
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2023, 63(8): 3009–3025  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20220926  

 Review 综  述 
 

                           

资助项目：国家自然科学基金(32070129)；西安市科技计划(22NYF036)；陕西科技大学博士科研启动基金(2016GBJ-11)；
陕西省科技厅重点研发计划(2021NY-164)；陕西省高校科协青年人才托举计划(20210213) 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (32070129), the Xi’an Science and Technology 
Project (22NYF036), the Doctoral Research Initiation Fund Project of Shaanxi University of Science & Technology 
(2016GBJ-11), the Key Research Project of Shaanxi Provincial Science and Technology Department (2021NY-164), and the 
Young Talent Fund of University Association for Science and Technology in Shaanxi (20210213). 
*Corresponding authors. LIU Huan, Tel/Fax: +86-29-86168589, E-mail: liuhuan@sust.edu.cn;  

WANG Yongbo, E-mail: ybwang@sust.edu.cn 
Received: 2022-12-17; Accepted: 2023-03-08; Published online: 2023-03-15 

功能代谢组学技术在微生物研究中的应用 

赵燕妮 1,2，余瑞 1，刘欢 1,2*，王永波 1* 

1 陕西科技大学食品与生物工程学院，陕西 西安 710021 
2 陕西农产品加工技术研究院，陕西 西安 710021 
 

赵燕妮, 余瑞, 刘欢, 王永波. 功能代谢组学技术在微生物研究中的应用[J]. 微生物学报, 2023, 63(8): 3009-3025. 
ZHAO Yanni, YU Rui, LIU Huan, WANG Yongbo. Application of functional metabolomics in microbiological studies[J]. Acta 
Microbiologica Sinica, 2023, 63(8): 3009-3025. 

摘   要：功能代谢组学是以代谢组学技术发现关键代谢物为基础，结合体内体外实验和分子生物

学等技术手段，研究差异代谢物及相关蛋白、酶和基因的功能，从而揭示生物体内在的分子调控

机制。功能代谢组学技术具有精准识别关键调控代谢物及其相关基因或酶的特性，近年来在微生

物相关疾病的防控和工业化生产等方面受到了广泛的关注。本文介绍了功能代谢组学技术的分析

流程、相关研究方法与平台及其在微生物研究方面的应用，其中重点阐述了真核、原核以及病毒

微生物的代谢特性、调控靶点及相关防控策略等。最后，提出功能代谢组学研究在未来面临的问

题与挑战，为后续功能代谢组学的研究与发展提供新的思路。 
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Abstract: Functional metabolomics studies the functions of differential metabolites and related 
proteins, enzymes, and genes by metabolomics tools, in vitro and in vivo experiments, and 
molecular techniques based on the discovery of key metabolites, so as to reveal the molecular 
regulation mechanism in organisms. Being capable of accurately identifying the key regulatory 
metabolites and the related genes or enzymes, functional metabolomics has received extensive 
attention in the prevention and control of microorganism-induced diseases and the industrial 
production. This article introduces the research process, methods, and platforms of functional 
metabolomics and the application of this technology in microbial research, with focus on the 
metabolic characteristics, regulatory targets, and related prevention and control strategies of 
eukaryotes, prokaryotes, and viruses. Finally, we put forward the problems and challenges in 
the research of functional metabolomics, aiming to provide new ideas for the follow-up study 
and the development of functional metabolomics. 
Keywords: functional metabolomics; microorganisms; metabolic mechanism 
 
 

代谢物是分子量小于 1 500 Da 的小分子化

合物，是细胞代谢活动的最终执行者，具有分子

数目巨大的特点。然而，目前大部分代谢物的功

能尚未明确。代谢组学定义了来自外部刺激后，

生物体内源性小分子代谢物相互作用的综合特

征[1]。近年来，随着代谢组学技术的发展，其在

食品、医学、动植物和微生物等多个领域得到广

泛应用。然而，目前代谢组学技术仅局限于筛选

样品间的差异，并依赖文献的查阅对关键差异代

谢物进行功能解释，从而阐明代谢物变化的内在

机制。功能代谢组学作为代谢组学的延伸，首先

通过代谢组学技术筛选差异代谢物及关键代谢

通路，继而结合体内外实验及分子生物学手段从

蛋白、酶、基因等多层面对代谢物变化的内在机

制进行深入研究，该方法对明确小分子代谢物的

功能具有重要的意义。 
微生物是一类与人类密切相关的生物群体，

根据其进化水平和性状的不同可分为原核微生

物、真核微生物和非细胞微生物，其中原核微生

物主要包括细菌、衣原体、支原体、立克次氏体

等，有无核膜、细胞器不完善等特点；真核微生

物包括真菌、显微藻类和原生动物等，有以核膜

为界的细胞核且细胞核分化程度高、细胞器完

整等特点；非细胞微生物是一类无细胞结构存

在的生命体，主要包括真病毒和亚病毒。传统

的代谢组学在微生物方面的研究主要应用于微

生物的分类鉴定及突变体的筛选[2-3]、微生物发

酵工程监测[4-6]、相关疾病诊断[7-8]及环境污染的

修复[9-11]等，但目前的研究仅限于发现差异代谢

物并结合已发表的文献阐述可能的代谢机制。随
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着人们对微生物代谢组学越来越多的关注，深入

