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摘要: 【目的】基于 GC-MS 技术对绿僵菌 Metarhizium 代谢物前处理技术进行优化，以期建立适用于绿僵菌的

快速、准确的代谢组检测方法。【方法】优化绿僵菌代谢物的淬灭、提取、衍生和检测方法，测定方法的稳定性。

【结果】40%(φ)冷乙醇溶液淬灭后核酸和蛋白回收率分别为 9.63%和 11.61%，淬灭效果优于其他淬灭剂；冷甲醇

法可提取到代谢物 109种，多于其他方法；衍生的时间越长，获得的代谢物越多，衍生 1.5 h效果最好；气相色谱

检测起始温度过高不利于代谢物的获得，50 ℃ 效果最好。最佳条件如下：40%(φ)冷乙醇溶液淬灭后用 2 mL冷

甲醇提取，离心后将上清液用 N2 吹干，加入 20 mg/mL的甲氧基胺盐酸盐吡啶溶液 80 μL，剧烈振荡 30 s后，在

37 ℃ 环境中反应 90 min，反应结束后冷却至室温，然后加入含 1%(φ)TMCS 的 BSTFA 衍生剂 80 μL，在 70 ℃
条件下反应，衍生 1.5 h后冷却至室温。【结论】该方法简单、方便、重复性好。该方法的建立有助于开展更深入的

代谢机制相关研究，为农、林领域开展病原微生物代谢组相关研究提供参考。
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Study on sample preparation for the metabolomics of
Metarhizium based on GC-MS
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Abstract: 【Objective】The metabolite pretreatment technology was optimized based on GC-MS to establish a

rapid,  accurate  sample  preparation  protocol  for  metabolomics  analysis  in  Metarhizium.【Method】Several

sample  preparation  steps,  including  cell  quenching,  metabolite  extraction,  derivatization  and  detection  were

optimized,  and  the  stability  of  this  method  was  also  determined.【Result】The  quenching  effect  of  40% cold

ethanol  was  better  than  that  of  other  quenching  solutions,  and  the  recoveries  of  nucleic  acid  and  protein  of

Metarhizium were 9.63% and 11.61% respectively. Total 109 metabolites were obtained by cold methanol, more

than those by other methods. The longer derivation time was, the more metabolites could be obtained, and 1.5 h

was  the  best.  Too  high  initial  temperature  of  gas  chromatography  was  not  conducive  to  acquisition  of

metabolites, and  50   ℃ was  the  best.  The  optimal  sample  preparation  conditions  were  as  follows:  After

quenching with 40% cold ethanol, the supernatant was extracted with 2 mL cold methanol. After centrifugation, 
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the supernatant was dried with N2, and then added with 80 μL 20 mg/mL methoxylamine hydrochloride pyridine

solution. After severe oscillation for 30 s, the supernatant was reacted at 37 ℃ for 90 min, and cooled to room

temperature. Then 80 μL BSTFA derivatization agent with 1%(φ) TMCS was added, the derivatization reaction

continued for  1.5  h  at  70  ℃,  and  solution  cooled  to  room temperature.【Conclusion】The  method  is  simple,

convenient and reproducible, it  is conducive to carry out more in depth studies on metabolic mechanisms, and

provides  references  for  related  studies  on  metabolic  groups  of  pathogenic  microorganisms  in  agriculture  and

forestry.
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代谢组学利用现代分析技术对生物体内小分

子化合物进行定性定量研究[1]，结合现代生物信息

学可实现对代谢物全面地、无偏倚地分析[2]。研究

微生物代谢物的变化动态，有助于我们更加了解微

生物内部的生理变化。目前代谢组分析技术主要有

气相色谱−质谱联用 (GC-MS)[3]、液相色谱−质谱联

用 (LC-MS)[4] 和核磁共振 (NMR)[5] 等。基于 GC-
MS 技术的样品前处理步骤主要包括：淬灭、提取、

衍生化和检测。在代谢物淬灭过程中，应尽可能地

保证微生物细胞的完整性，避免胞内代谢物外流[6]，

可以通过迅速降低温度或者在菌体培养液中加入

有机溶剂等手段抑制代谢酶活性。冷甲醇淬灭是普

遍使用的方法[7]，它可以在亚秒时间内阻断代谢反

应，将胞内外的代谢物区分开[8-9]。常用的提取方法

有冷甲醇液氮反复冻融法[10] 和 75% 乙醇煮沸法[11]

