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摘   要：阿维拉霉素(avilamycin, AVI)是一种寡糖类抗生素，因其具有较强的革兰氏阳性细菌抑制

能力，被广泛应用于畜禽养殖。但传统的育种技术与不成熟的发酵工艺已成为限制其国产化的关

键因素。基于已获得的利用核糖体工程技术改造的高产阿维拉霉素突变菌株，本研究采用比较代

谢组学技术探究其与出发菌株的胞内代谢差异。利用 GC-MS 技术对发酵至第 4、6、8 天的菌丝体

进行分析，共检测出 112 种化合物，经 NIST 谱库对比后精确匹配到 29 种胞内代谢物。二维主成

分分析(principal component analysis, PCA)表明突变菌株与出发菌株的不同时间点代谢物有明显差

异，通过正交偏最小二乘法判别分析(orthogonal partial least squares-discriminant analysis, OPLS-DA)
得到 11 种胞内差异代谢物。KEGG 代谢通路富集显示阿维拉霉素的合成主要与碳水化合物代谢和

氨基酸代谢密切相关，且进一步筛选出 6 种关键差异代谢物：L-缬氨酸、L-丝氨酸、L-丙氨酸、D-半
乳糖、D-纤维二糖和 D-葡萄糖。突变菌株中这些代谢物的上调增强了其代谢流，使其在罐上发酵

8 d 时，阿维拉霉素产量较出发菌株提高 76.86%。本研究的开展为后续阿维拉霉素发酵工艺理性

优化提供了参考。 
关键词：代谢组学；阿维拉霉素；差异代谢物；代谢途径 
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Comparative metabolomics analysis of metabolic pathways in 
the high-yielding mutant strain of avilamycin 

WU Jiangxue, LIU Huahua, CHEN Min*, XU Junchen, JI Wenyan 

College of Food Science and Biotechnology Engineering, Zhejiang Gongshang University, Hangzhou 310018, 
Zhejiang, China 
 
Abstract: Avilamycin (AVI) is an oligosaccharide antibiotic that has strong inhibitory effect on 
Gram-positive bacteria. It is widely used in livestock and poultry farming. However, the use of 
traditional breeding techniques and immature fermentation process have become the key factors 
limiting its commercialization. In this study, we used comparative metabolomics techniques to 
examine the difference in intracellular metabolism between a high-yield AVI mutant strain 
modified by ribosome engineering technology and the parental strain. GC-MS analysis was 
conducted on mycelia samples taken on days 4, 6, and 8 of fermentation, resulting in the 
detection of a total of 112 compounds. After comparison with the NIST library, 29 intracellular 
metabolites were accurately identified. Two-dimensional principal component analysis (PCA) 
revealed significant differences in metabolites between the mutant strain and the parental strain 
at different time points. Orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA) 
identified 11 intracellular metabolites that were closely related to AVI biosynthesis. KEGG 
metabolic pathway enrichment analysis showed that avilamycin synthesis was closely related to 
carbohydrate metabolism and amino acid metabolism. Six key differential metabolites were selected: 
L-valine, L-serine, L-alanine, D-galactose, D-cellobiose, and D-glucose. Upregulation of these 
metabolites in the mutant strain enhanced its metabolic flow for AVI synthesis. After 8 days of 
fermentation, the mutant strain produced 76.86% more AVI than the parental strain. The 
findings of this study serve as reference for the future rational optimization of avilamycin 
fermentation. 
Keywords: metabolomics; avilamycin; differential metabolites; metabolic pathways 

 
 

阿维拉霉素又名卑霉素、肥拉霉素，是由

一个双氯晚霉素酸分子(残基 A)和 7 个糖链残

基(残基 B、C：D-橄榄糖；残基 D：2-脱氧-D-异
缬氨酸酚酞糖；残基 E：4-氧甲基-D-岩藻糖；

残基 F：2,6-双氧甲基-D-甘露糖；残基 G：2-氧
异丁酰基-L-来苏糖；残基 H：甲基 Eurekanate)
组成的一种寡糖类抗生素。它是由绿色产色链

霉菌分泌的胞内产物，作为一种蛋白质抑制剂，

通过阻遏细菌蛋白质的合成，进而抑制革兰氏

阳性细菌的生长。我国农业农村部于 2002 年批

准进口[1]，已被广泛应用于畜禽类养殖中。阿

维拉霉素共有 A−N 共 14 种组分，其中组分 A
的活性最高，可达到 1 451 U/mg，其次是 B 组

分，活性约为 908 U/mg[2]。1997 年，Gaisser 等[3]

