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摘  要 : 同位素稀释质谱检测法 (IDMS) 是目前进行胞内代谢物浓度高通量检测精度最高的一种方法，这个

方法的关键就是制备待检测代谢物对应的 13C 全标记的标品。传统制备 13C 全标记标品的方法是采用批培养的

模式获取，但该方法所制备的胞内代谢物浓度通常较低。通过以 13C 全位标记葡萄糖作为唯一碳源培养毕赤酵

母 G/DSEL 菌种，采用 13C 全位标记葡萄糖脉冲刺激法，结合快速取样淬灭方法的新方法，成功制备了带 13C

标记标品并提高了其浓度。经液质联用 (LC-MS) 与气质联用 (GC-MS) 结果分析，与传统制备方法相比，胞

内大部分有机酸、磷酸糖、氨基酸和核苷酸类物质的浓度实现了约 2–10 倍的提高。因此底物脉冲法可以有效

提高 13C 全标葡萄糖的单位利用率，并能实现对胞内部分含量低于仪器检测限的代谢物的检测。 

关键词 : 毕赤酵母 G/DSEL，IDMS 标品，底物脉冲，快速取样，液质联用，气质联用 

Preparation of isotope dilution mass spectrometry standards 
based on glucose pulse 
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Abstract:  Isotope Dilution Mass Spectrometry (IDMS) is the most accurate method for high-throughput detection of 

intracellular metabolite concentrations, and the key is getting the corresponding fully uniformly(U) 13C-labeled metabolites 

to be measured. The conventional procedure for getting fully U 13C-labeled metabolites is through batch cultivation, but 

intracellular metabolites concentrations by this method are generally low. By applying U 13C-labeled glucose pulse, 

·生物技术与方法·
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combined with fast sampling and quenching, mixture of fully U 13C-labeled intracellular metabolites was successfully 

extracted with higher concentration from Pichia pastoris G/DSEL fed with fully U 13C-labeled glucose as only carbon 

source. Quantitative results from liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS) and gas chromatography 

tandem mass spectrometry (GC-MS) show that concentrations of organic acids, sugar phosphates, amino acids and 

nucleotides were 2–10 folds higher than those without glucose pulse. Therefore, the glucose pulse method can efficiently 

improve the usage of fully U 13C-labeled glucose converting to 13C-labeled metabolites, and achieve the detection of 

intracellular metabolites with lower concentrate than the instrument detection limit. 

Keywords:  Pichia pastoris G/DSEL, IDMS standard, substrates pulse, fast sampling, LC-MS, GC-MS 