等。常用的提取液有热乙醇、高氯酸或碱、甲醇和三

氯甲烷等。在破碎细胞时，提取液将胞内的代谢物

溶解，为了确保提取到稳定可靠的代谢物，可以加

入 4−羟乙基哌嗪乙磺酸 (HEPES) 和哌嗪乙磺酸

(PIPES) 等盐离子进行缓冲[12]。此外超临界流体萃

取、微波辅助萃取[13]、固相萃取、固相微萃取等方法

也可用于微生物代谢物提取。但至今，仍然没有一

种适用于所有微生物的提取方法[14]，不同微生物、

不同提取方法提取的代谢物倾向性和分析技术亦

不同。因此在每一项新的代谢组学研究中，提取方

法一定要有针对性的优化和测试。

近年来，以绿僵菌 Metarhizium spp.、白僵菌

Beauveria spp.为代表的真菌生物农药已成为生物

防治领域的热门研究[15]。在菌种保存和应用过程

中，继代培养造成菌株形态变异和毒力减退等退化

现象普遍发生，极大地影响了真菌杀虫剂在生产上

的应用。继代培养后分生孢子产量与毒力的下降常

常伴随着次生代谢产物、代谢路径和代谢网络等

层面的变化[16-19]。目前微生物代谢组学研究主要集

中于大肠埃希菌 Escherichia coli [ 2 0 ]、酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae[21] 及枯草芽孢杆菌 Bacillus
subtilis[22-23] 等几种模式微生物，并且没有一种方法

可以适用于所有微生物的代谢研究。为了获得真

实、可靠和全面的代谢组学信息，需要一个准确、稳

定的代谢组学检测方法，但目前关于绿僵菌代谢组

仅有少量基于 LC-MS 检测的研究 [ 2 4 ]，鲜见基于

GC-MS 的相关研究。本文以绿僵菌 Ma09 为研究

对象，采用高分辨率的 GC-MS技术，对绿僵菌代谢

物前处理技术进行优化，以期建立适用于绿僵菌的

代谢组检测方法，为获得和解析绿僵菌的“代谢物

指纹图谱”提供技术支持，为绿僵菌的深入研究及

应用提供参考。 

1   材料与方法
 

1.1    供试菌株

绿僵菌 Ma09，由广东省林业科学研究院提供，

绿僵菌斜面保存于 4 ℃ 冰箱备用。转接于 PPDA
液体培养基，200 r/min、25 ℃ 条件下培养 72 h。 

1.2    方法 

1.2.1     淬灭　参照 Tsuchido 等 [ 2 5 ] 的方法采用

D260 nm 和 D280 nm 回收率法评价淬灭剂对细胞膜损

伤的程度。核酸和蛋白的特异吸光波长分别为

260 和 280 nm，淬灭后菌液的 D260 nm 和 D280 nm 增

加，意味着细胞内的核酸和蛋白已渗出到菌液中，

说明细胞膜已产生损伤。取 72 h菌体培养液 10 mL，
4 ℃、6  000 r/min 离心 10 min，离心所得沉淀再用

9 g/L NaCl溶液润洗 1次去除残留培养基。分别用

10 mL 不同淬灭剂 (0 ℃) 将菌体重悬，以 9 g/L
NaCl 溶液作为阴性对照、热 9 g/L NaCl (70 ℃,
30 min) 溶液作为阳性对照，4 ℃、6 000 r/min 离心

10 min，得到上清液，试验重复 3次。测定上清液的

D260 nm 和 D280 nm，根据如下公式计算核酸的回收率

(η260 nm)和蛋白的回收率 (η280 nm)。
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η260 nm=
D260 nm(处理)−D260 nm(阴性对照)

D260 nm(阳性对照)−D260 nm(阴性对照)
×100%,

η280 nm=
D280 nm(处理)−D280 nm(阴性对照)