完成了阿维拉霉素生物合成基因簇的测序。之

后，Weitnauer 等[4]率先从绿色产色链霉菌中解读

出长为 60 kb 的 DNA 片段，包括阿维拉霉素合

成基因簇。随着对阿维拉霉素及其生产菌的深入

研究，目前其合成过程基本已被阐明。 
代谢组学技术是一种通过考察生物体受刺
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激或扰动后(如将某个特定的基因变异或环境

变化后)代谢产物的变化来研究生物体代谢途

径的技术。作为系统生物学的重要组成部分，

代谢组学能够对生物体内广谱代谢产物进行定

量分析，通过不同条件下代谢产物的变化，从

而明确生物体不同代谢产物与相应生理、病理

状态的关系[5]。随着微生物代谢组学技术的发

展，通过比较不同条件下微生物代谢物的差异

来优化发酵过程和提高发酵目标产物得率逐渐

成为趋势。曹鹏等[6]利用比较代谢组学方法，

研究不同发酵培养条件下阿维链霉菌的胞内代

谢产物差异，揭示了其关键代谢产物及代谢途

径，使阿维菌素的产量增加 10.4%。刘桂君等[7]

在对虫草素的合成途径研究中比较了蛹虫草出

发菌株 CM08、高产虫草素正突变菌株 CM09
和低产虫草素负突变菌株 CM10 等 3 种不同菌株

的代谢物差异，最后得到共有差异代谢物 30 种，

基于此初步推测了虫草素的合成路径。 
现阶段，阿维拉霉素的生产技术受国外公

司的控制与垄断，国内尚未实现阿维拉霉素的

工业化生产，阿维拉霉素发酵产量较低仍然是

限制其工业化生产的主要因素。本研究基于对

阿维拉霉素突变菌株和出发菌株上罐发酵过

程中胞内代谢物的分析，结合已报道的阿维

拉霉素合成途径，深入分析突变菌株高产 AVI
机制，为阿维拉霉素发酵工艺优化提供新的

思路。 

1  材料与方法 
1.1  菌种 

出发菌株：本实验室选育保藏的绿色产色

链霉菌菌株(Streptomyces viridoehrongenes) 77。 
高产突变菌株：S. viridoehrongenes gs77 经核

糖体工程选育后获得，命名为 S. viridoehrongenes 
gs77-54。 

1.2  培养基 
斜面培养基(g/L)：琼脂 20.0，可溶性淀粉

20.0，KNO3 5.0，K2HPO4 2.5，MgSO4·7H2O 2.5，
NaCl 2.5，FeSO4·7H2O 0.01，pH 7.2−7.4。 

种子培养基(%)：酵母粉 0.25，葡萄糖 0.5，
黄豆饼粉 1.5，麦芽糊精 2.0，CaCO3 0.1，CaCl2 
0.2，灭菌前 pH 调至 7.5−7.7。 

发酵培养基(%)：大豆油 1.0，甘露醇 2.5，
葡萄糖 1.8，黄豆饼粉 1.25，玉米淀粉 4.0，CaCl2 
1.8，CaCO3 0.5，NaCl 0.1，NaNO3 0.45，MnCl2 
0.002，FeSO4·7H2O 0.002，MgSO4·7H2O 0.002，
ZnSO4 0.002 ， CuSO4 0.001 ， CoCl2 0.001 ，

(NH4)2SO4 0.02，消泡剂 0.03，灭菌后 pH 调至 7.2。 

1.3  主要仪器和试剂 
5 L 机械搅拌通风立式发酵罐，上海赛多

生物工程有限公司；SHP-250 生化培养箱、

DELTA320 pH 计，梅特勒-托利多仪器(上海)有限

公司。 
N-甲基-N-(三甲基硅烷基)三氟乙酰胺、甲

氧基胺盐酸盐等由上海麦克林生化科技有限公

司提供。 

1.4  培养方法 
将 S. viridoehrongenes gs77-54 菌 株 和    

S. viridoehrongenes gs77 菌株经平板培养 10 d
左右，无菌操作切 1 cm2菌种块接种至含有 30 mL
种子培养基的 250 mL 锥形瓶中，180 r/min、
28 ℃下摇床培养 24 h 得到一级种子培养液。再