明确相关代谢物的功能与作用机制迫在眉睫，功

能代谢组学的出现，可通过结合多种技术，进一

步明确差异代谢物及相关代谢途径的基因或酶

的功能。 
目前功能代谢组学技术在微生物方面的研

究主要集中于疾病的预防与预后、环境修复以及

工业生产等方面。本文介绍了功能代谢组学常见

的研究策略及方法，重点综述了功能代谢组学在

微生物研究中的应用及最新进展。 

1  代谢组学概述 
代谢组学是继基因组学、转录组学之后出现

的新兴组学技术，主要通过研究机体受外部扰动

后其小分子代谢物的变化，并结合多种数据分析

方法，明确机体潜在的代谢机制[12]。根据研究

目的的不同，代谢组学的研究方法可以分为靶向

代谢组学、非靶向代谢组学和拟靶向代谢组学。

其中，靶向代谢组学用于研究预先指定的某一个

或某几个代谢物的变化规律，有重复性好、灵敏

度高和数据处理方法简单等特点。Schelli 等[13]

首次通过高效液相色谱-二维质谱联用技术的靶

向 代 谢 组 学 技 术 检 测 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus)对甲氧西林的耐药性，通

过比较靶向代谢谱和代谢物及其代谢途径等指

标区分对金黄色葡萄球菌敏感型菌株和耐药型

的同基因菌株。但该方法存在检测化合物覆盖度

小、依赖标准品和预处理条件复杂等不足[14]；

与靶向代谢组学相比，非靶向代谢组学可对样

本的所有代谢物进行识别，具有数据采集过程

简单、代谢物覆盖度高等优点。目前，非靶向

代谢组学在微生物代谢途径研究中被广泛应

用。Kao 等[15]对幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)
糖基转移酶 Jhp0196 的相关代谢途径进行代谢

组 学 研 究 发 现 ， 突 变 株 中 磷 脂 酰 乙 醇 胺

(phosphatidylethanolamine, PE)的水平显著低于

野生株，该结果表明与野生株相比，突变株中

PE 的合成途径减弱，而 PE 合成途径可进一步调

控幽门螺旋杆菌鞭毛的形成，影响菌株的毒力。

然而，非靶向代谢组学存在低浓度代谢物定量 
不够准确和数据处理过程较为复杂的问题[16-17]；

拟靶向代谢组学作为新一代代谢组学分析方法，

采用靶标分析的扫描方式对样品进行非靶标数

据的采集，具有线性范围宽、不受限于标样和数

据预处理简单等优势[18]。拟靶向代谢组学的出

现，弥补了靶向和非靶向分析方法的不足，目前

被广泛用于植物、疾病和微生物等研究中。 
最新数据显示，代谢组学相关的年发文量显

著增加，国人发文量也呈逐年升高的趋势(图 1)，
其中与微生物相关的代谢组学研究也已成为目

前研究的热点内容，主要包括病原微生物相关疾

病防控与机制研究和工业生产等方面。 

2  功能代谢组学概述 
目前大部分代谢组学旨在采用大量的统计

学分析技术对海量的数据进行分析，进而发现关

键调控的差异代谢物，但有关代谢物的生物学解

释仍依赖于文献，对代谢物的功能并未深入的研

究。功能代谢组学作为代谢组学的延伸，其在代

谢组学研究结果的基础上，综合运用分子生物

学、细胞学和免疫学等方法对代谢物相关通路以

及有关酶、基因等进行功能验证，进而明确代谢

物相关功能及其潜在的机制，这对小分子代谢物

的功能研究具有重要意义[19]。  
目前，功能代谢组学在微生物有关疾病的

预防与防控以及工业生产等方面被广泛应用。

壳聚糖作为一种生物材料，对病原微生物有良

好的抑菌效果，研究者运用功能代谢组学技术

发现壳聚糖可通过调控氨基酸、糖类物质和相

关酶等物质降低真菌感染植株的发病率[20-21]； 
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图 1  2016 年以来代谢组学发文量(截至 2022 年 11 月，来自 Medreading) 
Figure 1  The number of metabolomics publications since 2016 (as of November 2022, Medreading). 
 
 
 

弧菌(Vibrio)是一类广泛分布在海水和河口的海

洋性致病性弧菌，会引起海洋动物和人类疾病，

研究人员通过代谢组学手段在弧菌处理的罗非

鱼和斑马鱼代谢物中筛选出多种显著差异代谢

物(如色氨酸、葡萄糖、酪氨酸、缬氨酸和苯丙

氨酸等)，并通过外源添加差异代谢物提高鱼体

的存活率，从而证明差异代谢物是弧菌代谢的

关键物质，这为弧菌相关疾病的防治提供新型

的药物靶点[22-24]；另外功能代谢组学技术在各

类病毒引起的疾病防治也被广泛应用，如人类

轮状病毒等[25-26]。 
本综述主要介绍功能代谢组学所采用的技

术平台及最新研究进展，并重点介绍功能代谢组

学在微生物疾病预防与治疗中的应用。最后，展

望了功能代谢组学在未来可能的发展方向以及

存在的挑战。 

3  功能代谢组学研究技术及平台 
功能代谢组学的研究流程如图 2 所示，其中

功能代谢组学研究流程主要包括样品制备、数据

收集、数据处理、差异物及代谢通路分析、生物

学解释和功能验证等步骤。相关研究技术平台如

图 3 所示，首先采用代谢组学技术[如核磁(nuclear 
magnetic resonance, NMR) 、 质 谱 (mass 
spectrometry, MS)等]结合统计学分析算法，筛选

关键生物标志物，并采用代谢网络分析获取关键

调控基因和蛋白，进一步应用分子生物学(如基

因敲除、蛋白质印迹等)、免疫学和细胞学(如体

内外实验、酶联免疫等)等平台对关键生物标志

物及相关基因或蛋白进行功能验证，从而明确代

谢物的功能并阐明微生物的作用机制。下面根据

功能代谢组学分析流程依次介绍相关研究技术

平台及最新研究进展。 

3.1  样品采集及前处理 
样品采集是代谢组学研究的第一步，合适的

样品采集方法是获得准确研究结果的必要前提。

微生物样本最大的特点是多样性，不同的菌株其

生长条件、营养需求和生理学特征都不尽相同。

因此，有关微生物代谢组学样品的制备目前尚无

通用的方法。 
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图 2  功能代谢组学研究流程[27] 
Figure 2  Functional metabolomics research process[27]. 

