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研究报告 
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摘  要：【背景】随着载人飞行时间的延长，微生物安全问题越来越凸显。载人航天疾病谱显示感染

性疾病是航天员在轨常发的疾病之一，影响航天员健康。大肠杆菌是人体肠道存在的正常菌群，也

是条件性致病菌，可引起感染性疾病，因此有必要分析研究太空环境对大肠杆菌代谢的影响。【目的】

通过“实践十号”返回式科学实验卫星搭载大肠杆菌近地轨道飞行 12 d 后，分析鉴定大肠杆菌在太空

环境下代谢水平的变化。【方法】应用非靶向代谢组学技术对卫星搭载的大肠杆菌 K12 及地面同种

对照组进行质谱分析，通过主成分分析(PCA 分析)和正交偏最小二乘判别分析(OPLS-DA 分析)找出

组间潜在的差异生物标志物。【结果】通过分析鉴定，共发现 12 种显著差异生物标志物，其中搭载

组 11 种参与能量代谢和甘油磷脂代谢的生物标志物含量上调，1 种脂肪酸含量下调。【结论】太空

飞行可提高大肠杆菌能量代谢与甘油磷脂代谢水平，相关代谢产物的变化提示太空飞行可能会促进

大肠杆菌增殖。 
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Abstract: [Background] In recent years, with the continuous development of manned spaceflight, the 
issue of space microbial safety cannot be ignored. The disease spectrum of manned spaceflight indicates 
that infectious diseases have great impact on the health of astronauts. Escherichia coli is a normal flora in 
the human intestinal tract. Meanwhile, it can cause intestinal infection under certain conditions and 
become a conditional pathogen. It is of great significance to analyze the effect of space environment on the 
metabolism of E. coli. [Objective] E. coli was carried on the “SJ-10” satellite for 12 days to analyze and 
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identify the changes in the metabolic level of E. coli in the space environment. [Methods] The 
non-targeted metabolomics technique was used to collect data and perform mass spectrometry analysis 
from E. coli carried on the satellite. At the same time, a ground control group was set up. Principal 
component analysis and orthogonal partial least squares discriminant analysis were used to identify 
potential differential biomarkers between groups. [Results] A total of 12 significant biomarkers were 
found by analysis and identification. In the spaceflight group, 11 biomarkers involved in energy 
metabolism and glycerophospholipid metabolism were up-regulated, and one fatty acid content was 
down-regulated. [Conclusion] Space flight can improve the level of energy metabolism and 
glycerophospholipid metabolism of E. coli, and the changes of related metabolites suggest that space flight 
may promote the proliferation of E. coli. 