为高效获取微生物代谢工程改造所需信息，

需要对其代谢途径及途径酶的胞内 (in vivo) 动

力学特性有全面的了解。可以通过恒化培养获得

处于稳态期的细胞，利用底物脉冲结合快速取样

淬灭和胞内代谢物提取技术，快速获取胞内代谢

物浓度动态变化，从而获取催化相应代谢反应的

酶的动力学信息[1-3]。然而如何快速准确测量胞

内代谢物浓度是一个难题，主要是因为通常情况

下胞内代谢物浓度较低，加之提取回收过程中胞

内代谢物的稀释也加剧了检测的难度[4]。 

在众多的检测方法之中，同位素稀释质谱检

测法 (IDMS)[4]是目前进行胞内代谢物浓度高通

量检测精度最高的一种方法。Wu 等[5]在液质联

用检测基础上，通过引入同位素稀释质谱检测技

术，以 13C 全标葡萄糖培养的酵母细胞抽提物为

内标，大大提高了胞内代谢物浓度的检测精度。

该方法的关键就是待检测代谢物对应的 13C 标

品。由于这些标品相对昂贵并且有些代谢物的对

应标品甚至无商品化产品，因此 13C 胞内中间代

谢物的制备成为 IDMS 方法的关键技术之一。 

毕赤酵母由于其具有生长快、培养基成分明

确简单的特点[6]，在制备 IDMS 标品时被广泛采

用。传统的 IDMS 标品制备方法是采用批发酵的

模式，在发酵结束后收集菌体进行处理，但此时

菌体处于饥饿状态，极易造成胞内磷酸糖类物质 

被消耗，导致浓度过低。通过外界瞬间高浓度底

物脉冲，相应的胞内代谢物会产生动态响应[7-10]，

部分胞内代谢物浓度会出现短暂的升高。因此本

文主要采用 13C 全标记葡萄糖脉冲来制备 IDMS

标品，在批发酵结束时，用一定浓度的底物脉冲，

之后进行快速取样淬灭操作。这种方式极大地改

善了传统培养方法引起的磷酸糖类物质和能量

类物质浓度偏低的问题。 

1  材料 

1.1  培养基成分 

培养基组成：13C 全标葡萄糖 20 g，K2SO4 

18.2 g/L，CaCl2 0.93 g/L，KOH 4.13 g/L，

MgSO4·7H2O 14.9 g/L，PTM1 12.0 mL/L，85% 

H3PO4 26.8 mL/L，消泡剂 1 mL/L。 

PTM1 组成：CuSO4·5H2O 6.0 g/L，KI 0.08 g/L，

CoCl2 0.5 g/L，NaMoO4·2H2O 0.2 g/L，MnSO4·H2O 

3.0 g/L，H3BO3 0.02 g/L，ZnCl2 20.0 g/L，FeSO4·7H2O 

65.0 g/L，生物素 0.2 g/L，浓 H2SO4 5 mL/g。 

1.2  菌种 

毕赤酵母G/DSEL为产β-半乳糖苷酶重组菌株，

由本实验室自行构建，构建方法详见文献[11]报道。 

2  方法 

2.1  培养方法 

本实验发酵罐使用国强公司 1 L 罐，装液量
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为 0.6 L，接种量为 1%，预先在 220 r/min、30 ℃