 
当微生物脱离原有的培养环境时，细胞的代

谢会迅速发生改变，因此需要立即淬灭，停止一

切代谢活动。目前，微生物代谢组学研究中常用

的淬灭方法有液氮淬灭和有机溶剂淬灭。其中，

冷甲醇溶液是微生物研究中常用的有机淬灭溶

剂，但使用冷甲醇会导致细胞内代谢物的外泄，

这使得仅研究胞内代谢物难度增加。但有研究发

现，在冷甲醇溶液中加入缓冲液可减少胞内代谢

物的泄露，例如碳酸铵、磷酸盐缓冲液和甘氨酸

溶液等。Faijes 等[29]研究了冷甲醇与不同缓冲盐

溶液对植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)的淬

灭程度，结果发现，加入缓冲盐溶液[4-羟乙基

哌 嗪 乙 磺 酸 (4-hydroxyethylpiperazine 
ethanasulfonic acid, HEPES)、碳酸铵]的淬灭过程

降低了菌体细胞的溶解度，其中加入碳酸铵的菌

体细胞溶解度更低，同时有研究发现，含有碳酸

铵的淬灭溶剂在样品处理中可避免渗透休克，从

而减少后续对质谱分析的干扰。Li 等 [30]使用

HCl、H3PO4 和高氯酸(perchloric acid, PCA) 3 种

有机酸淬灭剂作用于地衣芽孢杆菌 (Bacillus 
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licheniformus)的胞内代谢物，通过能量电荷、

ATP 泄漏量等指标评估更适用于地衣芽孢杆菌

的淬灭剂；结果表明，PCA 是最适合地衣芽孢

杆菌的淬灭剂，但酸度较低的淬灭剂会导致某些

代谢物的降解。Villas-Boas 等[31]报道了一种新

的、稳定的微生物淬灭方法，运用冷甘油-盐溶

液作为淬灭剂，这可预防细胞内代谢物的显著

泄漏，更准确地测量微生物细胞内代谢物的浓

度，但菌体离心后甘油的残留会导致后续衍生

化的不完全，且大多数甘油含有有机杂质，这

些杂质也是潜在的微生物代谢物。因此。即使

目前有多种淬灭方法，但各有缺陷，因此无标

准化的方法。 
样品的前处理是将收集的样品处理成可供

仪器分析的样品。适宜的提取溶剂、提取时间和

处理温度等条件是重要的影响代谢物提取效率

的参考指标。常用的极性提取溶剂主要包括水、

甲醇和乙醇等，非极性溶剂主要包括氯仿和甲基

叔丁基醚等。Li 等[30]比较了 4 种不同提取溶剂

[纯甲醇、乙醇/水(75:25，体积比)、甲醇/水(50:50，
体积比)和氯仿/甲醇/水(50:25:25，体积比)]对产

γ-谷氨酸的地衣芽孢杆菌代谢物的提取效率，结

果表明冷氯仿/甲醇/水(50:25:25，体积比)可以有

效抑制酶活，提取代谢物的覆盖度更广。Zhao
等[32]采用 80%甲醇/水(体积比)提取溶藻弧菌代

谢物中的极性物质进行代谢组分析，另外通过加

入 甲 基 叔 丁 基 醚 (methyl tertiary-butyl ether, 
MTBE)溶剂使样品分为两层(其中上层是脂溶性

代谢物，下层主要是水溶性代谢物)，并取上层

进行冷冻干燥进行后续的脂质组分析。 
由于后续检测样品技术的不同，需要对提取

的样品进行富集或衍生化处理，使其转化为可供

仪器分析的样品，这可以提高代谢物的浓度和低

丰度代谢物的检测灵敏度。对于气相色谱质谱联

用(gas chromatograph-mass spectrometer, GC-MS)
分析平台，主要通过衍生化提高极性代谢的挥发 

 

 
 

图 3  功能代谢组学研究技术与平台[28] 
Figure 3  Functional metabolomics research technology and platform[28]. 
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性，扩大代谢物的覆盖度，硅烷化是 GC-MS 常用

的衍生化方法。根据衍生化过程的不同，衍生化方

法可以分为一步法和两步法。一步法采用 N,O-双
( 三 甲 基 硅 烷 基 ) 三 氟 乙 酰 胺 [N,O-bis- 
(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide, BSTFA]衍生试

