各种细胞功能和能量来源

都非常重要，氨基酸信号不仅调控单个细胞的生

长和分裂，同时还是细胞快速应激反应的必要因

素，氨基酸可通过调控酶活性、参与能量代谢等

途径影响菌株代谢［２９⁃３０］ 。 碳水化合物代谢中核

酮糖、木酮糖、赤藓糖、葡萄糖和甘油等物质在赤

藓糖醇合成过程中均具有重要作用。 其中核酮

糖和木酮糖为磷酸戊糖途径（ ｐｅｎｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｐａｔｈｗａｙ，ＰＰＰ）中重要的中间产物，可转化赤藓糖

醇合成途径中的重要物质 ５⁃磷酸核酮糖（Ｒｉｂｕ⁃

ｌｏｓｅ⁃５⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｒｕ５Ｐ） 和 ５⁃磷酸木酮糖 （ Ｘｙｌｕ⁃
ｌｏｓｅ⁃５⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｘｕ５Ｐ）；赤藓糖为赤藓糖醇的前

体物质，可在赤藓糖醇还原酶的作用下生成赤藓

糖醇；而葡萄糖和甘油为 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 合成赤藓

糖醇的碳源，为菌株的生命活动提供营养物

质［１１，３１］ 。 羧酸代谢中的琥珀酸、延胡索酸、苹果

酸和柠檬酸等是三羧酸（ ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＴＣＡ）
循环中两种重要的羧酸类物质，突变菌株 ＴＣＡ
循环中羧酸类物质的变化反映出诱变处理对

ＴＣＡ 循环产生了影响。 在维生素和辅助因子途

径中，代谢产物主要包括硫胺素、硫胺素焦磷酸

（ＴＰＰ）和腺嘌呤核苷三磷酸（ＡＴＰ）等物质，其中

ＴＰＰ 是许多关键酶的辅因子，涉及众多代谢途径

且对于维持细胞生长和抵御代谢胁迫至关重

要［３２］ ；ＡＴＰ 是直接能源物质，对细胞的生长及代

谢具有重要作用［３３］ 。

图 ３　 正交偏最小二乘判别分析得分图 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 及模型置换检验图

Ｆｉｇ． ３　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ａｎｄ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｐｌｏｔ
Ａ：ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图； Ｂ：代谢产物置换图

Ａ：ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ； Ｂ：Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌ

２． ４　 突变菌株及原始菌株发酵过程中差异代谢

产物统计

通过 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析中代谢产物的 ＶＩＰ 值和

单变量分析中的 Ｐ 值进行差异代谢产物的筛选，
并通过火山图可视化呈现差异代谢产物的分布特

征。 图 ４Ａ 所示的火山图分析呈现了菌株经诱变

处理后的差异代谢产物的特征分布。 其中，红色

标记表示显著上调物质，蓝色标记表示显著下调

物质，标记尺寸与变量重要性参数（ＶＩＰ）呈正相

关。 如图 ４Ｂ 所示，共鉴定出 ４８２ 个差异代谢产

物，其中 ２４４ 个呈上调趋势，２３８ 个呈下调趋势，

这种代谢产物组成的动态变化不仅揭示了诱变处

理对菌株代谢网络的影响，也为筛选目标代谢产

物及开展 ＫＥＧＧ 通路富集研究奠定了数据基础。
２． ５　 差异代谢产物 ＫＥＧＧ 通路富集分析

为了表明诱变处理对突变菌株代谢途径的影

响从而与其高产表型进行关联，对筛选出的差异

代谢产物进行了 ＫＥＧＧ 通路富集分析，并绘制通

路富集气泡图。
图 ５ 为采用气泡图对差异代谢产物进行的可

视化呈现，显示了诱变处理对菌株发酵代谢产物

产生的影响。 ＴＣＡ 循环是需氧生物主要的分解
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代谢过程，该途径产生大量自由能来支持菌株生