Keywords: Space flight, Escherichia coli, Metabolomics 

大肠杆菌是一种常见的革兰氏阴性菌，主要存

在于人和动物的肠道，一般情况下多不致病，当外

界环境发生变化时，可引起肠道外感染，危及人类

健康[1]。而随着抗生素的广泛使用和介入技术的不

断发展，大肠杆菌感染水平不断增加，耐药性不断

增加[2]。近年来，随着载人航天事业的不断发展，

航天员在轨作业的时间越来越长，而大肠杆菌广泛

存在于人体肠道内，同时俄罗斯生物医学问题研究

所对国际空间站的环境监测也发现了大肠杆菌的

存在[3]，究竟空间环境对大肠杆菌会产生怎样的影

响一直是个疑问。太空环境因素复杂，微重力、高

真空、强辐射等因素都可能诱导大肠杆菌发生基因

突变，进而影响其生物学性状及代谢水平。已有多

项研究表明太空环境可影响细菌的增殖水平、毒力

以及耐药性[4-6]。因此，研究太空环境下大肠杆菌

相应的生物学改变可为载人航天医监医保提供理

论依据和技术支持。 
代谢组学是 20 世纪 90 年代中期迅速发展起来

的一门学科，它作为系统生物学中重要的组成部

分，具有易检测、信息量大、高效率等特点，已被

广泛应用于微生物领域、植物领域、疾病诊断、制

药等多个方面[7]。本实验通过“实践十号”返回式科

学实验卫星搭载大肠杆菌 K12 在轨飞行 12 d。应

用非靶向代谢组学技术分析太空飞行后大肠杆菌

代谢水平的变化，找出潜在差异代谢物，并由此推

论太空环境可能对大肠杆菌生物学性状的影响，以

期为空间环境微生物相关性状及机理的研究提供

新的参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
大肠杆菌 K12 (Escherichia coli 1.2389)购自中

国普通微生物菌种保藏管理中心。 

1.2  培养基 
LB 液体培养基(g/L)：含胰蛋白胨 10.0，酵母

粉 5.0，氯化钠 10.0，用于大肠杆菌培养。 

1.3  主要试剂和仪器 
甲醇，Fisher Scientific 公司；PBS 溶液，Gibco

公司；其余常规代谢分析试剂均为进口纯级产品。

反向色谱柱、超快速液相色谱、四极杆飞行时间质

谱，Waters 公司；台式高速冷冻离心机，Hettich
科学仪器公司；超声波振荡器，昆山市超声仪器有

限公司；进样瓶，DIKMA 公司；内插管，ANPEL
公司；生物安全柜，北京东联哈尔公司；恒温振荡

培养箱，上海知楚仪器有限公司；分光光度计，上

海第三分析仪器厂。 

1.4  搭载菌株的培养 
将 大 肠 杆 菌 K12 培 养 到 对 数 生 长 中 期

(OD600=1.0)，取菌液 20 μL 涂布到 LB 斜面培养基

上，37 °C 恒温培养 16 h 后，搭载“实践十号”返回

式科学实验卫星在轨飞行 12 d，返回后−20 °C 保

存菌种。 

1.5  样本制备 
将卫星搭载的大肠杆菌和地面对照组甘油种
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接种在营养琼脂平板上，37 °C 培养过夜，搭载组与

地面对照组各挑 6 个单菌落依次接种于含 10 mL LB
液体培养基的 12 个试管中，37 °C、200 r/min 振荡

培养至对数生长中期(OD600=1.0)，将菌液依次装入

1.5 mL 离心管中 4 °C、4 000 r/min 离心 5 min，弃上

清，无菌 PBS 溶液冲洗菌液 3 次，收集大肠杆菌沉

淀于−80 °C 保存以待样本制备。将大肠杆菌沉淀样

本 4 °C 融化 30–60 min 后加入 300 μL 的甲醇，超声

提取 10 min。振荡 15 s，进行蛋白沉淀。经上述处

理后样本蛋白 4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，取上

层溶液 100 μL，置于 200 μL 内衬管中，待测。 

1.6  检测方法 
本实验主要通过高效液相色谱-飞行时间质谱

进 行 检 测 分 析 ， 首 先 使 用 高 效 液 相 色 谱 (Ultra 
performance liquid chromatography，UPLC)对菌液

样本进行反相色谱分离，其次运用四极杆飞行时间

质谱仪进行一二级质谱扫描，提取代谢物母离子以

及碎片离子信息，然后运用主成分分析(Principal 
component analysis，PCA)及正交偏最小二乘判别

分析(Orthogonal partial least squares discriminant 
analysis，OPLS-DA)鉴定两组样本差异的显著性，

最后根据一二级质谱扫描信息匹配公共数据库找

出组间的潜在生物标志物及可能代谢途径。 
1.6.1  色谱条件 

色谱分离，采用 Waters 公司的 UPLC 对菌液

样本进行分析。梯度系统的条件分别见表 1。 
1.6.2  反相色谱分离条件 

色谱柱：Waters UPLC HSS T3 (1.8 μm2.1 mm 
100 mm)。 

 
表 1  C18 反相色谱测定离子洗脱程序 
Table 1  The gradient conditions for reversed phase C18 
separation for ion 