剂，但直接硅烷化反应温度较高，易产生异构体，

使得分离难度增加，因此目前多采用两步法进行代

谢物的衍生化，即先对醛基和酮基进行肟化，再使

用 N- 甲基 -N-( 三甲 基 硅烷基 ) 三 氟乙酰胺

(N-methyl-trimethylsilyl-trifluoroacetamide, MSTFA)进
行硅烷化，这种衍生化方法可以降低代谢物极

性、减少异构体的产生，有利于 GC 的分离[33-34]。

基于液相色谱质谱联用 (liquid chromatograph- 
mass spectrometer, LC-MS)的衍生化，则需针对

特定基团应用不同试剂[35]。其中，氨基酸类衍

生化试剂主要有酰氯类、琥珀酰亚胺类和含卤化

合物等。Lkhagva 等[36]比较了 5 种不同的氨基酸

类衍生化试剂，发现均能显著提高代谢物质谱的

响应，但酰氯类是较为通用的衍生化试剂。有关

巯基的衍生化试剂主要是 N-乙基马来酰亚胺，

其原理是通过衍生化反应将易被氧化的巯基转

化为较为稳定的碳-硫键。Russo 等[37]比较了 N-
乙基马来酰亚胺 (N-ethylmaleimide, NEM) 和
(R)-(+)-N-(1- 苯 基 乙 基 ) 马 来 酰 亚 胺

[(R)-(+)-N-(1-phenylethyl)maleimide, NPEM] 2
种衍生化试剂对巯基的衍生化程度，与 NPEM
相比，NEM 作为巯基物质的衍生试剂更稳定、

反应条件温和且副反应最少。 

3.2  样品分析和数据采集 
目前微生物代谢组学常用的分析平台为核

磁 (nuclear magnetic resonance, NMR) 和质谱

(mass spectrometer, MS)。作为最早应用于代谢组

学的技术，NMR 最大的特点是可进行无偏向性

的检测，且样品预处理简单、分析时间短，而且

可以检测一些脂蛋白或金属离子等，但 NMR 所

需样品较多，且灵敏度较低，不能完成对于低丰

度代谢物的检测[38-39]。与 NMR 相比，MS 具有

灵敏度和分辨率高等特点，能实现对多种代谢

物同步快速的分离与鉴定。为了降低样本基质

的干扰，通常将质谱与气相色谱(GC)、液相色

谱(LC)和毛细管电泳(capillary electrophoresis, 
CE)联用。 

气相色谱 -质谱 (gas chromatography-mass 

spectrometry, GC-MS)结合了气相的分离能力和

质谱的鉴定能力，适合挥发性和半挥发性有机化

合物的分析。对于不易挥发的极性小分子物质，

则需要进一步衍生化处理，提高代谢物的挥发 

性[40-41]。相较于其他技术，GC-MS 的价格相对

低廉、灵敏度高、操作容易且稳定性好，大量标

样的质谱库(如 NIST、Replib、Wiley、Fiehn 等)

的存在也使得化合物的定性更加方便。GC-MS

的缺陷在于样品衍生化操作复杂且耗时，不适合

高沸点和分子量较大的代谢物分析。液相色谱-

质谱 (liquid chromatography-mass spectrometry, 

LC-MS)结合了液相色谱高效的分离能力和质谱

的高灵敏度、高分辨率的优点，是目前应用最广

泛的色谱-质谱联用技术。与 GC-MS 相比，它适

用于分子量大和高沸点的代谢物，且不受样品热

稳定性的限制，因此其适用范围更广[28,42]。同时，

可根据不同的研究目的改变色谱柱的填料类型、

流动相种类以及质谱扫描模式，建立不同的分析

方法[43]。然而，由于 LC 可以与多种质谱检测器

相连接，使用不同的离子化方式及碰撞模式，不

同质谱采集出的二级质谱图并不是完全一致的，

使得其定性比较困难。毛细管电泳质谱联用

(CE-MS)技术有高效快速、样品预处理简单及无

需衍生化等特点，适合分析极性带电化合物，尤

其适合测定与能量相关的代谢物，但 CE-MS 有

灵敏度低及化合物定性困难等缺陷[44]。 
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3.3  数据处理与生物信息学分析 
对仪器采集的海量代谢组数据进行处理和

深入挖掘是代谢组学分析的关键步骤，主要包括

数据预处理和统计学分析。其中数据预处理方法

包括降噪、基线校正、色谱峰识别、去卷积、峰

匹配、归一化和缺失值补充等，最终得到包含保

留时间、质荷比和峰面积的原始峰表，目前常用

的数据预处理软件主要包括 MetaboAnalyst、
XCMS、MZMine、MetAlign 等。 

数据预处理后即可进行统计学分析，主要包

括多变量分析和单变量分析。多变量分析是通过

降低维度来简化数据的复杂程度，并通过相关软

件进行结果可视化，主要包括无监督模式识别和

有监督模式识别。无监督模式识别主要包括主成

分分析(principal components analysis, PCA)、分

层聚类分析(hierarchical cluster analysis, HCA)
等；有监督方法主要包括偏最小二乘-判别分析

(partial least squares-discrimination analysis, 
PLS-DA)、正交偏最小二乘-判别分析(orthogonal 
signal correction partial least squares-discriminant 
analysis, OPLS-DA)、随机森林分析(randomorests, 
RF)和支持向量机(support vector machine, SVM)
等。其中 PCA 和 PLS 系列是代谢组学数据处理