长和代谢需求，差异代谢产物在 ＴＣＡ 循环中的积

累表明了诱变处理影响了 ＴＣＡ 循环的正常运行，
进而影响了菌株的生长和代谢，这与图 １ 中显示

的突变菌株较低的生物量一致。 此外，差异代谢

产物在氨基酸合成代谢途径也得到了积累，生命

最基本的特征是新陈代谢，氨基酸合成代谢途径

是细胞中物质新陈代谢的主要途径，该途径将能

量生成与物质代谢紧密结合在一起。 其中，丙氨

酸是细胞内等渗调节的主要相容性渗透物，与细

胞适应高渗等胁迫条件有关［３４］，而精氨酸和天冬

酰胺与细胞抵御胁迫有关［３５⁃３６］。 Ｌｅｉ 等［３７］研究发

现，一些氨基酸如天冬氨酸、赖氨酸的水平变化有

利于提高 Ｈｓｐ１２ 的表达水平和细胞内海藻糖的

积累，从而提高酵母的抗胁迫能力。 ＡＢＣ 转运蛋

白是一类依赖 ＡＴＰ 且广泛参与代谢产物输入与

输出的跨膜转运体，ＡＢＣ 转运蛋白可运输糖类、
氨基酸、脂质等营养物质，同时排出毒性代谢产物

来维持细胞内环境稳态［３８⁃４０］，差异代谢产物在

ＡＢＣ 转运蛋白途径中富集，因此推测 ＡＢＣ 转运蛋

白可能与赤藓糖醇的分泌和运输有关。 此外，
ＰＰＰ 是赤藓糖醇合成的主要途径，该途径通过氧

化分支生成 ＮＡＤＰＨ 和非氧化分支提供赤藓糖醇

的直 接 前 体 赤 藓 糖⁃４⁃磷 酸 （ Ｅｒｙｔｈｒｏｓｅ⁃４⁃ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ， Ｅ４Ｐ） ［４１］。 差异代谢产物在 ＰＰＰ 中的富集

表明了诱变处理影响了该途径的正常进行，由于

ＰＰＰ 是赤藓糖醇的主要合成途径，因此会影响菌

株对赤藓糖醇的合成能力。 尽管该途径富集分析

并不显著（Ｐ ＝ ０． １２），这可能源于该通路代谢物

在本研究检测平台上的高覆盖率导致其背景比例

较高，因而需要更多数量的差异代谢产物才能达

到富集标准。

图 ４　 突变菌株及原始菌株差异代谢产物统计及火山图

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎｄ ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ
Ａ：差异代谢产物火山图； Ｂ：差异代谢产物统计

Ａ： Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ； Ｂ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

２． ６　 关键代谢产物聚类热图和 ＫＥＧＧ 通路富集

分析

在特定的实验背景下，代谢产物相对含量的

变化是为了响应实验处理呈现出特定的变化趋

势，为了解关键差异代谢产物的相对含量以及所

涉及的代谢通路，本研究对其进行了聚类富集和

ＫＥＧＧ 通路富集分析。
由图 ６ 可知，与赤藓糖醇合成相关的关键代

谢产物主要富集在糖酵解 （ Ｅｍｂｄｅｎ⁃Ｍｅｙｅｒｈｏｆ⁃
Ｐａｍｏｓ，ＥＭＰ）、ＰＰＰ 及 ＴＣＡ 循环中。 如图 ６Ａ 所

示，ＴＣＡ 循环中的延胡索酸、琥珀酸、苹果酸含量

呈上升趋势，说明诱变处理使 ＴＣＡ 循环代谢能力

减弱，导致相关物质不能及时代谢而在 ＴＣＡ 循环

中积累。 此外，突变菌株 ＥＭＰ 途径中的 ６⁃磷酸葡

糖酸（６⁃Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｎａｔｅ，６⁃ＰＧ） 含量显著下降，
６⁃ＰＧ是 ＰＰＰ 途径中通过酶催化 ６⁃磷酸葡萄糖获

得，６⁃ＰＧ 经 ６⁃磷酸葡糖酸脱氢酶（６⁃Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕ⁃
ｃｏｎａｔｅ Ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，６ＰＧＤＨ）可脱羧生成 Ｒｕ５Ｐ
和 ＮＡＤＰＨ，从而间接支持赤藓糖醇合成［４２］。 同

