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代谢组学和脂质组学的复合组学方法

以大肠杆菌和酵母为首的微生物被广泛应用于食品、生化、能

源等各种产业领域进行大量有用物质的生产。例如在食品领域中，

以酒类和发酵食品为对象，微生物的发酵工艺得到了广泛运用，并

以效率更佳的发酵生产以及附加价值较高的代谢产物生产为目标

而进行着微生物育种。像这样，以提高有用物质生产效率或提高高

附加价值化合物的产能为目的的微生物发酵育种，需要通过代谢

组学来进行代谢变化的监控。在监控代谢变化时，不仅要了解目标

物质，还必须了解包含其前体、中间体在内的代谢变化，因此能同

时分析大量化合物的代谢组学方法极其有效，备受期待。此外，本

文在通过代谢组学来评价代谢变化的同时，还与以磷脂为对象的

脂质组学的结果相结合，尝试了通过复合组学方法来研究代谢变化。

在此，我将以能高效生产含硫代谢产物—麦角硫因的大肠杆菌作

为样品，对在合成基质的半胱氨酸时使用的硫源中添加了硫代硫

酸盐或硫酸盐时，通过代谢组学和脂类组学的方法来评价有关含

硫代谢产物依赖于培养过程的变化实例进行介绍。

■ 大肠杆菌提取物的 LC/MS 分析
使用添加了 50 mM 硫代硫酸盐或 100 mM 硫酸盐作为硫源

的最小培养基，在发酵罐中对大肠杆菌进行了培养。此外为了评价

培养过程的代谢产物变化，分别在 0、24、48、72、96、120、168、

216h 后从培养悬浮液中回收了部分菌体。在测定回收大肠杆菌的

OD 值后，对其进行调整，使其与 OD=2、1 mL 相当，之后除去培

养基，在超纯水中对菌体进行冲洗。接下来，使用 Bligh-Dyer 法

从菌体中提取了亲水性代谢产物和磷脂。回收水层和氯仿层，使

用浓缩离心机干固后，溶于超纯水和甲醇中，然后适当稀释后通

过 LCMS-8060 进行了分析。分析代谢产物时，采用 LC/MS/MS 

方法包 一级代谢产物 ver.2 的非离子对法，分析磷脂质时，在 LC/

MS/MS MRM 库，磷脂质性能分析的分析条件下进行了同时分析。

各自的分析条件如表 1 所示。此外，对在添加了硫代硫酸盐的培养

基中培养的大肠杆菌提取液进行了一级代谢产物的 MRM 色谱分

析以及磷脂的 MRM 色谱分析，示例（均为经过 0 小时和经过 72

小时的时间点）如图 1 所示。
T. Nakanishi

表 1 代谢组学和脂质组学的分析条件

一级代谢产物的分析（LC 分析条件）

色谱柱 ： PFP 柱 (2.1×150 mm, 3 μm)
流动相 A ： 0.1 % formic acid - Water
流动相 B ： 0.1 % formic acid - Acetonitrile
流速 ： 0.25 mL/min
时间程序 ： Linear gradient
柱温箱温度 ： 40 ℃
进样量 ： 3 μL

磷脂的分析（LC 分析条件）

色谱柱 ： C8 色谱柱 (2.1×150 mm, 2.6 μm)
流动相 A ： 20 mM ammoniumformate - Water
流动相 B ： 50 % Acetonitrile/50 % 2-Propanol
流速 ： 0.3 mL/min
时间程序 ： 低速
(B conc.) ： Curved gradient
柱温箱温度 ： 45 ℃
进样量 ： 3 μL

磷脂的分析

一级代谢产物的分析

经过 72 hr

经过 72 hr

二酰基脂

经过 0 hr

经过 0 hr

溶血磷脂

图 1 在添加了硫代硫酸盐的培养基中培养的大肠杆菌提取物的 MRM 色谱
（一级代谢产物和磷脂）



Application 
News 

No. C157 

ホモシステイン

システイン

硫酸塩添加

チオ硫酸塩添加
エルゴチオネイン

ヘルシニン

グルタミン酸

-Glu-Cys

グルタチオン
（GSH）

グルタチオン
（GSSG）

シスタチオニン

ヒスチジン

SAM

SAH

メチオニン

セリン

PE(28:0)

PE(32:1)

PE(32:4)

PE(36:4)

PS(34:1)

PS(34:2)

リン脂質の変動

■ 通过复合组学进行的代谢变化评价
在本次分析中，检测到了49 种一级代谢产物成分，56 种磷脂

成分。根据图 1 的 MRM 色谱图也可确认，根据培养时间的不同，

菌体中的代谢产物和磷脂会发生很大变化。接下来，在添加了硫代

硫酸盐和硫酸盐的培养基中，对各个培养时间下的与以麦角硫因

的基质—半胱氨酸为首的含硫代谢产物的面积比进行了比较，结

果如图 2 所示（纵轴：面积比、横轴：时间）。此外，图 2 还同时显

示了磷脂酰乙醇胺、磷脂酰丝氨酸等磷脂的经时变化（纵轴：面积、

横轴：时间）。在图 2 的半胱氨酸合成相关代谢途径上，确认了硫

源的不同会导致培养时的代谢产物发生变化。尤其是在从对数生

长期迁移至稳定期后的培养时间（72 小时以降）内，可见添加了硫

代硫酸盐的培养基中的半胱氨酸合成关联化合物的增加。此外，分

析磷脂的变化后，可确认在对数生长期的硫酸盐添加培养基中，名

图 2 在添加了硫代硫酸盐和硫酸盐的培养基中培养的大肠杆菌中的含硫代谢产物和磷脂的变化

* 大肠杆菌样品由国立大学法人筑波大学 国际产学合作总部的大津严生老师、河野祐介老师提供。
* 本研究的进行过程中活用了农林水产省的“农林水产业、食品产业科学技术研究推进事业”。

为 PE 和 PS 的磷脂大幅增加。大肠杆菌中的 PE 是由 PS 作为基

质生物合成而来，由此揭示了细胞膜的主要成分—PE 会优先被生

物合成（因为 PE 上升的培养时间比 PS 更早）。此外，具有位于半

胱氨酸合成途径上游的丝氨酸的结构的 PS，在作为基质的丝氨酸

不足时，可能会对半胱氨酸合成途径造成影响。像这样，通过代谢

组学方法，可知向培养基中添加不同的硫源会对以半胱氨酸为首的

含硫代谢产物的产能造成影响。此外，通过与脂质组学数据交叠

对照，能够更进一步的理解关联代谢的变化。本文以与半胱氨酸产

生相关的含硫代谢产物为中心，对大肠杆菌的培养过程相对应的

代谢变化进行了分析，通过采用三重四极杆质谱仪进行的代谢组

学分析和脂质组学分析相结合，使更为详细的代谢变化评价成为

了可能。
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