下将种子在摇瓶中培养 24 h，取 6 mL 离心去除上

清，加入 6 mL 生理盐水复溶，接入发酵罐，采用

OD600 测菌浓。整个过程使用 NaOH 溶液去除通气

中 CO2，通气量为 0.6 L/min (1 vvm)，批发酵搅拌

转速为 400 r/min，脉冲刺激实验前期搅拌转速为

300 r/min，为避免后期出现氧限制情况，在 15 h

左右将搅拌转速调为 400 r/min，控制发酵温度为

30 ℃，采用氨水控制 pH 在 5，罐压维持在 0.05 MPa。

对于整个发酵过程，使用 biostar 软件进行在线监

控，使用过程质谱仪(MAX300-LG，Extrel) 测定

尾气中 O2 和 CO2 的浓度。 

本实验在批发酵的基础之上采用底物 13C 全

标记葡萄糖分批脉冲。由于培养体积较大，单次

取样样品后处理时间较长，为尽量减少样品与冷

甲醇的接触时间，防止胞内代谢物大量泄露[12–14]，

本实验共分 4 次脉冲，单次脉冲 13C 全标葡萄糖浓

度均为 1.5 g/L。每次取样 0.15 L，分 4 次取完。

当溶氧 DO 开始回升 OUR 开始下降时进行 13C 全

标记葡萄糖脉冲，5 min 后开始快速取样操作。在

OUR、CER 再次下降时，进行第二次底物脉冲，

后续脉冲重复该步骤。未进行底物脉冲实验的底

物浓度等于进行底物脉冲刺激实验底物的浓度与

脉冲所用底物之和，其余条件一致。 

2.2  快速取样 

胞内代谢物浓度一般很低，而对应的酶反应

速度较快，因此需对取样的细胞进行快速淬   

灭[15-17]。快速取样淬灭方法在文献报道[18-20]的基

础上略微做了改进，具体如下：快速取出 150 mL

发酵液到 750 mL –80 ℃的 60%冷甲醇溶液中，

并记录取样前后冷甲醇溶液质量。然后均匀分装

至样品管，每个样品管装液量 45 mL，置于–20 ℃

离心机 4 000 r/min 离心 5 min。 

2.3  沸乙醇提取胞内代谢物 

将离心好的样品去除上清，迅速加入到 30 mL 

75 ℃的 75%乙醇溶液，漩涡振荡混匀，置于 95 ℃

水浴 4 min。后冷却，低温离心收集上清。 

2.4  浓缩分装 

将离心后收集的上清液分别经旋转蒸发仪

浓缩至 1 mL 后，混合定容至 80 mL，然后分装

至 530 个 1.5 mL EP 管中，每管装液量为 150 μL,

置于–80 ℃冰箱内保存，同时取部分制备的标品

进样 LC-MS/MS 和 GC-MS 检测分析结果。 

2.5  质谱分析方法 

2.5.1  LC-MS 分析 

测定胞内有机酸、磷酸糖和核苷酸类采用

LC-MS/MS (Thermal Ultimate 3000 UPLC+ 

Thermal TSQ QUANTUM ULTRA) 分析，使用

文献报道的分析方法[21-22]并稍作修改。所用数据

处理软件为 Xcalibur (Thermo Scientific)。质谱采

用负离子 SRM (Selected Reaction Monitoring) 

模式。用直接进样法获取待测物的离子对和最优

质谱条件，其中毛细管温度为 270 ℃，雾化温度 

200 ℃，鞘气压力 15 Arb，辅助气压力 10 Arb，

喷雾电压 3 000 V。色谱部分：色谱柱 ACQUITY 

UPLC BEH C18，1.7 μm，2.1 mm×150 mm，柱温

25 ℃，流动相 A 为 5%乙腈加 5 mmol/L DBAA 

(二丁胺乙酸)，流动相 B 为 84%乙腈加 5 mmol/L 

DBAA。洗脱梯度如下：0 min 时 B 的比例为 0%；

0−20 min 时，流动相 B 的比例从 0%上升到 20%

维持 2 min 后再降到 0%并维持 10 min。流动相

流速为 0.2 mL/min。 

2.5.2  GC-MS 分析 

胞内氨基酸的测定采用 GC-MS，分析方法在文

献[23]基础上稍作修改。具体如下：取 100 µL 处理
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好的样品到气相小瓶中并加入 30 µL 100 mg/mL 