时，６⁃ＰＧ 也是 ＰＰＰ 氧化阶段的关键中间体。 在突

变菌株中，诱变处理使 ６⁃ＰＧ 被更多的消耗进而增

加了 ＮＡＤＰＨ 和 Ｒｕ５Ｐ 的供应，６⁃ＰＧ 含量的变化

对赤藓糖醇的生成起到关键作用。 从图 ６ 中还观

察到 ＰＰＰ 中与赤藓糖醇合成密切相关的物质
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Ｒｕ５Ｐ 和 Ｘｕ５Ｐ 含量也发生了变化，二者可通过一

系列 的 酶 反 应 生 成 赤 藓 糖⁃４⁃磷 酸 （ Ｅｒｙｔｈｒｏｓｅ
４⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｅ４Ｐ），从而与赤藓糖醇的合成之间

存在高度的关联性。 同时，突变菌株中 ３⁃磷酸甘

油酸（３⁃ＰＧＡ）含量显著增加，３⁃ＰＧＡ 涉及糖酵解 ／
糖异生、ＰＰＰ 以及甘油酯代谢等代谢途径，ＥＭＰ
过程以 ３⁃ＰＧＡ 为起始物质，经过酶的催化反应可

逐步转化为有利于提高酵母的抗协迫能力的丝氨

酸［３８］。 此外，３⁃ＰＧＡ 由 １，３⁃二磷酸甘油酸经磷酸

甘油酸激酶催化生成，可通过底物水平磷酸化直

接产生 ＡＴＰ，这是 ＥＭＰ 中首个 ＡＴＰ 生成步骤，可
为后续生物反应提供能量［４２］。 与原始菌株相比，

突变菌株中甘油含量呈上升趋势，表明突变菌株

通过代谢途径合成了更多的甘油从而在胞内积

累，推测甘油作为 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 非氧化途径的碳

源，对菌株赤藓糖醇的产生具有重要影响。 突变

菌株中硫胺素含量也表现为上升趋势，基于前面

分析中硫胺素的重要性，说明一些辅因子对突变

菌株中赤藓糖醇的产生具有一定作用。 同时，赤
藓糖醇生产过程中以 Ｅ４Ｐ 为前体物质生成的分

支酸（如酪氨酸、色氨酸和苯丙氨酸）的含量呈下

降趋势，表明突变菌株减少了赤藓糖醇前体物质

Ｅ４Ｐ 的消耗，更多的分配给合成赤藓糖醇的方向，
从而有助于突变菌株中赤藓糖醇产量的提高［３２］。

图 ５　 差异代谢产物 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ． ５　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
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图 ６　 关注代谢产物的聚类热图（Ａ）及 ＫＥＧＧ 通路富集分析（Ｂ）
Ｆｉｇ． ６　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ（Ａ） ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ（Ｂ）

ＷＴＦ＿１ ～ ＷＴＦ＿６ 表示为原始菌株的 ６ 个平行样品； ＭＣ１＿１ ～ ＭＣ１＿６ 表示为突变菌株的 ６ 个平行样品

ＷＴＦ＿１⁃ＷＴＦ＿６ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｘ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ； ＭＣ１＿１⁃ＭＣ１＿６ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｘ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ

　 　 图 ７ 为 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 中赤藓糖醇合成通路

图。 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 通过中心碳代谢途径完成碳源

葡萄糖的分解与转化，该途径主要包括 ＥＭＰ、
ＴＣＡ 循环和 ＰＰＰ，为糖的三个主要代谢途径，也
可作为细胞的生化前体和能量供应途径［４３］ 。 葡

萄糖经跨膜转运进入胞内后，通过 ＥＭＰ 氧化分

解为丙酮酸并生成 ＡＴＰ，丙酮酸进一步进入 ＴＣＡ
循环释放大量还原当量，并通过氧化磷酸化形成

ＡＴＰ 构成生物体核心能量代谢体系，这是核心能

量供应途径，也是生物体获取能量的主要方式之

一。 ＰＰＰ 是葡萄糖氧化分解的另一个具有重要

生理作用的代谢途径，在葡萄糖代谢流的 Ｇ６Ｐ
节点处分流产生，并与 ＥＭＰ 共同构成葡萄糖氧

化分解的分支代谢途径［４２］ 。 ＰＰＰ 与 ＥＭＰ 之间存

在着密切的联系，它们通过共享中间产物和相互

转换机制，共同参与细胞代谢活动，以满足不同

生理需求，为细胞提供能量和合成所需的重要生

理物质。 此外，ＰＰＰ 还以 ＮＡＤＰＨ 的形式为细胞

反应提供还原力，也为核苷酸和氨基酸的生物合

成提供前体，以缓解还原力不足对赤藓糖醇合成

的限制［４４⁃４５］ 。 诱变作用使突变菌株中 ＴＣＡ 循

环、ＥＭＰ 以及 ＰＰＰ 途径中积累了差异代谢产物，
说明诱变影响了这些途径的正常进行，由于这三

条途径是碳通量利用的主要通路，因此突变菌株

中碳通量的分布可能受到影响而进行重新分配，
最终导致突变菌株的赤藓糖醇产量升高。 此外，
由藓糖醇合成途径可知，甘油是 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 通

过非氧化途径生成赤藓糖醇的可用碳源，在该途

径下，甘油通过甘油激酶对甘油进行利用，随后

在 ＴＩＭ 以及 ＴＫＬ 等关键酶的作用下，通过非氧

化途径直接合成赤藓糖醇的前体物质 Ｅ４Ｐ。 由

于突变菌株胞内甘油含量升高，所以推测甘油可

能在突变菌株高产赤藓糖醇表型改变中起到不

可或缺的作用。
２． ７　 突变菌株在双碳源条件下的发酵

为了探究突变菌株高产表型与甘油介导菌株

非氧化途径的关联，本研究在保证总碳源不变的

情况下，在初始培养基中添加了部分甘油，检测突

变菌株的赤藓糖醇产量。
由图 ８ 可知，在保证总碳源含量不变的前提

下，突变菌株在添加 １０％ 甘油的培养基中，单位

时间内的赤藓糖醇产量增加，表明甘油的存在会

对突变菌株赤藓糖醇的合成产生影响，这对于代

谢组学得到的高产突变菌株与原始菌株胞内代谢

产物甘油量的差异有很好的指向性。 当发酵 １９２
ｈ 时，突变菌株在添加 １０％ 甘油的培养基中赤藓

糖醇产量为 ７３． ６７ ｇ ／ Ｌ，高于葡萄糖培养基中的赤

藓糖醇产量（４２． １３ ｇ ／ Ｌ）和甘油培养基中的赤藓

糖醇产量（６１． ６７ ｇ ／ Ｌ）。 这与 Ｓｐａｒｌｉｎｇ 等［４６］ 的研

究结果类似，该研究表明了当使用适当的混合碳

源发酵时，代谢产物脂质的产量会优于单独碳源

的发酵结果。 同时，本研究发现培养基中添加的

甘油会优先于葡萄糖而被消耗，这与 Ｓｐａｒｌｉｎｇ 等

的研究结果也保持一致。 双碳源发酵实验表明，
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培养基中添加甘油可使突变菌株在同等发酵条件

下有着更高的赤藓糖醇产量，进一步证明了甘油

对于突变菌株赤藓糖醇产量的提高可能起到关键

性作用。

图 ７　 解脂耶氏酵母中赤藓糖醇合成途径

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ｙａｒｒｏｗｉａ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ
ＨＫ：已糖激酶；Ｇ６Ｐ：葡萄糖⁃６⁃磷酸酶；Ｇ６ＰＤ：葡萄糖⁃６⁃磷酸脱氢酶；ＰＧＬＳ：６⁃磷酸葡萄糖酸内酯酶；６ＰＧＤＨ：６⁃磷酸葡萄糖酸