D280 nm(阳性对照)−D280 nm(阴性对照)
×100%。

淬灭剂参考前人的研究[7, 26]，选择甲醇、乙醇和

甘油溶液，体积分数分别为 20%、40% 和 60%。添

加的缓冲盐为 9 g/L 的 NaCl、NaCN 和 (NH4)2CO3，

10 mmol/L EDTA及 10 mmol/L HEPES溶液。 

1.2.2    绿僵菌代谢物气相色谱质谱检测　将绿僵

菌 Ma09 菌液以 40%(φ) 乙醇溶液淬灭，−40 ℃ 冷

甲醇提取后 N2 吹干，加入 20 mg/mL的甲氧基胺盐

酸盐吡啶溶液在 37 ℃ 反应 60 min，加入含 1%(φ)
三甲基氯硅烷 (TMCS) 的 N, O−双 (三甲基硅烷

基)三氟乙酰胺 (φ 为 96%的 BSTFA )衍生 1 h。采

用 Agilent 8890+5977B GC/MS系统，毛细管色谱柱

为 HP-5ms(30 m×0.25 mm×0.25μm) (φ 为 5% 的苯

基甲基硅氧烷) 非极性弹性石英毛细管柱。质谱条

件：电子轰击源 (EI)，离子源温度为 230 ℃，四极杆

温度为 150 ℃，接口温度为 280 ℃，电子能量为 70 eV，
调谐方式为标准调谐，质谱扫描方式为全扫描，扫

描范围为 30~500 aum。使用 NIST谱库进行图谱检

索，试验重复 3次。

气相色谱以纯度大于 99.99%(φ) 的高纯氦气

(Ne)为载气，载气流速 1 mL/min。采用不分流进样

方式，进样量 l μL。进样口温度 280 ℃。气相色谱

条件如下：

条件 A：起始温度 50 ℃，保持 3 min；以 10 ℃/min
升至 150 ℃，保持 5 min；然后以 5 ℃/min升至 200 ℃，

保持 5 min；以 10 ℃/min 升至 280 ℃，保持 5 min。
条件 B：参考明明[27] 的GC条件。起始温度 70 ℃，

保持 4 min；以 3 ℃/min 升至 200 ℃；以 10 ℃/min
升至 280 ℃，保持 5 min。

条件 C：参考王洪彬等[23] 的 GC 条件。初始温

度 70 ℃，恒温保持 2 min；以 3 ℃/min 升到 133 ℃；

以 2 ℃/min升至 200 ℃；再以 3 ℃/min升至 220 ℃；

以 5 ℃/min升温至 280 ℃。

条件 D：参考胡志宏等[28] 的 GC 条件，起始温

度 65 ℃，保持 2 min；以 5 ℃/min 升至 185 ℃；以

1 ℃/min 升至 200 ℃；以 15 ℃/min 升至 280 ℃，

保持 5 min。
条件 E：参考郭刚等[29] 的 GC 条件，起始温度

70 ℃，保持 4 min；以 5 ℃/min 升至 280 ℃，保持

4 min。 

1.2.3    提取　热乙醇提取法参考 Castrillo 等[11] 的

方法略作修改，淬灭后的绿僵菌沉淀加入 5 mL

75%(φ) 热乙醇溶液 (含 0.25 mol/L HEPES 溶液)，
pH 为 7.5，95 ℃ 水浴 3 min；然后迅速在冰浴中冷

却 3 min，12 000 r/min离心 10 min，取上清液在 90 ℃
条件下旋转蒸发至 1 mL。N2 吹干后待衍生处理。

热甲醇提取法参照 Maharjan 等[12] 的方法。淬

灭后的绿僵菌沉淀中加入 2 mL 的甲醇溶液 [V(甲
醇)∶V(H2O)=2∶1] 混合均匀后迅速放入 70 ℃ 水中

平衡 30 min，然后以 12 000 r/min 离心 5 min，取上

清液 N2 吹干待后衍生化处理。

冷甲醇提取法参考前人研究[30-32] 并作相应修

改，淬灭后的绿僵菌沉淀用 2  mL 预冷的甲醇

(−20 ℃)溶解，迅速放入−20 ℃ 冰箱中保存 20 min，
冰浴冻融 10 min 后以 12 000 r/min 离心 5 min。上

清液转移至另一离心管，取上清液 1 mL 将沉淀再

次悬起，重复上述步骤，2次上清液合并，N2 吹干后

待衍生化处理。

甲醇氯仿提取法参考 Maharjan 等[12] 的方法。

淬灭后的绿僵菌沉淀用 1 mL 甲醇溶解后，加入

1 mL 冷三氯甲烷 (−40 ℃) 涡旋 30 s 后置于−20 ℃
中保存 60 min，此过程中每隔 15 min涡旋 1次，最后

12 000 r/min 离心 10 min，取上清液 N2 吹干待衍生

化处理。

氯仿−甲醇−缓冲液提取法参考 Maharjan 等[12]

的方法略作修改。淬灭后的绿僵菌沉淀用 5 mL 冷

三氯甲烷 (−40 ℃)溶解后，加入 2 mL含有 3 mmol/L
HEPES和 3 mmol/L EDTA的冷缓冲溶液 (0 ℃)，混
合均匀后 12 000 r/min离心 5 min。收集上层液并在