NaCl 放入–80 ℃冰箱 30 min 后冷冻抽干过夜。

加入 100 µL 乙腈和 100 µL 衍生剂 N-(特丁基二

甲基硅烷基 )-N-甲基三氟乙酰胺+1%叔丁基二

甲基氯硅烷 (MTBSTFA:TBDMSCL=99:1) 70 ℃

维持 60 min。冷却至室温后，离心取上清进样。

使用的仪器是 7890A GC (Agilent，Santa Clara，

CA ， USA) 串 联 5975C MSD 单 级 质 谱 

(Agilent，Santa Clara，CA，USA)。测定条件如

下：进样量 1 µL；使用的柱子：HP-5MS 30 m×   

0.25 mm×0.25 µm (5% phenyl methyl siloxane)非

极性弹性石英毛细管柱，升温程序：100 ℃维持

1 min 后以 10 ℃/min 的速度升温到 300 ℃并维

持 10 min。载气高纯氦流速 1 mL/min。传输线

温度 250 ℃，离子源温度 230 ℃，四极杆温度

150 ℃。EI 源电压 70 eV。为了准确定量采取 SIM 

(Selected ion monitoring，SIM) 模式，质谱扫描

范围为 1–1 050 amu。 

3  结果与讨论 

3.1  发酵过程宏观数据分析 

图 1 是未进行底物脉冲刺激实验和进行底

物脉冲刺激实验的整个发酵过程 DO 的变化曲

线，图中 1、2、3、4 分别代表 4 次底物脉冲，5

处表示搅拌转速提高。为避免在培养过程中出现

氧限制情况，故将搅拌转速从 300 r/min 提至 

400 r/min，此时 DO 上升。结合图 2，CER 和

OUR 在此时并未出现下降，因此 DO 的上升与

菌体的生理状态无关。脉冲实验在 18 h 左右开

始。此时 DO 开始回升，发酵罐内 13C 全标记葡

萄糖基本耗尽。第一次底物脉冲，DO 快速下降，

约 5 min 后开始快速取样。待 DO 再次回升后进

行第二次脉冲，依次类推，共进行 4 次脉冲。 

图 2 是未进行底物脉冲刺激实验和进行底

物脉冲刺激实验的整个发酵过程 CER 和 OUR 的

变化曲线。从图中可以看出两批实验平行性良

好，整个培养过程约为 20 h，经过约 10 h 的延

滞期后，CER 和 OUR 开始快速增加。因进行底

物脉冲的实验初始菌浓略低于未进行底物脉冲

的实验 (初糖浓度分别为 16.25 g/L 和 20 g/L)，

所以 CER和 OUR 下降的时间略早于未进行底物

脉冲的实验。通过 OD600 测出两批发酵液菌浓约

为 25 g/L。 

3.2  胞内代谢物浓度分析 

3.2.1  胞内有机酸 

图 3 是测定得到的未进行底物脉冲和进行

底物脉冲实验的胞内有机酸浓度对比情况。经过 

 
 

 
 

 

图 1  毕赤酵母发酵过程 DO 随时间变化关系 

Fig. 1  Relationship between DO and time in Pichia 
pastoris fermentation process. Note: 1 represent the 
first substrate pulse; 2 represent the second substrate 
pulse; 3 represent the third substrate pulse; 4 represent 
the fourth substrate pulse; 5 represent increase the 
stirring speed. 
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图 2  未底物脉冲与底物脉冲毕赤酵母发酵过程

CER 和 OUR 随时间变化情况 

Fig. 2  CER and OUR change along with Pichia 
pastoris fermentation process with and without 
substrate pulse. 
 

底物脉冲刺激后，胞内有机酸含量大幅提高，尤其

是苹果酸提高约 18 倍，其余有机酸均有 2–10 倍   

的提高。与传统未底物脉冲方法相比，在糖耗尽

后进行底物脉冲，瞬间提高的底物浓度被细胞摄

取，引起胞内代谢物含量迅速增加，在糖未耗尽

前快速取样淬灭，细胞胞内代谢物浓度仍维持在

较高水平。而传统方法是在发酵结束糖耗尽之后

进行取样，因此造成胞内代谢物浓度较低。 

3.2.2  胞内磷酸糖 

图 4 是测得的未进行底物脉冲和进行底物

脉冲的胞内磷酸糖类物质浓度对比。其中赤藓  

糖-4-磷酸提高幅度最大，约 10 倍左右，其他的

物质也有不同程度的提高。13C 全标记葡萄糖被

细胞摄取之后，首先经 EMP 途径和 PP 途径，

传统方法在糖耗尽后取样制备的标品中磷酸糖

类物质优先被代谢，因此浓度较低，而在底物脉

冲之后可使其维持浓度在较高水平。 

3.2.3  胞内氨基酸 

图 5 为测得的未进行底物脉冲和进行底物

脉冲的胞内氨基酸含量对比情况。从图中可以看 

 
 

图 3  底物脉冲与未底物脉冲胞内有机酸含量对比 

Fig. 3  Comparison of intracellular organic acids 
concentration with and without substrate pulse. 
 

 
 

图 4  底物脉冲与未底物脉冲胞内磷酸糖含量对比 

Fig. 4  Comparison of intracellular sugar phosphates 
concentration with and without substrate pulse. 
 

出，除天冬氨酸与组氨酸外，胞内大部分氨基酸

含量在底物脉冲后都有大幅度提高，尤其脯氨酸

和甘氨酸，均提高了约 15 倍。其余氨基酸含量

均有 2–5 倍的提高。因为胞内氨基酸代谢偶联胞

内中心碳代谢的部分代谢物，因此胞内磷酸糖类

物质和有机酸类物质浓度的提高引起相应氨基

酸浓度的增加。 

3.2.4  胞内核苷酸 

图 6 为测得的未进行底物脉冲和进行底物
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脉冲之后胞内核苷酸类物质浓度的对比情况。经

底物脉冲后，胞内 ATP、ADP、NADH 和 NAD

的含量都大大提高，但 AMP 的浓度相对于未脉

冲的实验出现了下降，其具体原因尚不清楚。 

 
 

 
 
 

图 5  底物脉冲与未底物脉冲胞内氨基酸含量对比 

Fig. 5  Comparison of intracellular amino acids 
concentration with and without substrate pulse. 
 