脱氢酶；ＰＧＩ：磷酸葡萄糖异构酶；ＧＫ：甘油激酶；ＰＦＫ：磷酸果糖激酶；ＴＫＬ：转酮酶；ＴＡＬ：转醛酶；ＴＩＭ：磷酸丙糖异构酶；
ＧＡＰＤＨ：甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶；Ｅ４ＰＫ：赤藓糖⁃４ 磷酸激酶；ＰＧＫ：磷酸甘油酸激酶；ＰＧＭ：磷酸甘油酸变位酶；ＥＮＯ：烯醇化

酶；ＥＲ：赤藓糖还原酶；ＰＥＰＣＫ：磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶；ＰＫ：丙酮酸激酶；ＰＣ：丙酮酸羧化酶；ＲＰＩ：核糖⁃５⁃Ｐ 异构酶；ＡＬＤ：
醛缩酶

ＨＫ： Ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ； Ｇ６Ｐ： Ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ； Ｇ６ＰＤ： Ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ； ＰＧＬＳ： ６⁃Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｎｏｌａｃｔｏｎａｓｅ；
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图 ８　 双碳源发酵模式下突变菌株的赤藓糖醇产量
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３　 讨　 论

本研究以 Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 高产赤藓糖醇突变菌

株及其原始菌株为研究材料，探讨发酵过程中胞

内代谢产物的差异。 代谢组学结果显示，原始菌

株和突变菌株的发酵代谢产物存在显著差异，与
赤藓糖醇合成相关的代谢途径被显著富集，主要

包括与碳通量利用相关的代谢通路如 ＥＭＰ、ＰＰＰ、
ＴＣＡ 循环，初步揭示了碳流的平衡改变对突变菌

株赤藓糖醇产量的影响。 代谢组学还揭示了硫胺

素活性辅酶 ＴＰＰ 等辅因子对赤藓糖醇的合成的

可能影响。 此外进一步发现，甘油在突变菌株胞

内含量升高，且发酵结果也表明了在混合碳源
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（甘油 ／ 葡萄糖）条件下发酵的赤藓糖醇产量最

高，说明外源添加适量的甘油可强化突变菌株中

赤藓糖醇的合成。 基于此，推测突变菌株可能在

分子水平上调控了突变菌的代谢途径，从而使甘

油对赤藓糖醇的生物合成发挥调控作用，最终实

现赤藓糖醇产量的增加。 该发现为赤藓糖醇生

产菌株的代谢工程改造提供了新的视角（如构建

甘油响应型启动子、开发双碳源适配调控模块

等），并阐明了微生物碳源的协同利用对产物的

影响。
目前，Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 作为国内外生产赤藓糖醇

的核心菌株已被广泛应用，对其进行的代谢工程

改造也取得了显著成效。 研究人员期望在现有基

因改造靶点的基础上，能进一步探索出新的关键

基因，以实现赤藓糖醇合成强度的提高。 当前，新
靶点的挖掘多依赖转录组学与蛋白组学［４７⁃４８］，但
存在一定局限性，如当生物体受到环境刺激时，生
物体在基因转录和蛋白质翻译这两个层面，可能

不会立即出现快速可观测的变化，导致基于基因

转录及翻译水平进行的相关探索可能无法快速获

得理想结果。 相反，外界刺激对酶活性及代谢产

物含量往往产生较大的影响，因此基于代谢产物

分析的代谢组学更能体现细胞的实时动态变化，
其通过直接检测代谢产物，可反映基因表达及环

境响应的综合结果［４９］。 近年来，由于非常规菌株

Ｙ． ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ 生产赤藓糖醇的调控机制尚不完全

清晰，且鲜有研究从代谢产物角度对调控机制进

行探究，因此在一定程度上制约了赤藓糖醇的相

关研究。 为此，本研究基于代谢组学对突变菌株

发酵过程中的胞内代谢产物进行分析，初步探究

突变菌株赤藓糖醇的高产机制，为解析赤藓糖醇

合成代谢网络调控机制提供思路，也为后续菌株

改造以提高赤藓糖醇产量提供参考。
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