将一级种子按接种量 10% (体积分数)接种到含

有 100 mL 种子培养基的 250 mL 锥形瓶中，继

续 180 r/min、28 ℃下摇床培养 24 h 得到二级

种子。再将该二级种子液以 10% (体积分数)的
接种量分别接入到含 3 L 发酵培养基的 2 个 5 L
发酵罐中培养 8 d，控制搅拌转速、通气量等条

件一致。每天取样测定 pH、菌浓、阿维拉霉素，

4、6、8 d 时取样测定胞内代谢产物。 
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1.5  分析方法 
1.5.1  pH 值测定 

取样后，直接使用 pH 计进行测定。 
1.5.2  菌浓测定 

取样后，取一定量体积的发酵液经 8 000 r/min
离心 5 min 后准确测量上清液体积为 V1，发酵

液初始体积为 V2。 
菌浓(%)=(V2－V1)/V2×100%。 

1.5.3  总糖浓度测定 
采用 DNS 法测定发酵液上清中总糖浓度[8] 

1.5.4  HPLC 法测定阿维拉霉素含量 
样品处理：取样后用移液管量取一定体积

的发酵液，按照发酵液 :甲醇=1:5 (体积比)于
37 ℃过夜浸提后备用。 

HPLC 检测条件[9]：柱型为依利特 C18 色

谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)，流动相为乙腈(色
谱级):0.2%磷酸二氢铵=51:49 (体积比)，检测

流速为 1.0 mL/min，检测波长为 214 nm，进样

量为 20 μL，柱温箱温度为 30 ℃，检测时间为

35 min。 
1.5.5  胞内小分子代谢物的提取及衍生化[10] 

菌体制备：取 30 mL发酵液，8 000 r/min、4 ℃
离心 5 min 后弃去上清液，接着加入 30 mL 蒸

馏水进行旋涡振荡，8 000 r/min、4 ℃离心 5 min。
重复洗涤 3 次，备用。 

胞内代谢物提取条件：取适量液氮加入菌

丝体中淬灭并研磨至细粉状(研磨过程中添加 
2 次液氮)，称取 2.0 g 粉末于 1 号 50 mL 离心

管中，样品加入 40 mL 预冷的氯仿:甲醇:水溶液

(2:2:1，体积比)，涡旋振荡均匀，28 ℃浸提 3 h；
10 000 r/min、4 ℃离心 5 min 后取上清置于    
2 号离心管。然后向 1 号离心管中加入适量液氮

冻融挥干，重复 3 次。接着将 2 号管中的上清

液倒入 1 号管中，涡旋振荡均匀，28 ℃浸提 3 h。
最后，10 000 r/min 离心 5 min，取上清备用。 

样品衍生化：取 2 mL 上清于 EP 管中氮吹、

衍生。采用 N-甲基-N-(三甲基硅烷)三氟乙酰

胺[N-methyl-N-(trimethylsilane)trifluoroacetamide, 
MSTFA]法对样品进行衍生化，加入 50 μL 甲氧

基铵盐酸盐/吡啶溶液(20 mg/mL)到 EP 管中，

充分混合后置于 40 ℃水浴中反应 80 min；再加

80 μL MSTFA，轻微摇晃混合均匀，封口膜密

封置于 40 ℃水浴中，反应 80 min，向 EP 管中

加入 400 μL 吡啶溶液进行稀释，室温放置 2 h, 
稀释液经过 0.22 µm 膜过滤加入进样瓶中，进

行 GC-MS 检测。 
1.5.6  GC-MS 检测条件 

GC 条件：Agilent HP5 30 m×0.25 mm×0.25 μm
毛细管柱，进样口温度为 280 ℃。升温程序：

初始温度 70 ℃保持 2 min，以 5 ℃/min 程序升

温至 290 ℃保持 5 min。载气：高纯氦气，恒压

模式 91 kPa，流速 1 mL/min。进样量 1 μL，柱

后分流比 10:1。 
MS 条件：接口温度为 280 ℃；电离方式：

电子轰击电离(electrons bombard ionization, EI+)；
离子源温度：250 ℃；电子轰击能量为 70 eV；

电子电流：40 μA；扫描质量范围：50−800 m/z。 
1.5.7  小分子代谢物的定性、定量分析 

利用 Mzmine 进行 GC-MS 数据解谱和峰对

齐，通过 AMDIS 库进行去卷积，一般认为峰宽

2.0 s 以上、信噪比在 10 以上的峰，即为代谢物

峰。将 GC-MS 检测峰与质谱库 NIST 数据库进

行对比，匹配得到相应的代谢产物(要求匹配度

在 80 以上)。通过 GC-MS 内置程序，对所得总

离子流图中的各代谢产物峰自动积分，并经手

动修正，得到各个代谢物峰面积数据。 
1.5.8  代谢物数据分析 

使用Metabolomics Data Analysis (https://www. 
metaboanalyst.ca/MetaboAnlyst/ModuleView.xhtmL)
在线分析平台对检测到的代谢物进行二维主成
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分分析(principal component analysis, PCA)和聚