剩余的三氯甲烷相中加入 2 mL预冷的甲醇 (−40 ℃)
和 2 mL 冷缓冲液，涡旋 30 s 后 10 000 r/min 离心

5 min，收集上层水相并与前一次提取液合并，N2 吹

干待衍生化处理。 

1.2.4    衍生化　代谢物经淬灭和提取后必须进行

衍生化处理后才能进行 GC-MS 检测分析。对衍生

时间进行比较，取吹干后的样品，加入 20 mg/mL
的甲氧基胺盐酸盐吡啶溶液 80  μL，剧烈振荡

30 s后，在 37 ℃ 条件下反应 90 min，反应结束后冷

却至室温，然后加入 80 μL 含 1%(φ )TMCS 的

BSTFA 衍生剂，在 70 ℃ 条件下分别衍生 0.5、
1.0 和 1.5 h，冷却至室温后进行 GC-MS 检测，3 次

重复。 

1.3    数据处理

利用 Mass Hunter 软件对结果进行分析，提取

离子峰并用 NIST MS数据库进行定性分析，将所有

离子峰的峰面积数据归一化，采用 SPSS 20.0 统计
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软件进行数据处理及分析，采用 Duncan’s法进行差

异显著性分析。 

2   结果与分析
 

2.1    整体水平的细胞损伤及代谢物的渗出

D260 nm 和 D280 nm 是评价细胞渗出物的指标。

图 1 的结果显示，D260  nm 最小的淬灭剂为 40%
(φ) 乙醇溶液和 20%(φ) 甘油溶液，两者差异不显

著，但明显低于其他淬灭剂处理的 (P<0.05)。D280 nm

最小的淬灭剂为 60%(φ) 甲醇溶液和 20%(φ) 甘油

溶液，且两者间差异不显著，但明显低于其他淬灭

剂处理的 (P<0.05)。
D260 nm 和 D280 nm 越小说明淬灭过程中的代谢

物渗出越少，淬灭效果越好。回收率计算结果 (表 1)
显示，40%(φ) 乙醇溶液和 20%(φ) 甘油溶液 2 种处

理的核酸和蛋白回收率最低。 

2.2    不同离子盐对淬灭效果的影响

以 40%(φ) 乙醇溶液为空白对照，分别加入不

同种类的离子盐，从图 2 可以看出缓冲盐的加入降

低了菌液的 D260 nm 和 D280 nm，减少了菌体细胞的损

伤，但是多重比较并未发现几种离子盐之间差异显

著 [F(D260 nm)=0.893，F(D280 nm)=2.009]。操作中发

现，20%(φ) 甘油溶液由于黏稠度比较大，不利用后

期的浓缩，因此本试验选择 40%(φ) 乙醇溶液且不

加入任何离子盐作为最佳淬灭剂。 

2.3    绿僵菌代谢物气相色谱质谱条件的确定

图 3为 5种气相色谱条件的总离子流图。由于

条件不同，各处理所用的时间也不同，条件 C 的总

 

表 1   不同淬灭剂处理后核酸和蛋白的回收率

Table 1    The recovery rates of nucleic acid and protein
using different quenching solutions

 

淬灭剂

Quenching solution

回收率/%
Recovery rate

η260 nm η280 nm
40%(φ)乙醇溶液 Ethanol solution 9.63 11.61
20%(φ)甘油溶液 Glycerol solution 14.53 14.68
60%(φ)甲醇溶液 Methanol solution 23.37 23.24
60%(φ)乙醇溶液 Ethanol solution 28.71 35.78
40%(φ)甘油溶液 Glycerol solution 31.55 39.96
60%(φ)甘油溶液 Glycerol solution 52.00 61.23
40%(φ)甲醇溶液 Methanol solution 58.94 56.12
20%(φ)甲醇溶液 Methanol solution 71.03 59.10
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1、2、3 分别表示体积分数为 60%, 40% 和 20% 的甘油溶液；4、5、6 分别表示体积分数为 60%, 40% 和 20% 的甲醇溶液；7、8 分别表示体积分数为

60%和 40%的乙醇溶液；各图中的不同小写字母表示差异显著 (P<0.05，Duncan’s法)
1, 2 and 3 represent glycerol solutions with volume fractions of 60%, 40% and 20%, respectively; 4, 5 and 6 represent methanol solutions with volume

fractions of 60%, 40% and 20%, respectively; 7, 8 represent ethanol solutions with volume fractions of 60% and 40%, respectively; Different lowercase letters
in each figure indicate significant differences (P<0.05，Duncan’s test)

图 1    不同淬灭剂处理后菌液的 D260 nm 和 D280 nm

Fig. 1    D260 nm and D280 nm of bacterial fluid with different quenching solutions

 

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7 a

a a aa a

a
A

D
26

0 
nm

CK
NaC

l
NaC

N

(N
H 4

) 2
CO 3

HEPES
EDTA

HEPES+EDTA CK
NaC

l
NaC

N

(N
H 4

) 2
CO 3

HEPES
EDTA

HEPES+EDTA

离子盐 Ionic salt

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7

a a a aa
a

a

B

D
28

0 
nm

离子盐 Ionic salt 
各图中不同小写字母表示差异显著 (P<0.05，Duncan’s法)