中最常用的分析方法，PCA 主要通过质量控制

样本(QC)在 PCA 图中分布情况对数据进行初步

考察，而 PLS 系列是通过对已经分类的数据进

行改善，以达到更好的分类，使结果更加直观，

更具有说服性[45]。单变量分析方法常被用于筛

选差异代谢物，包括 t-检验和非参数检验等，其

中 t-检验适用于符合正态分布的数据，不符合正

态分布的数据则使用非参数检验。 
生物信息的挖掘与解释是代谢组学分析的

重要环节，通常采用单变量分析结合变量重要因

子(VIP 值)或 S-plot 对已定性的化合物中显著变

化的差异化合物进行筛选，确定关键的生物标志

物，同时结合代谢组学数据库对生物标志物涉及

的代谢途径进行分析，并结合研究目的对标志物

进行可能功能的推测。目前在代谢组学领域被广

泛应用的生物信息学分析的数据库有 KEGG、

BioCyc、NIST、MMCD 和 GMD 等[46-47]。 

3.4  差异代谢物功能验证  
代谢物分子功能的研究是代谢组学近年研

究的热点内容。为了明确差异代谢物潜在的功能

及机制，目前主要有两种策略：一是通过数据分

析以及查阅相关文献，了解代谢物可能的功能，

并结合体内外实验进行代谢物功能的验证；二是

通过数据库分析差异物的代谢通路，研究其上下

游的酶、基因和蛋白等，并通过敲除或过表达等

手段验证其功能，目前用于关键代谢物功能验证

的技术主要有 Western blotting、实时荧光定量

PCR (quantitative real-time polymerase chain 
reaction, qRT-PCR)和流式细胞技术等，下面将从

蛋白质和基因两方面进行功能验证有关技术方

法的简述。 
3.4.1  蛋白质功能验证 

蛋白质是生命物质的基础，是构成细胞的基

本有机物，是生命活动的主要承担者，明确蛋白

质的功能是进一步阐明代谢组学潜在机制的重

要环节。目前明确蛋白质功能的手段主要有现有

数据库的查询、免疫印迹、免疫沉淀、蛋白质微

列阵和蛋白质图谱的功能验证等。 
目前，常用的蛋白质数据库有 UniProt 数据

库、Swiss-Prote 数据库、TrEMBL 数据库和

PIR-PSD 数据库等，其中 UniProt 数据库被认为

是收录最广泛和注释信息最全面的蛋白质数据

库，Swiss-Prote 数据库中的数据是目前最准确、

冗余性最低的蛋白质数据库；免疫印迹又称蛋白

质印迹(Western blotting, WB)，是目前用于蛋白

质分析的常规技术之一，该方法结合了凝胶电泳

的高分辨力和固相免疫测定的高特异性和敏感
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性，具有操作快捷简单、应用广泛等优点；免疫

沉淀(immunoprecipitation, IP)是研究蛋白与蛋白

之间相互作用的技术，主要通过以蛋白为抗原，

利用抗体与抗原之间特异性结合的特征，从而明

确其功能。蛋白质微阵列技术是将大量的蛋白质

或配基按预先设定好的序列排布在特殊处理的

固体载体表面，形成蛋白质点阵，根据实验目的，

将待测蛋白质与微列阵进行孵育反应，然后用激

光共聚焦显微镜等扫描仪获取数据图像或用质

谱技术将蛋白离子化，最后通过软件对结果进行

分析，但该技术需要多种技术与学科的密切配

合，所用芯片大多需要进口，因此目前还需加大

投入；蛋白质图谱验证其功能则是结合质谱技术

获取待测蛋白质的图谱并进行质谱鉴定，后续结

合相关软件进一步明确蛋白的功能。张周刚等[48]

结合酶联免疫分析(enzyme linked immunosorbent 
assay, ELISA)和蛋白质印迹(Western blot)技术发

现弧菌外膜蛋白 BamA 具有弧菌属保守性，同

时也可诱导弧菌产生特异性抗体。 
3.4.2  基因功能验证 

基因可直接影响微生物代谢物的变化，从而

决定机体表型的特异性，目前基因功能的研究方

法主要有基因敲除、基因诱捕、生物芯片技术、

基因过表达技术和 RNAi 干扰等。其中，基因敲

除主要是通过 DNA 同源重组技术将外源目标基

因整合到特定的位置，最终改变机体形状的表

达，从而明确其基因的功能；基因诱捕主要通过

插入能够终止内源基因表达的 DNA，从而使内

源基因突变，即可进一步研究外源基因的功能；

基因过表达技术是目前技术最成熟且应用最广

泛的技术之一，具有操作简便和省时省力等优

点，主要是将所有目的基因导入特定的细胞，从

而根据细胞的相应变化明确基因的功能；生物芯

片技术结合了 DNA 杂交探针技术和半导体工业

技术，将分析过程集成于芯片表面，从而实现对

DNA、RNA、多肽、蛋白质以及其他生物成分

的高通量快速检测；RNAi 干扰技术可以特异性

剔除或关闭特定基因的表达，是一种可以替代基

因敲除的遗传工具，有简单高效等优点。 
目前，功能基因缺失株的构建及其生物学特

性的研究是明确微生物相关基因功能的有效手

段。南楠等[49]构建鲍曼不动杆菌(Acinetobacter 

baumannii)中铁载体相关基因(bauA、basD)的缺

失株，通过测定缺失株的生长曲线、运动性和毒

力等相关指标发现，bauA 与 basD 基因的缺失可

通过影响鲍曼不动杆菌获取铁的能力和生物被

膜的形成能力等途径影响菌体的生长。Liu 等[50]