类热图分析。采用 R 语言 ropls 包进行正交偏最

小 二 乘 法 判 别 分 析 (orthogonal partial least 
squares-discriminant analysis, OPLS-DA)分析，

以 P≤0.05、VIP≥1 的条件对代谢物进行筛选。 

2  结果与分析 
本研究考察了核糖体工程技术选育的一株

高 产 阿 维 拉 霉 素 的 链 霉 素 抗 性 突 变 菌 株      
S. viridoehrongenes gs77-54[11] ，以出发菌株    
S. viridoehrongenes gs77 为对照，对其上罐分批

发酵过程中发酵参数变化、菌株代谢物进行分

析，比较两者间的差异。 

2.1  两菌株发酵过程代谢曲线 
如图 1 所示，发酵至 24 h 时，两菌株发酵

液体系 pH 较初始均有略微下降，24 h 后达到

低点后开始反弹。整个发酵过程两菌株 pH 维

持在 7.2−7.6 之间，各取样点突变菌株发酵液的

pH 略高于出发菌株。分析原因是发酵初始体系

中葡萄糖含量较高，菌株处于延滞期，糖的利 
 

 
 
图 1  绿色产色链霉菌 gs77-54 与绿色产色链霉

菌 gs77 菌株发酵过程曲线 
Figure 1  Fermentation profiles of Streptomyces 
viridoehrongenes gs77-54 and Streptomyces 
viridoehrongenes gs77 strains. 

用较慢，pH 下降。之后，菌株进入快速生长期，

体系中总糖的消耗速率明显增加，发酵液 pH
回升，且突变菌株发酵液中总糖较出发菌株消

耗得快。发酵结束时，出发菌株发酵体系中总

糖含量为 4.8 g/L，而突变菌株中仅为 1.9 g/L。

另外，发酵前 4 天发酵液中菌浓增长迅速，之后

缓慢增加，趋于不变；发酵过程中出发菌株菌浓

略低于突变菌株，发酵终点两菌株生物量接近。

分析两菌株胞内产物阿维拉霉素合成情况，发酵

过程中突变菌株中的含量明显高于出发菌株；至

发酵终点，突变株产量达到 1 962.14 mg/L，而

出发株仅为 1 109.5 mg/L。由此可见，采用核糖

体工程改造菌株，由链霉素抗性引入的突变改

变了 S. viridoehrongenes 的代谢过程，使得其在

相近的生物量情况下产素差异较大。 
图 1 表明发酵至 4 d 时两菌株的糖消耗速

率加快，生物量增长迅速，阿维拉霉素的产量

明显增加，且突变菌株和出发菌株的产素出现

显著差异。4 d 时两菌株发酵液 pH 相差较大，

突变菌株发酵液中 pH 为 7.46，而出发菌株中

仅为 7.28。 
潜媛媛等[12]研究发现发酵液中 pH 在 7.5 左

右时有利于阿维拉霉素的合成。4 d 时突变株所

在的 pH 环境更有利于其产素。发酵 6 d 时，两

菌株生物量增长缓慢，出发菌株产素减缓，而

突变菌株仍在迅速增长，pH 几乎不发生变化。

因此，选择发酵至第 4、6、8 天的菌丝体样品

进行代谢组学分析。 

2.2  GC-MS 检测发酵过程中胞内代谢物 
根据1.5.5的方法对S. viridoehrongenes gs77-54

与 S. viridoehrongenes gs77菌株的 3个取样点菌

丝体分别进行代谢物提取、衍生及检测分析。

GC-MS 检测到共有有效峰 137 个，其中 112 种

是已知化合物；通过 NIST 谱库精确匹配到 42 种

共有胞内代谢物，其中氨基酸类 11 种，糖类
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9 种，脂肪酸类 6 种，有机酸类 4 种，其他类