Different lowercase letters in each figure indicate significant differences (P<0.05，Duncan’s test)

图 2    不同离子盐加入后菌液的 D260 nm 和 D280 nm

Fig. 2    D260 nm and D280 nm of bacterial fluid added with different ionic salt
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A：起始温度 50 ℃ 保持 3 min，以 10 ℃/min升至 150 ℃ 保持 5 min，5 ℃/min升至 200 ℃ 保持 5 min，10 ℃/min升至 280 ℃ 保持 5 min；B：起始温

度 70 ℃ 保持 4 min，以 3 ℃/min升至 200 ℃，10 ℃/min升至 280 ℃ 保持 5 min；C：初始温度 70 ℃ 保持 2 min，以 3 ℃/min至 133 ℃，以 2 ℃/min升
至 200 ℃，以 3 ℃/min升至 220 ℃，以 5 ℃/min升至 280 ℃；D：起始温度 65 ℃保持 2 min，以 5 ℃/min升至 185 ℃，以 1 ℃/min升至 200 ℃，以 15 ℃/min
升至 280 ℃ 保持 5 min；E：起始温度 70 ℃ 保持 4 min，以 5 ℃/min升至 280 ℃ 保持 4 min
A: The initial temperature was 50 ℃ for 3 min, then increased to 150 ℃ for 5 min at 10 ℃/min, then increased to 200 ℃ at 5 ℃/min and maintained for

5 min, and finally increased to 280 ℃ at 10 ℃/min and maintained for 5 min; B: The initial temperature was 70 ℃ for 4 min, then increased to 200 ℃ at
3 ℃ /min and then increased to 280 ℃ at 10 ℃ /min for 5 min; C: The initial temperature was 70 ℃ for 2 min, the temperature rose to 133 ℃ at 3 ℃/min, then
rose to 200 ℃ at 2 ℃/min, then rose to 220 ℃ at 3 ℃/min, and finally rose to 280 ℃ at 5 ℃/min; D: The initial temperature was 65 ℃ for 2 min, then
increased to 185 ℃ at 5 ℃/min, 200 ℃ at 1 ℃/min, and finally increased to 280 ℃ at 15 ℃/min for 5 min; E: The initial temperature was 70 ℃ for 4 min, and
then increased to 280 ℃ at 5 ℃/min and maintained for 4 min

图 3    不同气相色谱条件检测出的总离子流图

Fig. 3    Graph of total ion current (TIC) under different chromatographic conditions
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时最长为 75 min，条件 A仅需 46 min。此外出峰时

间和出峰数量存在明显差异。

根据检测出来的有效峰的数量可以判断出条

件 A 的效果最好，条件 A 所获得的有效峰为

97.33个，显著多于其他几种条件的 (P<0.05)。
 

2.4    提取方法对绿僵菌代谢物提取效果的影响

选用了 GC-MS对 5种不同方法的提取效果进行

分析，根据有效峰数量评判最优方法，各处理获得有

效峰数量差异显著 (P<0.05)。各处理样本TIC谱图见图 4。
根据有效峰的数量和强度判断，冷甲醇法效果

最佳，可以检测出有效峰 109.4个，其次是热乙醇法。
 

2.5    不同衍生物比例和时间的影响

不同衍生时间的总离子流图见图 5，以图 5 中

物质数量和峰强度作为判断标准。根据图 6有效峰
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图 4    不同提取方法检测出的总离子流图

Fig. 4    Graph of total ion current (TIC) using different extraction methods
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数量可知，衍生 0.5 h 时大多数物质浓度较低且有

多种物质无法检测到，而衍生 1.0和 1.5 h时检测到

的物质数量显著提高了 (P<0.05)，衍生 1.5 h后可以

检测到 90.33个有效峰。
 

2.6    样品前处理最佳方法的确定

取 10 mL 培养 72 h 的绿僵菌菌液，40% 冷乙

醇溶液淬灭后用 2 mL 冷甲醇提取，离心后将上

清液用 N2 吹干，加入 80 μL 20 mg/mL的甲氧基胺

盐酸盐吡啶溶液，剧烈振荡 30 s后，在 37 ℃ 环境

中反应 90 min，反应结束后冷却至室温，然后加

入 80 μL BSTFA(φ 为 1% TMCS)衍生剂，在 70 ℃
条件下反应，衍生 1.5 h。在气相色谱条件 A下进

行代谢物检测鉴定。采用该方法进行 3次重复测

定，根据其保留时间相对标准偏差进行重复性评

价，公式如下：

相对标准偏差 =
保留时间标准偏差

保留时间平均值
×100%。

从表 2 可以看出该方法检测保留时间相对标

准偏差为 0.000 002~0.005 789，均小于 0.05，说明该

方法稳定性和重复性较好，且精密度较高，可以满

足代谢组学分析的要求。采用优化方法处理的样品

经 GC-MS分析后共鉴定到 50种代谢物。 
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图 5    不同衍生时间的总离子流图 (TIC)