Time (min) A (%) B (%) 
0 100 0 
1 100 0 
7 0 100 

11 0 100 
14 100 0 

 

流动相：A (水，0.1%甲酸)和 B (乙腈，0.1%
甲酸)；洗脱程序见表 1，流速：0.3 mL/min；进样

量为 1.0 µL；柱温：45 °C。 
1.6.3  质谱条件 

质谱分析采用装备了热电喷雾离子源的飞行

时间质谱仪。正负离子离子源电压分别为 3.7 kV
和 2.2 kV。毛细管加热温度 320 °C。鞘气压力

30 psi，辅助气压力 10 psi。容积加热蒸发温度

300 °C。鞘气和辅助气均为氮气。碰撞气为氮气，

压力为 1.5 mTorr。液质系统由 MassLynx 4.1 软件

控制，数据采集也由该软件操作。 
质谱数据的采集方法利用的是 Waters 质谱仪

高分辨质谱正负离子模式下的全信息串联质谱

(MSE)数据采集模式。MSE 检测时通过低能量和高

能量两种模式进行交替扫描。低能量模式进行一级

质谱扫描，能量为 15 eV，质谱检测器采集检测物

的分子离子峰，记录母离子质荷比、离子强度等信

息；高能量模式进行二级质谱扫描，能量为 45 eV，

这时气态离子发生碰撞，碎裂成子离子碎片，通过

分析化学键断裂位置及断裂形成的离子碎片大小

辅助定性鉴别。MSE 数据采集模式通过母离子与其

碎片离子具有相同色谱行为的特性进行母-子离子

的关联归属。 
1.6.4  质量控制 

为了评价样品采集过程中系统的稳定性和重

复性，将所有样本均移取固定体积混合均匀后得到

质控样本。实验首先采用 5 个空白样本平衡色谱

柱，再采用 3 个质控样本平衡柱条件，然后每间隔

3 个样本后插入 1 个质控样本以监测系统的稳定性

及重复性。同时计算质控样本中提取的代谢特征的

变异系数值，删除变异系数超过 15%的代谢特征。 
1.6.5  数据处理 

所有采集好的数据，无论是正离子还是负离子

模式，均采用 Progenesis QI 软件处理，包括的步

骤依次为导入原始数据、峰对齐、峰提取、归一化

处理，最终形成保留时间、质荷比和峰强度的表格。

色谱柱自动峰采集时长为 14 min，峰提取的强度
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限定为模式 1。对采集过程中得到的各种加合离子

相关参数进行解卷积。运用 Simca 软件对采集的离

子数据进行 PCA 分析及 OPLS-DA 分析。 
1.6.6  差异性代谢物的鉴定 

为寻找两组间的差异生物标志物，本实验采用

OPLS-DA 模型的变量重要性值(Variable importance 
in the projection，VIP) (阈值>1)筛选出代谢物，并

结合 ANOVA 分析的 P 值(P<0.05)来寻找显著性差

异生物标志物。差异生物标志物的定性方法为：搜

索 公 共 数 据 库 METLIN (https://metlin.scripps. 
edu)、ECMDB (http://www.ecmdb.ca)、LIPID MAPS 
(https://www.lipidmaps.org)及 KEGG (https://www. 
kegg.jp)，比较质谱的质荷比 m/z 或者精确分子质

量 Mass，误差限制 0.01 kD，并根据二级图谱中特

征碎片离子进行辅助定性鉴别，最后找出其可能的

代谢途径。 

2  结果与分析 

2.1  质控评估结果 
采用无监督技术 PCA 分析对质控样本进行分

析。质控样本是相同的成分，若系统重复性好，质

控样本应该在 PCA 得分图中聚在一起。在图 1、2
中分别显示了 ESI 反相色谱正离子、负离子分离的

PCA 得分图，其中每组图中横坐标代表第一主成

分，纵坐标代表第二主成分，椭圆内代表主成分积

分 值 9 5 % 可 信 区 间 范 围 ， 其 中 q c  ( Q u a l i t y  
 

 
 