物质 12 种(包括醇类、核酸类)，结果见表 1。 
表 1 表明，GC-MS 检测到的小分子代谢物

基 本 覆 盖 了 阿 维 拉 霉 素 合 成 中 的 糖 酵 解

(Embden-Meyerhof-Parnas, EMP)途径、三羧酸

循环(tricarboxylic acid cycle, TCA)、氨基酸代谢

和脂肪酸代谢等生物合成途径。对这些途径中

的关键代谢物进行多元化统计分析，可有效反

映目标菌株在发酵产阿维拉霉素时不同的胞内

代谢状态。 
 
表 1  GC-MS 检测到的两菌株共有胞内代谢物 
Table 1  Intracellular metabolites identified by 
GC-MS 
Classification Identified metabolites 

Amino acids L-alanine L-valine 
Glycine L-serine 
L-glutamic acid L-threonine 
Pyroglutamic acid L-lysine 
L-5-oxoproline Glycyglutamic acid 
L-tyrosine  

Organic acids Pentanedioic acid D-(–)-citramalic acid 
Butanedioic acid D-gluconic acid 

Fatty acids Palmitic acid Stearic acid 
Pentadecanoic acid Heptadecanoic acid 
Oleic acid β-gentiobiose 

Saccharides 
 

Sucrose Maltose 

 D-glucose 3-α-mannobiose 
D-(+)-cellobiose D-(+)-trehalose 
Galactinol D-galactose 
β-gentiobios  

Others 
 

Inositol Sorbitol 
Cycolhexene 2-D- 

glucopyranosidronic 
acid 

Glycerol L-threitol 
Ethanolamine Ribonic acid 
D-glucitol Xylitol 
Glycerol 
monostearate 

Maltitol 

2.3  多元统计分析两菌株胞内代谢物 
对检测到的两菌株共有胞内代谢物进行无

监督的二维主成分分析，由图 2 的 PCA 得分图

可知 2 个主成分共解释 85%的差异，其中横

坐标 PC1 解释 59.4%，纵坐标 PC2 解释 25.6%。

图中 6 个不同样本点之间相互分离，同样本的

3 个重复点相互聚集，证明该样本组内差距较

小，且不同菌株不同时间点胞内代谢物有明显

差异。从纵轴上来看， S. viridoehrongenes 
gs77 菌株的 3 个时间点的样品均位于纵坐标

上方，在 PC2 主成分的解释下得分较高；而    
S. viridoehrongenes gs77-54 的 3 个时间点样品

均位于纵坐标下方，在 PC2 主成分的解释下得

分较低。 
对检测到的 29 种糖类、氨基酸类、有机酸

类和脂肪酸类共有胞内代谢物进行可视化聚类

热图分析(图 3)。从图中可看出，除麦芽糖、    
β-龙胆糖、D-海藻糖和 L-含氧脯氨酸外，其余两

菌株的共有糖类和氨基酸类物质的相对含量均

随着发酵时间的延长而逐渐下降，且突变菌株 

 

 
 
图 2  绿色产色链霉菌 gs77 菌株和绿色产色链霉

菌 gs77-54 菌株 PCA 得分图 
Figure 2  PCA scores of Streptomyces viridoehrongenes 
gs77 and Streptomyces viridoehrongenes gs77-54 
strains. 
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图 3  绿色产色链霉菌 gs77 菌株和绿色产色链霉菌 gs77-54 菌株 29 种胞内代谢聚类热图 
Figure 3  Cluster heat maps of 29 intracellular metabolism of Streptomyces viridoehrongenes gs77 and 
Streptomyces viridoehrongenes gs77-54 strains. 
 
 
 

下降幅度更为显著。而两菌株共有脂肪酸和有

机酸类物质，除油酸外，其他共有物质的相对

含量变化不明显。比较两菌株间各类共有代谢

物含量差异，3 个取样时间点的突变菌株中糖

类和氨基酸类物质的相对含量较出发菌株均上

调，在发酵 4 d 时最为明显；其中 3-α-甘露二

糖、D-纤维二糖、L-缬氨酸和 L-丝氨酸上调最

为显著。但因突变菌株发酵过程中上述物质的

相对含量下降迅速，所以发酵结束时两菌株中

相对含量差异不明显。分析两菌株共有脂肪酸

和有机酸的差异，在发酵 4 d 时，除戊二酸和

焦谷氨酸在突变菌株中上调外，其余均下调；

尤其是油酸和 D-葡萄糖醛酸，突变菌株较出发

菌株下调最为显著。 
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2.4  两菌株发酵过程中差异代谢物筛选 
为进一步找出阿维拉霉素合成过程的差异