Fig. 5    Graph of total ion current (TIC) at different derivative time
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图 6    不同衍生时间的有效峰

Fig. 6    Effective peak at different derivative time
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表 2   绿僵菌代谢物检测最适方法保留时间的重复性

Table 2    Repeatability of the retention time for the optimal method of Metarhizium metabolites detection
 

名称

Name
分子式

Formula
保留时间/s Retention time 相对标准偏差/%

Relative standard deviation重复1 Repeat 1 重复2 Repeat 2 重复3 Repeat 3
硼烷四氢吡啶 C5H8BN 3.174 9 3.176 9 3.180 5 0.000 893
N-Difuorophosphoxy-O-trimethylsilylhydroxylamine C3H10F2NO2PSi 3.289 2 3.275 5 3.298 7 0.003 547
N,N−二甲基乙醇胺 C4H11NO 3.545 5 3.547 9 3.547 2 0.000 348
2−二甲胺基乙硫醇 C4H11NS 4.001 8 3.999 1 3.994 9 0.000 869
氨基磺酸 H3NO3S 4.051 3 4.054 3 4.052 8 0.000 370
N−乙烯基吡啶溴化铵 C7H8BrN 4.064 9 4.079 2 4.099 0 0.004 195
甜菜碱 C5H11NO2 5.114 7 5.138 0 5.126 4 0.002 272
顺丁烯二酸二丁基锡 C12H20O4Sn 5.302 6 5.261 8 5.282 2 0.003 862
2−甲氨基乙醇 C4H11NO 6.491 3 6.491 7 6.501 0 0.000 845
1,2−丙二烯−1,3−二酮 C3O2 7.026 1 6.998 1 7.012 1 0.001 996
3,6,9−三噁十一烷二酸 C8H14O7 7.922 3 7.918 3 7.920 3 0.000 252
甘露糖胺 C6H13NO5 8.696 9 8.687 2 8.692 1 0.000 557
鸟嘌呤 C10H13N5O5 9.411 4 9.367 7 9.368 2 0.002 673
1−氧−3−氨基吡嗪 C4H5N3O 9.530 7 9.494 0 9.512 4 0.001 929
1,2,3−三唑−4−联苯甲醛 C3H3N3O 10.071 7 10.069 9 10.070 8 0.000 089
二乙基二甲基锡烷 C6H16Sn 10.430 8 10.428 1 10.429 5 0.000 129
L−高丝氨酸 C6H11NO2 10.454 6 10.463 0 10.462 2 0.000 443
1，3−二癸炔 C6H16Sn 10.673 1 10.671 7 10.671 4 0.000 085
1−哌嗪乙醇 C8H9BN2 10.926 6 10.929 8 10.928 8 0.000 149
甘露醇 C6H10O4 11.674 7 11.640 9 11.627 5 0.002 088
亮氨酸 C4H10Si 11.637 8 11.634 7 11.639 3 0.000 201
2,5−二甲基苯甲醛 C9H10O 11.692 3 11.695 5 11.693 9 0.000 136
异硫氰酸异丁酯 C5H9NS 14.012 5 14.032 8 14.053 1 0.001 446
2−甲基 −2−异氰酸丙烷 C5H9NO 14.131 4 14.104 8 14.222 4 0.004 357
硼酸三乙酯 C6H15BO3 14.265 7 14.260 9 14.280 7 0.000 723
N−二乙氨乙基−端粒酶−丁基−异丙基磷 C10H24NP 14.357 3 14.352 6 14.335 1 0.000 815
3−(二乙基硼氧基)− 1−丙硫醇 C7H17BOS 15.806 9 15.765 8 15.848 0 0.002 600
2,4−二−3−丁基酚 C14H22O 16.885 2 16.886 0 16.885 6 0.000 023
10,12−二十三碳二炔酸 C6H11N3O4 18.084 6 18.082 2 18.083 4 0.000 066
9,12−十八烯酸 C8H12N2O2 22.681 2 22.804 8 22.743 0 0.002 717
精氨酸 C6H14N4O2 23.529 5 23.258 6 23.394 1 0.005 789
L−脯氨酰基−L− 缬氨酸 C10H16N2O2 25.244 5 25.235 3 25.239 9 0.000 182
花生四烯酸 C20H32O2 27.609 1 27.617 6 27.601 8 0.000 286
5,8,11−二十碳三烯酸 C4H6N6O 27.846 0 27.816 3 27.919 1 0.001 898
棕榈酸甲酯 C17H34O2 27.953 1 27.987 6 27.970 4 0.000 616
D−α−阿拉伯呱喃糖 C17H42O5Si4 28.176 0 28.176 1 28.176 0 0.000 002
癸酸 C10H19AgO2 28.520 1 28.523 9 28.522 0 0.000 066
D−盐藻糖醇 C21H54O5Si5 28.561 0 28.623 7 28.592 4 0.001 096
肌醇 C24H60O6Si6 33.103 0 33.100 3 33.101 7 0.000 040
大麦芽碱 C10H15NO 36.326 1 36.523 1 36.399 4 0.002 734
(8, 11−十七二烯)4,5−二氰恶唑 C20H35NO 37.085 0 37.083 3 37.084 2 0.000 022
9−十八烯酰胺 C18H35NO 37.814 3 37.805 3 37.825 1 0.000 262
2−异氰−1 3−二甲基苯 C9H9N 39.279 6 39.448 3 39.364 0 0.002 142
氯化磷酸二乙酯 C6H14ClO3P 39.466 3 39.468 7 39.449 5 0.000 265
白桦脂醇 C30H50O2 40.350 1 40.350 9 40.354 5 0.000 058
十八烯酸单甘油酯 C21H40O4 41.005 9 41.036 5 41.021 2 0.000 372
环己烷 C3H12Si3 41.261 6 41.244 2 41.252 9 0.000 210
苯甲酰甘氨酸 C9H9NO3 41.270 7 41.252 3 41.261 5 0.000 222
十四烷酸乙酯 C16H32O2 41.349 7 41.353 6 41.351 7 0.000 047
十八碳二烯酸甲酯 C19H34O2 42.234 9 42.237 1 41.350 8 0.012 185