图 1  正离子模式质控样本评估 
Figure 1  Quality control in positive ion mode 

 

 
 

图 2  负离子模式质控样本评估 
Figure 2  Quality control in negative ion mode 

 
control)代表质控样本，Sample 代表普通样本。相

对聚集在一起的 qc 样品表明，系统重复性好，所

采集的数据满足质控要求。 

2.2  总离子流图 
图 3、4 依次为反相色谱正离子、负离子模式

下的总离子流图。每幅图中的 A 图为搭载组总离

子流图，B 图为地面对照组总离子流图。其中正离

子模式下有 448 个特征峰被保留，负离子模式下有

427 个特征峰被保留。从图中可看出，无论是正离

子模式下的总离子流图，还是负离子模式下的总离

子流图，搭载组与地面对照组整体离子变化趋势大

体一致，但反应在个别细节处时有变化。 

2.3  两组样本统计分析 
2.3.1  PCA 分析结果 

两组样本 PCA 得分图(Scores plot)如图 5、6
所示，图 5 代表正离子 PCA 得分图，图 6 代表负

离子 PCA 得分图，每组图中 X 轴代表第一主成分，

Y 轴代表第二主成分，椭圆内代表主成分积分值

95%可信区间范围，绿色圆圈符号代表搭载组 6 个

样本，蓝色三角符号代表地面对照组 6 个样本。从

图 5、6 可以看出，搭载组(Space flight)和地面对照

组(Control)样本均在 95%可信区间内，虽然两组代

谢差异并没有明显分离，但整体反映出组间代谢谱

有明显差异。 
2.3.2  OPLS-DA 分析结果 

OPLS-DA 得分图(Scores plot)如图 7、8 所示。 
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图 3  正离子模式总离子流图 
Figure 3  Total ion current map in positive ion mode  
注：A：搭载组总离子流图；B：地面对照组总离子流图. 
Note: A: Total ion current map of space flight; B: Total ion current map of ground control. 

 

 
 

图 4  负离子模式总离子流图 
Figure 4  Total ion current map in negative ion mode   
注：A：搭载组总离子流图；B：地面对照组总离子流图. 
Note: A: Total ion current map of space flight; B: Total ion current map of ground control. 

图 7 代表正离子 OPLS-DA 得分图，图 8 代表负离

子 OPLS-DA 得分图，图中圆圈符号代表搭载组   
6 个样本，三角符号代表地面对照组 6 个样本，椭

圆内代表 OPLS-DA 积分值 95%可信区间范围。从

正、负离子 OPLS-DA 得分图可以看出搭载组样本

(Space flight)和地面对照组样本(Control)显著分成

两群，且均在 95%可信区间内，两组代谢谱有明

显组间差异。 
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图 5  正离子模式 PCA 得分图 
Figure 5  PCA scores plot in positive ion mode 

 

 
 

图 6  负离子模式 PCA 得分图 
Figure 6  PCA scores plot in negative ion mode 

 

 
 

图 7  正离子模式 OPLS-DA 得分图 
Figure 7  OPLS-DA scores plot in positive ion mode 
 
2.4  潜在差异生物标志物鉴定分析 

通过对差异代谢物的定性共找出 12 种显著差

异生物标志物。其中，正离子模式下有 5 种，负离

子模式下有 7 种，根据差异代谢物一二级质谱信息

代入公共数据库中匹配其分子式及可能的代谢途 

 
 