代谢物，进行了 OPLS-DA 分析。它是一种有监

督的多元统计分析方法，它综合了 PLS-DA 和

正交信号过滤(orthogonal signal correction, OCS)
技术，能够把预先设定的和分类无关的信息最

大程度从原始矩阵分离，主要用于两个样本的

差异比较。在本次模型建立中，将两菌株作为

差异自变量，各含有 9 个样本(图 4)。A 组代表

S. viridoehrongenes gs77-54 菌株，B 组代表     
S. viridoehrongenes gs77 菌株，图中横坐标表

示 OCS 过程中主成分的得分值，可解释组间

差异；纵坐标表示的是 OCS 过程中正交成分

的得分值，可解释组内差异。图 4 中两组被完

全分开，差异明显；且该模型 R2X=0.721，
R2Y=0.944，Q2=0.911，P<0.05，说明该模型是

可靠的。OPLS-DA 能在 OCS 过程中对重要变 
 

 
 
图 4  绿色产色链霉菌 gs77-54 菌株(A)和绿色产色

链霉菌 gs77 菌株(B) OPLS-DA 得分图 
Figure 4  OPLS-DA scores of Streptomyces 
viridoehrongenes gs77-54 strain (A) and 
Streptomyces viridoehrongenes gs77 strain (B). 

量进行筛选。以 VIP≥1 为标准筛选出阿维拉霉

素合成过程中的特征代谢物共 11 种(图 5)，按

VIP 值由大到小分别是 D-柠檬酸、D-半乳糖、

L-丙氨酸、L-含氧脯氨酸、L-缬氨酸、油酸、    
β-龙胆糖、D-葡萄糖、3-α-甘露二糖、D-纤维二

糖和 L-丝氨酸。 

2.5  发酵过程中两菌株差异代谢物相对含量

变化 
为了解这 11 种小分子代谢物在突变菌株

中高产阿维拉霉素的机制，结合 OPLS-DA 分析

结果，对两菌株发酵过程中的差异代谢物绘制

时序性变化图(图 6，图 7)。分析共有氨基酸类

代谢物，在两菌株分批发酵过程中，除 L-含氧

脯氨酸外，L-丙氨酸、L-缬氨酸和 L-丝氨酸相

对含量随着发酵时间的延长而降低。发酵过程

中突变菌株中 4 种氨基酸的含量始终高于出发

菌株。其中 L-丙氨酸、L-缬氨酸和 L-丝氨酸差

异最明显，分别为 25%、38%、43%。就共有

糖类代谢物而言，在突变菌株中，除 β-龙胆糖

和 D-半乳糖外，所有糖类代谢物相对含量在发

酵过程中逐渐降低。且 3 个取样时间点出发菌

株中糖类代谢物含量均高于出发菌株，发酵 4 d
时除 β-龙胆糖外，突变菌株中其他单糖及二糖

相对含量均比出发菌株高出 35%以上，其中

3-α-甘露二糖高出 78.8%，D-纤维二糖为 51%。

发酵 6 d 时，突变菌株中 3-α-甘露二糖比出发

菌株仅高出 37%，证明突变菌株的耗糖速率明

显快于出发菌株。与氨基酸和糖类代谢物相反，

油酸和 D-柠檬酸在整个发酵过程中表现为出发

菌株高于突变菌株，且差异在发酵 4 d 时就极

为显著，分别为 56%和 90%。 

2.6  结合阿维拉霉素合成分析突变菌株代

谢途径 
任健等[13]认为乙酰辅酶 A 在一系列羧化酶

的作用下形成阿维拉霉素分子七糖链结构中的 
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图 5  胞内代谢物第一主成分 VIP 得分图 
Figure 5  VIP score of the first principal component of intracellular metabolites. 
 
 

 
 
图 6  绿色产色链霉菌 gs77-54 菌株胞内差异代

谢物发酵时序变化图 
Figure 6  Sequence changes of intracellular 
differential metabolite fermentation in Streptomyces 
viridoehrongenes gs77-54. 