  76 华南农业大学学报 (http://xuebao.scau.edu.cn/zr/hnny_zr/ch/index.aspx) 第 42 卷  

 

 
 



3   讨论与结论

代谢物分析的关键要选择高敏感性的检测手

段，要求最大程度、最大范围地提取细胞内代谢物，

从而更加真实的反映菌体胞内代谢情况。虽然微生

物代谢组分析已经成为一种广泛使用的方法，但只

使用一个已建立起来的方法进行代谢组分析所能

检测出的代谢物覆盖率很低[33]，目前为止还没有一

种普遍适用的淬灭方法。另外丝状真菌的生理和形

态与细菌、酵母菌有很大的不同，培养物通常高度

黏稠且不均匀，液体培养基中有时会形成菌丝团或

菌球，很难从发酵过程中获得具有代表性的样品[34]。

因此不能采取与细菌、酵母菌相同的方法，需要对

代谢物样品制备步骤进行系统优化。

理想的淬灭应具有以下几个条件：灭活新陈代

谢的速度比样品中代谢物的转化速度更快；在淬灭

步骤中保护样品的完整性；淬灭尽量不引起代谢物

的化学和物理性质的变化；样品淬灭以后能够适合

接下来的分析步骤；有可靠的重复性[35]。Wittmann
等[36] 认为微生物突然进入低于−60 ℃的环境中会产

生一个冷休克的状态，但是冷甲醇会造成细胞内代

谢物的大量泄漏。对于甲醇是否真的能够引起细胞

代谢物泄漏的说法不一，Villas等[37] 用冷甲醇处理

酿酒酵母很少发生泄漏，而Maharjan[12] 用冷甲醇处

理谷氨酸棒杆菌胞内代谢物则易泄漏。目前大部分

研究都选用 60%冷甲醇溶液作为淬灭剂，也有选用

甘油和乙醇作为淬灭剂的研究。Villas 等[37] 认为

60%(φ)冷甘油−盐水溶液是淬灭酵母和细菌最好的

淬灭剂。Spura等[7] 发现 40%(φ)的乙醇加 8 g/L氯

化钠溶液 (−20 ℃) 作为淬灭剂效果要远远好于

60% 甲醇溶液。本试验比较了甲醇、乙醇和甘油作

为淬灭剂的效果，其中，效果最好的是 40%(φ)乙醇

溶液和 20%(φ) 甘油溶液，60%(φ) 甲醇溶液效果次

之。此外对于使用甘油作为淬灭剂也一直存在着争

议，Villas-bôas 等[26] 认为在 60%(φ) 冷甘油加盐水

溶液淬灭酵母和细菌可以很好的解决细胞泄露问

题，本试验中发现，甘油虽然可以很好的保护细胞

膜的完整性，但由于黏稠度较大，易被色谱柱吸附，

影响检测质量，在色谱总离子图 (TIC) 中前端产生

大片覆盖区域，不利于分离。缓冲盐对淬灭效果的

影响也存在 2种说法。Faijes等[9] 认为添加了 HEPES
和 (NH4)2CO3 可以维持菌体内外渗透压平衡，显著

减少胞内代谢物的泄露。Canelas等[38] 则认为加入

缓冲盐会加速代谢物渗出。由此可见，微生物淬灭

方法和淬灭剂的选择是一个艰难的过程，需要根据

研究对象进行优化评价，建立适合相应微生物淬灭

的方法。本试验中在淬灭剂加入几种离子盐后，

D260 nm、D260 nm 与对照相比较均有小幅度降低，但

是多重比较结果表明与对照差异并不显著。这说明

针对不同的菌种，是否需要加入缓冲盐也是应该考

量的。本试验认为 40% 乙醇溶液不加入缓冲盐更

适合作为绿僵菌代谢组的淬灭剂。

在不改变理化性质的基础上最大限度地将微

生物代谢物从样品中提取出来；提取后的样品形式