图 8  负离子模式 OPLS-DA 得分图 
Figure 8  OPLS-DA scores plot in negative ion mode 

 
径如表 2 所示。通过代谢物质谱峰的峰面积(丰度)
进行定量，如图 9 所示，这 12 种细菌代谢物的水

平发生了明显改变，搭载组与地面对照组相比，除

右 -3- 羟 基 - 十 八 烷 酸 [(R)-3-Hydroxy-octadecanoic 
acid]代谢水平下调，其余 11 种生物标志物代谢水

平均呈上调趋势。 

3  讨论与结论 
在本研究中，如图 9 所示，搭载组大肠杆菌与

地面对照组相比，共发现了 11 种潜在生物标志物代

谢上调，1 种生物标志物代谢下调，整体代谢水平

呈上调趋势。在上调的 11 种生物标志物中，我们

发现参与甘油磷脂代谢的 5 种溶血磷脂酰乙醇胺

(Lyso PE)和 2 种溶血磷脂酰胆碱(Lyso PC)代谢上

调，磷脂酰胆碱(Phosphatidyl cholines，PC)和磷脂酰

乙醇胺(Phosphatidyl ethanolamine，PE)是构成生物细

胞膜双分子层的重要磷脂分子[8]，而 Lyso PE 和 Lyso 
PC 通常则是由 PC 和 PE 通过磷脂酶水解得到。

Lyso PE 和 Lyso PC 代谢上调表明搭载组大肠杆菌

细胞膜磷脂代谢水平增加，潜在生物膜形成能力

可能增加。我们课题组在模拟微重力条件下对大

肠杆菌的研究中发现模拟微重力组生物膜形成能

力增加[9]。 
其次，在搭载组我们也发现 4 种与能量代谢相

关的生物标志物含量上调，它们分别是 3′-一磷酸

腺苷(3′-AMP)、黄素腺嘌呤二核苷酸(Flavin adenine 
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表 2  组间显著差异代谢物及可能的代谢途径 
Table 2  Significantly different metabolites and possible metabolic pathways 

模式
Mode 

质荷比 
m/z 

碎片离子 
MSE fragment ions 

保留时间 
Retention time (min)