 
 
图 7  绿色产色链霉菌 gs77 菌株胞内差异代谢物

发酵时序变化图 
Figure 7  Sequence changes of intracellular 
differential metabolite fermentation in Streptomyces 
viridoehrongenes gs77 strain. 
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残基 A，残基 B、C、D 的直接底物是 1-磷酸-葡
萄糖，残基 E、F、H 则以 GDP-D-甘露糖为起

始底物，而 UDP-葡萄糖是合成残基 G 的直接

起始物质。刘芳等[14]指出阿维拉霉素的合成起

始于 L-来苏糖。Zhu 等[15]通过在阿维拉霉素发

酵过程中添加不同浓度的葡萄糖、铵离子和磷

酸盐调控阿维霉素合成，证明了磷酸戊糖途径

和三羧酸循环是影响阿维拉霉素合成的重要途

径。本研究通过上述分析得到的差异代谢物，

结合阿维拉霉素合成过程推测[16]，绘制了阿维

拉霉素合成代谢网络图(图 8)。 
从图 8 可知，D-葡萄糖经磷酸化反应形成

6-磷酸葡萄糖。6-磷酸葡萄糖可经葡萄糖磷酸变

位酶催化形成 1-磷酸葡萄糖，再经催化后形成

UDP-葡萄糖和 dTDP-葡萄糖。UDP-葡萄糖转化

为 UDP-葡萄糖醛酸后，经过 1 次脱羧和 2 次差

向异构化反应生成 L-来苏糖[17]。dTDP-葡萄糖

经一系列的脱羧、脱水和还原作用后形成残基

B、C、D 的上游物质 dTDP-4-酮基-D-橄榄糖[18]。

同时，6-磷酸葡萄糖也可以进入磷酸戊糖途径

形成 3-磷酸甘油酸，再经一系列脱氢、转氨、

水解作用后产生丝氨酸，进入三羧酸循环途径。

此外，D-葡萄糖经差向异构化、焦糖磷酸化后

形成 GDP-D-甘露糖，其经一系列氢还原和甲基

化作用后直接形成参加 E 和 H[19-20]，经过两步

甲基化反应后形成残基 F[21]。在突变菌株胞内

代谢物中，较高含量的 D-葡萄糖为整个糖代

谢途径提供了充足的底物，L-丝氨酸和 3-α-甘
露二糖可对 D-葡萄糖产生正反馈，促进糖代谢

过程。 
 

 
 
图 8  阿维拉霉素合成代谢网络图 
Figure 8  Anabolic network of avilamycin. 
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油酸作为一种不饱和脂肪酸，一方面经脂

肪酸代谢形成 3-磷酸甘油酸，促进了丝氨酸的

形成；另一方面通过 β-氧化及糖酵解后形成丙

酮酸，将糖代谢与三羧酸循环途径连接起来。

同时，丙酮酸贯穿氨基酸代谢、糖代谢与三羧

酸循环途径，在阿维拉霉素的合成中起着不可

或缺的作用。丙酮酸可通过形成乙酰辅酶 A 合

成残基 A；另外，它可经脱羧形成乙酰 TPP，
再经还原、变位、脱水形成 α-酮异戊酸后直接

转氨生成缬氨酸；除此之外，它也可由丙氨酸

转氨酶直接催化形成丙氨酸，此反应可逆。同

时，乙酰辅酶 A 进入三羧酸循环促进 D-柠檬酸

的生成，使得经三羧酸循环生成的草酰乙酸作

为丙酮酸的回补途径，对油酸的利用进行正反

馈，同时促进氨基酸代谢。相较于出发菌株，

突变菌株中较低的油酸和 D-柠檬酸促进了三大

代谢途径的循环，从而促进了培养基中相应碳

水化合物的利用，促进了阿维拉霉素的合成。 
此外，为明确 11 种差异代谢物所参与的代

谢途径，借助 MetaboAnalyst 网站对其进行通路

富集，结果如图 9 所示。11 种代谢物共涉及代

谢通路 16 条，以 P<0.05 为筛选标准，得到 5 条

显著影响的代谢物途径，其中氨酰-tRNA 生物

合成途径、淀粉和蔗糖代谢途径、半乳糖代谢

途径差异极为显著(P<0.01)。同时，使用 KEGG
数据库对这 3 种代谢途径进行分析，进一步筛

选得到关键差异代谢物 6 种：L-缬氨酸、L-丝氨

酸、L-丙氨酸、D-半乳糖、D-纤维二糖和 D-葡
萄糖。由此可见，阿维拉霉素的合成过程主要

受到碳水化合物代谢和氨基酸代谢的影响。综

上，我们推测经过链霉素抗性筛选的突变菌

株，其核糖体结构发生改变，增加了其糖代谢

和氨基酸代谢能力，从而增加了阿维拉霉素合

成速率。 
 

 
 