 

 
 
 

图 6  底物脉冲与未底物脉冲胞内核苷酸类物质含量

对比 

Fig. 6  Comparison of intracellular nucleotides 
concentration with and without substrate pulse. 

3.3  结果讨论 

通过以上结果的分析可见，经底物脉冲刺激

后，胞内中心碳代谢途径的大部分代谢物浓度均

有提高，与文献结果类似[24-25]。其原因分析为胞

外葡萄糖浓度瞬间提高之后，细胞摄取的葡萄糖

量迅速增加，经 EMP 途径，6-磷酸-葡萄酸、果

糖-1,6-二磷酸、3-磷酸甘油醛、3-磷酸甘油酸、

丙酮酸等代谢物浓度均有大幅提高；与此同时由

于 ATP 的含量大大提高，为各种合成反应也提

供了所需的能量。伴随着 3-磷酸甘油酸和丙酮酸

浓度的增加，分别与之偶联的丝氨酸、甘氨酸、

丙氨酸和缬氨酸含量也大幅提高。由于胞内 6-

磷酸葡糖酸浓度的增加，因此 PP 途径的部分代

谢物浓度也随之增加，其中核酮糖-5-磷酸和赤

藓糖-4-磷酸浓度提升幅度较大，而核糖-5-磷酸

浓度提升较小，因此以其为前体的组氨酸含量也

仅有略微增加。最后，由于丙酮酸的浓度提高了

2.5 倍左右，因此 TCA 循环的代谢物浓度也随之

增加，其中柠檬酸、α-酮戊二酸、草酰乙酸和苹

果酸的浓度提高幅度较大，因此以苹果酸为前体

的天冬氨酸、甲硫氨酸和苏氨酸浓度也相应提

高，以 α-酮戊二酸为前体的脯氨酸浓度得到极

大的提高。 

虽然经底物脉冲刺激之后，胞内中心碳代谢

的大部分代谢物浓度都得到提高，但是也有部分

代谢物的浓度出现了下降。图 7 为测得的未进行

底物脉冲和进行底物脉冲后出现浓度下降的代

谢物的对比情况。出现代谢物浓度下降的原因目

前尚不清楚，分析可能是由于 ATP 含量大大提

高，胞内某些处于抑制状态的合成途径被激活，

造成作为前体的部分代谢物浓度迅速降低。对于

部分代谢物浓度下降的真正原因需要进一步实验

验证，将作为本课题下一步研究的内容。 
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图 7  经底物脉冲后胞内浓度降低的代谢物 

Fig. 7  Metabolites which intracellular concentration 
decreased after substrate pulse. 
 

4  结论 

本文主要采用了 13C全标记葡萄糖作为唯一

碳源培养毕赤酵母 G/DSEL，基于葡萄糖脉冲并

结合快速取样淬灭技术制备 13C 标品。同时与传

统未采用底物脉冲的批发酵模式进行了对比，通

过 LC-MS/MS 与 GC-MS 的结果分析，主要比较

了两种方法制备的标品浓度差异。 

综上所述，进行底物脉冲制备 IDMS 13C 标

品可大幅提高标品的浓度，其快速取样点处于糖

未完全耗尽时，因此胞内中心碳代谢大部分代谢

物浓度均有大幅度的提高。因此，基于底物脉冲

制备 IDMS 13C 标品能极大改善传统批培养制备

标品浓度较低的问题，同时也能节约成本，提高

标品的利用率。此外，底物脉冲法对实现胞内部

分含量低于当前仪器检测限的代谢物的检测具

有重要的参考意义。 
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