代谢物名称 
Accepted description 

分子式 
Formula 

相关代谢途径 
Related pathway 

ESI+ 480.308 886 7 339.291 0, 
149.025 3, 116.977 4 

8.45 LysoPE (18:1 (11Z)/0:0) C23H46NO7P 甘油磷脂代谢 
Glycerophospholipid
metabolism 

452.277 467 2 311.260 2, 
149.022 9, 119.086 7 

7.28 LysoPE (16:1 (9Z)/0:0) C21H42NO7P 甘油磷脂代谢 
Glycerophospholipid
metabolism 

466.293 236 4 325.273 7, 
200.202 3, 149.026 8 

7.94 LysoPC (14:1 (9Z)) C22H44NO7P 甘油磷脂代谢 
Glycerophospholipid
metabolism 

664.116 564 0 428.038 9, 
524.058 4, 136.062 5 

1.52 Fenugreekine C21H27N7O14P2 能量代谢 
Energy metabolism

348.070 754 0 235.121 2, 
136.062 5, 110.071 9 

1.52 3ʹ-AMP C10H14N5O7P 嘌呤代谢 
Purine metabolism 

ESI– 299.258 331 1 281.246 8, 
267.232 1, 253.216 9 

9.34 (R)-3-Hydroxy- 
octadecanoic acid 

C18H36O3 脂肪酸代谢 
Fatty acid metabolism

784.148 965 9 655.251 3, 
569.291 3, 128.034 4 

3.45 FAD C27H33N9O15P2 能量代谢 
Energy metabolism

464.277 554 0 267.232 6, 
253.216 6, 196.038 5 

7.96 LysoPC (14:1 (9Z)) C22H44NO7P 甘油磷脂代谢 
Glycerophospholipid
metabolism 

424.246 319 4 374.244 2, 
253.216 1, 227.201 4 

7.01 LysoPE (0:0/14:0) C19H40NO7P 甘油磷脂代谢 
Glycerophospholipid
metabolism 

450.261 896 6 253.217 1, 
215.008 4, 199.038 6, 

7.34 LysoPE (16:1 (9Z)/0:0) C21H42NO7P 甘油磷脂代谢 
Glycerophospholipid
metabolism 

478.293 216 9 281.247 4, 
253.217 1, 196.037 2 

8.46 LysoPE (18:1 (11Z)/0:0) C23H46NO7P 甘油磷脂代谢 
Glycerophospholipid
metabolism 

218.102 677 2 180.103 3, 
128.033 5, 88.047 0 

3.40 Pantothenic acid C9H17NO5 能量代谢 
Energy metabolism

 

 
 

图 9  12 种显著差异生物标志物 
Figure 9  12 significant difference biomarkers 
Note: *: P<0.05; **: P<0.01. 

dinuclea tide，FAD)、葫芦巴肽脂(Fenugreekine)和

泛酸(Pantothenic acid)。3′-AMP 参与嘌呤代谢，可

由 ATP 水解转化生成[10]，FAD 是三羧酸循环中的

一种重要黄素辅基，参与能量代谢中的电子传递及

氧化磷酸化过程[11]，Fenugreekine 属于嘌呤核苷酸

糖类有机化合物，即它是由嘌呤核苷酸末端磷酸基

团结合到糖类衍生物所生成，有研究表明它能促进

能量代谢中葡萄糖转运和碳水化合物的吸收[12]，

泛酸(Pantothenic acid)是形成 CoA 的重要组成部

分，而 CoA 参与糖、脂肪、蛋白质和能量代谢，

是生物体能量提供的重要物质[13]。以上 4 种物质

都与细菌的能量代谢密切相关。搭载组大肠杆菌

3′-AMP、FAD、Fenugreekine 和 Pantothenic acid
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代谢水平提高高度说明搭载组大肠杆菌能量代谢

旺盛，结合细胞膜形成相关甘油磷脂代谢水平提

高，潜在提示搭载组大肠杆菌增殖能力可能增强。

Zea 等[14]在国际空间站针对大肠杆菌的研究中发

现空间站搭载的大肠杆菌相对于地面对照组存活

率有明显提高，而且这些大肠杆菌能够在通常条件

下抑制其生长的庆大霉素硫酸盐中生长，细胞聚集

能力增加，潜在生物膜形成能力增加，这些都证实

了之前的推断。 

最后，在鉴定的潜在生物标志物中，我们发现

了 一 种 标 志 物 在 搭 载 组 代 谢 水 平 下 调 ， 就 是

(R)-3-Hydroxy-octadecanoic acid ， 其 中 文 名 是

(R)-3-羟基-十八烷酸，它是脂肪酸生物合成的中间

体，参与脂肪酸代谢[15]。搭载组大肠杆菌(R)-3-羟
基-十八烷酸代谢下调提示脂肪酸合成相关通路代

谢水平下调，相反提示能量代谢相关通路代谢水平

可能上调，再结合之前有关能量代谢的相关生物标

志物的推论，我们由此推测搭载组大肠杆菌能量代

谢水平提高，潜在增殖水平可能提高。 
当然，究竟是何种因素导致太空环境下大肠杆

菌能量代谢和甘油磷脂相关标志物代谢水平提高目

前还不十分清楚。然而也有研究指出在太空环境下

大肠杆菌的增殖速率下降，生长变缓[16]。由于“实践

十号”卫星的辐射剂量为 0.26 mGy/d，属于辐射水平

较大的太空飞行，而上述大肠杆菌实验是在“神舟十

号”舱内进行，辐射水平低，这提示太空辐射可能是

影响大肠杆菌增殖水平的重要因素之一。然而，究

竟是否是辐射因素导致上述代谢水平变化还需后续

一系列实验研究。相信随着对空间环境下致病微生

物不断深入的研究，可为航天员未来在轨作业以及

长时间太空驻留提供重要安全保障和理论基础。 
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