图 9  差异代谢物所涉及 16 种代谢通路气泡图 
Figure 9  Bubble map of the top 16 metabolic pathways involved in differential metabolites. 
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3  讨论 
目前国内对阿维拉霉素发酵工艺优化依然

以培养基和发酵参数优化为主。章梅[22]对阿维

拉霉素发酵工艺中的培养基成分、接种量和温

度等因素进行优化，使阿维拉霉素产量提高了

29.87%。李红梅等[23]采用响应面法优化了发酵

过程中氧载体油酸的添加量、添加时间及培养

基 pH，阿维拉霉素产量提高了 109.97%。以上

研究表明培养基和发酵参数优化可以提高阿维

拉霉素产量，但是盲目地对培养基成分进行筛

选摸排存在工作量大、耗费时间等缺点。随着

代谢组学技术被广泛应用于抗生素发酵过程中

细胞代谢物组的差异分析和机制研究，它对微

生物发酵过程工艺优化和菌种选育具有重要指

导意义。GC-MS 联用技术继核磁共振(nuclear 

magnetic resonance, NMR)后在代谢组学分析中

应用广泛。通过衍生化后的样品经气相色谱能

很好地被分离，同时质谱技术能较准确地定性，

具备灵敏度高和重现性好等优点[24]。Xia 等[25]

在驻波链霉菌的发酵中，利用基于 GC-MS 的代

谢组学的方法比较高产素培养基和低产素培养

基条件下代谢差异，根据关键代谢产物的变化

情况，得到一种培养基优化策略，使得目标产

物 FK506 的产量提高了 61.4%。 

本研究采用 GC-MS 代谢组学技术分析了

突变菌株与出发菌株胞内代谢产物差异，通过

多元数据统计进行了差异代谢物分析。结果表

明，在突变菌株中，较高含量的 L-缬氨酸为阿

维拉霉素的合成提供了充足的前体物质；同时，

L-丙氨酸和 L-丝氨酸分别通过合成丙酮酸和丁

二酸进入糖酵解途径和三羧酸循环途径，促进

阿维拉霉素的合成。作为寡糖类七糖链物质，

葡萄糖、半乳糖等小分子单糖是阿维拉霉素的

直接合成底物。结合整个发酵过程中总糖的消

耗速率、菌浓生长情况和发酵液中 pH 变化，

链霉素引入的抗性突变改变了菌株的糖代谢能

力，使得培养基中复杂的碳源物质被充分利用，

成为其高产的主要原因之一。大豆油是培养基

中主要脂肪酸类物质来源，其降解产物油酸通

过转化成丙酮酸进而转化为阿维拉霉素结构中

残基 A 的直接前体物质乙酰辅酶 A。同时油酸

可经一系列途径转化为丝氨酸和缬氨酸，进一

步促进氨基酸代谢。D-柠檬酸是三羧酸循环途

径的关键物质，其直接连接了氨基酸代谢和糖

代谢。GC-MS 检测结果表明其在出发菌株和突

变菌株中含量差异达 90%，突变菌株对其利用

率远远高于出发菌株，这是其高产阿维拉霉素

的另一重要原因。 

4  结论 
本研究通过对突变菌株 S. viridoehrongenes 

gs77-54 和出发菌株 S. viridoehrongenes gs77 发

酵过程中胞内代谢组学的研究，比较两菌株中

的差异代谢物，确定了 11 种阿维拉霉素发酵过

程中的差异代谢物，KEGG 数据库锁定 6 种与

氨基酸及糖代谢有关的关键差异代谢物。分析

突变菌株高产的原因是由于链霉素抗性引入造

成的突变菌株发酵过程中三羧酸循环途径、氨

基酸代谢、脂肪酸代谢途径以及糖代谢途径的

增强，促进阿维拉霉素合成的相关底物及过程

中间产物被大量合成，使得 S. viridoehrongenes 
gs77-54 发酵至第 8 天时阿维拉霉素产量达到  
1 962 mg/L，较出发菌株提高了 76.85%。此外，

本研究获得的 6 种关键差异代谢物均为阿维拉

霉素生物合成残基，可作为前体物质进一步研

究，这将为后续阿维拉霉素发酵工艺的优化及工

业化生产奠定基础。 
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