构建溶藻弧菌(Vibrio algaelyticus)突变株 Δhfq 和

回补株 hfq＋，并用 PCR 和测序技术验证其稳定

性，同时通过 Western blot 和 qRT-PCR 等技术发

现 hfq缺失株中胞外蛋白酶的含量显著低于野生

株和回补株，推测这 hfq 的缺失促进了群体感应

系统中的关键调节因子 LuxR 的表达，从而激活

了碱性丝氨酸蛋白酶(Asp)的表达。Peng 等[51]构

建了溶藻弧菌 VcrV 基因缺失株，并通过 PCR 手

段验证其遗传稳定性，发现缺失株遗传稳定。通

过测定缺失株的生物学特性发现，VcrV 基因会

使菌体的运动性强，同时活性氧(active oxygen 
species, ROS)含量显著减少。此外，Liu 等[52]构

建了溶藻弧菌突变株 Δqrr 和回补株 qrr＋，发现

sRNA 分子 Qrr 的缺失会导致菌体蛋白酶 Asp 的

产量显著提高，且 Asp 的 Western blotting 结果

与 HPA (天蓝色皮粉)定量测定结果相吻合，推测

sRNA 分子 Qrr 可通过抑制 LuxR 的表达，进而

抑制 Asp 的产生。 

4  功能代谢组学在微生物研究

中的应用 
微生物在人类生活中扮演着重要的角色，
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对人类的影响既有有利的一面，也有不利的一

面。其中有利方面主要包括利用微生物发酵生

产 [53-55]、修复地下水污染 [10-11,56]以及研究新型

微生物燃料电池 [8,57-58]等；不利方面主要体现

在微生物可导致食品腐败和病原菌的感染与

传播 [59-61]，另外部分微生物也会对农业生产有

很大的威胁[62-63]。 
功能代谢组学作为一个新兴领域，目前在微

生物方面的研究内容主要涉及病原菌相关疾病

的防控及代谢机制的研究等方面。 

4.1  功能代谢组学在真核微生物研究中的

应用 
致病疫霉是一种寄生真菌，感染致病疫霉的

植株主要表现为：初期形成不规则黄褐色斑点，

后期病斑迅速扩大，出现白色霉状物，并在其背

面形成霉轮[64-65]。Matern 等[66]采用代谢组学技

术研究了由致病疫霉处理的拟南芥(Arabidopsis)
突变体 PEN-3，结果表明，与健康拟南芥植株相

比，病原菌处理的拟南芥突变体中 4-甲氧基吲

哚 -3- 基 甲 醇 (4-methoxyindole-3-ylmethanol, 
4MeOI3M)含量较低，作者进一步运用单细胞转

运实验和竞争实验验证发现 4MeOI3M是转运蛋

白 PEN-3 的底物，同时 PEN-3 对 4MeOI3M 有

高度特异性。通过外源添加 4MeOI3M 发现，突

变株 PEN-3 幼苗叶片中鞭毛蛋白 flg22 诱导的胼

胝质沉积的损失被部分逆转。综上表明，吲哚化

合物 4MeOI3M 是 PEN-3 蛋白转运的必需底物，

同时，转运蛋白 PEN-3 可作为治疗致病疫霉的

关键靶点，该研究为霉菌相关疾病的防控提供了

新思路。 
尖孢镰刀菌(Fusarium oxyspora)是农作物中

广泛存在的霉菌毒素，会给农业造成巨大的经济

损失，影响人类健康[67]。壳聚糖是甲壳素脱乙

酰的产物，研究发现其对真菌、细菌和病毒具有

抗菌活性[68-69]，但其对真菌疾病的抑菌机制尚不

清楚。为了明确壳聚糖对尖孢镰刀菌的抑菌机

制，Narula 等 [70]以易萎蔫 JG-62 和抗萎蔫

WR-315 鹰嘴豆幼苗为研究对象，用镰刀菌孢子

液进行处理，以未处理的 JG-62 和 WR-315 为对

照组，并对样品进行蛋白质组学和代谢组学分

析。形态学结果表明，壳聚糖处理的染菌幼苗早

期气孔关闭，蒸腾速度降低；电子显微镜和广谱

结果表示，由细胞外基质的增强导致低聚糖相关

次生代谢物增加；蛋白质组学和代谢组学结果明

确了由壳聚糖引起的免疫应答蛋白和免疫应答

代谢物，如受体激酶、脂肪醇、糖和氨基酸等显

著上调，且鉴定出的免疫应答蛋白和免疫应答代

谢物与活性氧的产生、气孔运动、根结构发育以

及导致镰刀菌抗性的低聚糖信号有关。同时也有

研究发现，壳聚糖通过抑制甘薯长喙壳菌菌丝的

生长和孢子的萌发，破坏菌体细胞壁和细胞膜，

从而导致细菌细胞坏死，有效控制菌体对甘薯的

侵染[20]。坏损外担菌是一种可引起植物幼叶、

幼茎肿大的植物病原真菌，会引起茶叶患水泡枯

萎病。Chandra 等[21]前期发现用壳聚糖溶液对山

茶进行浇灌，可显著降低由坏损外担菌导致的水

泡枯萎病的发病率。同时，通过高效液相色谱

(high performance liquid chromatography, HPLC)
代谢组学技术分析壳聚糖处理的叶片的总酚提

取物，结果显示，与未处理的对照组相比，壳聚

糖处理的叶片中没食子酸(galic acid, GA)、表儿

茶酸(epicatechuic acid, EC)、表没食子儿茶素没

食子酸酯(epigallocatechin gallate, EGCG)、表儿

茶素没食子酸酯(epicatechin gallate, ECG)等酚

类化合物和黄酮类化合物丰度显著增加。此外，

体内实验研究发现处理组中防御酶，如过氧化物

酶(PO)、多酚氧化酶(PPO)、苯丙氨酸解氨酶

(PAL)和总酚含量显著上调，这与 RT-PCR 结果

相一致。综上所述，坏损外担菌感染的植株可通

过壳聚糖处理增强其对病原菌的先天免疫。 
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蜜环菌是世界范围内的植物真菌病原体，感