要与分析检测技术的需求一致；尽可能地去除干扰

物质；便于浓缩[39]。提取剂的极性决定着最后获得

代谢物的极性范围[40]，利用提取液与代谢物的相似

相容原理，可以破坏菌体细胞结构，从而提取到代

谢物质。Maharjan 等[12] 使用 6 种提取剂提取大肠

埃希菌代谢物，包括酸、碱、冷甲醇、热甲醇、热乙醇

和甲醇+三氯甲烷，结果表明冷甲醇提取到了更多

的代谢物。此外，利用热乙醇提取氨基酸和途径中

间产物，简单快速且无盐加入，易蒸发和浓缩，但高

温对热不稳定的代谢物有破坏作用。Castrillo 等[11]

用 4 种提取方法分别提取了酵母菌的代谢组，不同

方法产生了明显不同的代谢物。Meyer 等[41] 对比

了 6 种方法提取金黄色葡萄球菌代谢物，即冷甲

醇、冷乙醇、冷甲醇、热乙醇、冷氯仿+水+乙醇和热

水，发现冷乙醇效果最好。Canelas等[10] 认为甲醇反

复冻融法和酸性甲腈乙醇不适用于酵母的代谢物

提取。本试验比较了绿僵菌代谢组的 5 种提取方

法，效果最好的还是冷甲醇法，这与大部分报道是

一致的。

生物体内的低极性难挥发的代谢物质如氨基

酸、脂肪、糖类和核苷酸类等需要 GC-MS 分析时，

必须先进行衍生化。目前常用的衍生化方法为肟化

硅烷化衍生法[42]。肟化硅烷化衍生法实际包括 2个
步骤：首先是甲氧基胺与醛酮类物质的加成反应。

但对于种类不同的醛酮物质影响也是不同的。对于

还原性糖类物质主要影响因素为反应时间[11]。而对

于 α−酮酸类物质，pH是主要因素[43]。其次，肟化后

需要进行全面的硅烷化反应，常用的硅烷化试剂有

N−(叔丁基二甲基硅烷基)−N−甲基三氟乙酰胺

(MTBSTFA)、双 (三甲基硅烷基 ) 三氟乙酰胺

(BSTFA)等，通常会在使用中加入 1%(φ)的三甲基

氯硅 (TMCS)。Kanani 等[44] 认为 BSTFA 衍生化时

间对回收的代谢物种类产生较大影响，本试验选取

了甲氧基胺盐酸盐 37 ℃ 条件下肟化 90 min，加入

BSTFA(φ 为 1% TMCS)70 ℃ 条件下进行硅烷化，

衍生时间为 1.5 h时效果最好。
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气相色谱主要用于代谢物质的分离，质谱则是

对代谢物的相对分子质量和分子结构进行鉴定，为

了能够更有效地分离样品中的代谢物，对气相色谱

升温程序做了具体的优化选择，起始温度过高不利

于代谢物的检测，因此本试验中色谱条件的起始温

度定为 50 ℃，采取程序升温法。程序开始时柱温较

低，低沸点物质得到分离，中等沸点物质缓慢移动，

随着柱温升高，低沸点和高沸点物质得到分离，最

后升温至 280 ℃，几乎所有物质都已经被气化分离。

本文对金龟子绿僵菌菌液的前处理技术及气

相色谱−质谱联用分析方法进行研究，对前处理过

程中的淬灭、提取和衍生时间进行了优化。所建方

法对微生物主要代谢物如糖、氨基酸、醇、有机酸、

烷烃、酯等均可检出。此方法简单、方便、高效，且

稳定性好，重复性良好，该方法的建立有助于开展

更深入的代谢机制相关研究，并可为农、林领域开

展病原微生物代谢组相关研究提供参考。
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