染蜜环菌的树木症状为根部腐烂，叶片发黄萎蔫

等症状，但前期无症状，因此难以发现[71]。此

外，现有的防治蜜环菌的方法(如溴甲烷、二硫

化碳和多菌灵等)对环境有不良的影响且价格昂

贵，因此明确菌体与早期植株的相互作用是至关

重要的。Wong 等[72]采用 GC-MS 非靶向代谢组

学分析方法研究蜜环菌处理的巨桉幼苗，结果发

现经蜜环菌液处理的巨桉幼苗代谢物中，苏糖

醇、海藻糖和甘露醇显著富集，通过对蜜环菌处

理的巨桉幼苗进行定量检测发现苏糖醇含量升

高。为了评估苏糖醇对菌体定殖的影响，作者外

源加入不同浓度的苏糖醇，发现即使极低含量的

苏糖醇，也会引起植株根部病变，且具有普遍性，

同时也会导致根细胞激素变化。综上表明苏糖醇

是蜜环菌感染巨桉树前期的重要标志物，为明确

蜜环菌疾病发展早期机理提供新的方向。 

4.2  功能代谢组学在原核微生物中的应用 
功能代谢组学在原核微生物中的应用主要

涉及杆菌、球菌以及弧菌等。基于果胶酶的酶解

反应为农业和工业做出了巨大的贡献，因此明确

果胶酶代谢机制可促进果胶的高产。果胶酶来源

主要有植物和微生物，其中微生物以地衣芽孢杆

菌发酵为主要来源，且具有价格低廉等优点。

Guan 等[73]通过 GC-MS 技术研究具有不同果胶

酶活性的地衣芽孢杆菌 DY1 和 DY2 的代谢组，

研究发现与 DY1 相比，DY2 的 TCA 循环和脂

肪酸的合成都增加，且与 TCA 循环相关的关键

酶的活性都显著升高。为了验证这一结论，作者

向 DY2 培养基中加入抑制剂丙酮酸、糠醛和三

氯生，使其分别作用于丙酮酸脱氢酶(PHD)、琥

珀酸脱氢酶(SDH)和脂肪酸生物合成途径，发现

由 DY1 和 DY2 产生的果胶酶 P-DY 的活性都有

不同程度的提高。结果表明，地衣芽孢杆菌可通

过促进丙酮酸代谢、TCA 循环和脂肪酸生物合

成途径，显著增强果胶酶活性，从而促进农业和

工业的发展。海豚链球菌(Streptococcus dolphins)
是一种广泛存在于海洋中的 G+细菌，会导致罗

非鱼大量感染甚至死亡，严重威胁了水产养殖业

的发展。Ma 等[22]通过 GC-MS 代谢组学技术对

感染海豚链球菌的罗非鱼的肝脏进行代谢物分

析，研究发现存活的罗非鱼中 L-亮氨酸含量比

死亡罗非鱼多，说明 L-亮氨酸可能是提高染菌

罗非鱼存活率的标志物。为了验证这一结果，作

者通过对染菌罗非鱼进行注射和口服 L-亮氨酸，

结果表明，相比于对照组，实验组染菌罗非鱼存

活率上升，这也说明 L-亮氨酸能够提高染菌罗

非鱼的存活率。此外，研究者也在其他菌体(如
迟缓爱德华氏菌、溶藻弧菌等)感染鱼体的代谢

组学研究中，亦发现了如色氨酸、葡萄糖、苯丙

氨酸等生物标志物，通过外源添加这些标志物也

可达到提高染菌鱼体存活率的目的[23,74-75]。 
溶藻弧菌是广泛存在于河口与海洋中的耐

盐革兰氏阴性细菌，人类若食用菌体感染的水产

品会导致恶心、呕吐等，严重时会导致休克甚至

死亡。鱼体感染菌体会出现腮部肿胀、充血等症

状。溶藻弧菌作为重要的水产病原菌，其致病机

制尚不清楚。Gong 等[76]对斑马鱼进行溶藻弧菌

注射并观察其死亡率，并对死亡的斑马鱼进行代

谢组学分析。结果发现与未感染溶藻弧菌的斑马

鱼相比，死亡组的色氨酸丰度降低，存活组色氨

酸浓度升高，因此判断色氨酸是对照组与实验组

的差异生物标志物。为了验证这一结论，作者通

过体外注射外源性色氨酸至斑马鱼体内，发现色

氨酸的注入可提高染菌斑马鱼的存活率，推测色

氨酸可参与糖酵解和柠檬酸循环从而促进 ATP
的产生，增加 NADPH 的氧化，从而增强鱼体抗

氧化能力，降低感染溶藻弧菌斑马鱼的死亡率。

另一方面，作者发现通过腹膜注射 TCA 循环抑

制剂溴丙酮酸盐、糠醛和丙二酸盐，可降低感染
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溶藻弧菌的斑马鱼的存活率，这也间接证明了色

氨酸是溶藻弧菌的关键性代谢物。同时，也有其

他研究发现不同外源性代谢物对于感染菌体的

斑马鱼存活率有一定的提高[24,77]。 
益生菌是一类对人类健康有益的活体微生

物，有平衡人体肠道菌群、改善腹泻和调节机体

紊乱等优点。全氟丁烷磺酸 (perfluorobutane 
sulfonic acid, PFBS)是替代全氟辛烷磺酸的化合

物，主要用于工业生产，目前由全氟丁烷磺酸引

起的环境污染越来越严重，同时地表水的污染导

致水产品的全氟丁烷磺酸含量严重超标。目前有

研究发现益生菌对PFBS引起的代谢紊乱有调节

作用，但其作用机制尚不清楚。因此，Hu 等[78]

将成年斑马鱼分别暴露在 PFBS、益生菌或 PFBS
和益生菌组合中 40 d，同时用加有鼠李糖益生菌

的饲料进行喂养，并对其肠道和肝脏进行非靶向

代谢组学分析。研究发现，与单独添加益生菌或

PFBS 和益生菌组合组相比，单独添加 PFBS 显

著降低斑马鱼的脂肪含量，而添加益生菌对脂肪

酸的降低有一定的缓解作用，可同时促进斑马鱼

肠道黏液的分泌，增强了肠道上皮的保护。宏基

因组学结果表明单独使用 PFBS 诱导肠道微生

物失调，这与益生菌为拮抗作用，另外，益生菌

的添加可以预防 PFBS 引起的铁中毒。因此，补

充益生菌可显著改善由 PFBS 引起的机体代谢

紊乱，这为益生菌在水产养殖和生态保护方面的

应用提供了新思路。 

4.3  功能代谢组学在病毒中的应用 
人类轮状病毒(human rotavirus, HRV)是引

起儿童腹泻的主要原因，且在发展中国家尤其显

著[79]。色氨酸(TRP)是人体必需氨基酸之一，且

蛋白质的缺乏会破坏色氨酸的代谢。研究者前期

通过代谢组学分析发现，色氨酸可破坏机体肠道

屏障，引发肠道及全身炎症，使机体防御受损，

是导致儿童发育迟缓和发育不良的标志物，外源

添加可减轻机体的肠道炎症，使其肠道菌群正常

化[80]。同时也有研究发现，大肠埃希菌尼索 1917 
(EcN)可以防止无菌新生(Gn)猪仔感染 HRV。

Michael 等[25]以单独添加外源 ENC 或 TRP 为对

照组，同时添加 EcN 和 TRP 为实验组对感染

HRV 的 Gn 猪仔的血液和粪便进行非靶向代谢

组学及脂质组学分析。结果表明，经过 EcN 和

TRP 同时处理的 Gn 猪仔，其具有免疫调节作用

的相关代谢物出现上调，从而提高 Gn 猪仔的免

疫反应，增强其免受 HRV 感染的能力。在所有

代谢物中，显著上调的代谢物主要有氨基苯甲

酸、胆绿素和鞘氨醇等。最新研究发现：氨基苯

甲酸主要通过调节微生物群以及酶活性增强营

养不良猪仔消化吸收等功能[81]；营养不良会引

起血红素加氧酶活性降低，进一步导致胆绿素强

度降低，使得机体先天免疫能力降低[82]；鞘脂

主要通过改变机体的肠道菌群并抑制脂质的吸

收提高机体对炎症的抗性[83]。因此，EcN 和 TRP
的联合治疗可以提高营养不良人群对 HRV 的免

疫功能。 
穗花叶病毒(Panicum mosaic virus, PMV)是

花叶病中常见的病原体。苯丙氨酸解氨酶 1 
(PAL1)是诱导植物防御的关键酶，同时也是水杨

酸(SA)生物合成的关键物质。为了明确 PAL1 对

感染 PMV 及其卫星病毒(SPMV)的模式植物的

防御机制，Pant等[26]以感染 PMV或 PMV+SPMV
的植株为实验组，并对其进行 GC-MS 代谢组学

分析。结果表明，与野生型(wild type, WT)植株

相比，实验组植株代谢组中防御相关的激素和代

谢物显著上调，如水杨酸(salicylic acid, SA)、木

质素和肉桂酸等。有研究发现，SA 是介导植物

对病原体防御的关键激素，而 SA 的产生与 PAL
有密切关系[84]。因此，作者通过 RNA 干扰手段

敲除了 PAL1 相关的基因 BdPAL1，发现植株代

谢物中 SA 被显著抑制，模式生物对 PMV 和
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SPMV 更敏感。同时外源添加 SA，可增强了植

株对 PMV 和 SPMV 的耐受，减轻了携带 BdPAL1
基因植株的坏死率，从而延迟植株的死亡。因此，

PAL 可以提高植株对 PMV 和 SPMV 的防御能

力，这对植物感染花叶病的预防提供了新思路。 

5  现状与展望 
目前，由病原微生物引起的疾病对人类以及

动植物造成了严重的困扰，但其相关代谢机制并

不明确，代谢组学的应用仅致力于发现差异代谢

物并分析其潜在的代谢通路及可能的功能。相比

于传统的代谢组学技术，功能代谢组学可通过结

合分子生物学、细胞学和免疫学等技术与平台，

在基因和蛋白水平上进一步阐明病原微生物的

潜在作用机制，这不仅打破了传统代谢组学只发

现差异代谢物并依赖现有文献进行解释的局限，

也为病原菌相关疾病的预防及防控提供了新的

思路和方法。目前，功能代谢组学技术主要在农

业以及水产等相关病原微生物(如霉菌、弧菌等)
的疾病机制研究与防治中被广泛应用。然而，组

学数据的挖掘是代谢组学研究的关键步骤，同时

功能代谢组学的相关研究高度依赖高效快速的

数据处理方法，但目前的数据分析技术存在繁琐

耗时等问题，因此开发高通量的数据分析方法并

实现数据自动化处理是至关重要的。此外，差异

代谢物及其相关蛋白、基因功能的验证是功能代

谢组学研究不可或缺的一部分，但目前的分析技

术(如 WB、PCR 等)存在效率低且局限性大等不

足，因此对功能验证相关技术与平台的革新以及

新技术的开发是未来的一大发展趋势。 
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