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主成分分析法在花生四烯酸高产菌株

代谢组学研究中的应用

李若昕 1 , 2，金明杰 2，彭 超 2，潘晨亮 2，李 霜 2，黄 和 2

(1.华东理工大学 生物反应器工程国家重点实验室，上海      200237；
2.南京工业大学制药与生命科学学院，江苏 南京      210009)

摘   要：利用主成分分析法对于三株花生四烯酸高产高山被孢霉菌株的 GC-MS 谱图信息进行了分析，以菌株间通

含的 18 种代谢组分为原始指标，提取出两个主成分变量，在二元主成分平面图上实现了对三个具有不同性状菌株

的良好区分，同时发现主成分 1 可能为指向花生四烯酸积累的主成分指标，主成分 2 可能为指向菌体生长的主成分

指标 。
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Abstract ：The information on GC-MS spectra of three strains of high arachidonic acid-producing Mortierella alpine was

analysed by principal component analysis, using 18 common metabolites as the original variables. Two principal components

are got and the three strains with different characters are distinguished. At the same time, principal component 1 is found to be

corresponded with arachidonic acid accumulation and principal component 2 is corresponded with biomass yield.
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代谢组学分析[1]是对一个生物系统中所有低分子量

代谢物质进行全面的定性定量分析。在微生物代谢工程

学中应用[2]目的是从代谢物水平上分析基因变化，结合

转录组学及蛋白质组学以优化细胞体系，提升微生物发

酵生产能力。花生四烯酸[3 ]( a r ach idon ic  ac id，简称

AA，即 5,8,11,14- 二十碳四烯酸)是人体前列腺素合成的

重要前体物质，在抗血栓、降血脂、抗癌、促进婴

幼儿脑组织发育等方面作用显著。虽然微生物发酵法生

产花生四烯酸解决了传统化学合成法与生物提取法成本

昂贵等问题[ 4 -5 ]，但是一直面临着生产投入大，原料利

用率低等技术问题。本实验运用 S A S 统计学软件，对

由 GC-MS 检测得到的三株 AA 高产菌株在合成花生四烯

酸过程中所获得的各种通含胞内代谢中间产物进行主成

分分析[ 6 -7 ]，以探索高产菌株间代谢异同，从而为从代

谢组学层次进一步提升花生四烯酸发酵生产能力提供理

论和方法依据[8 -9 ]。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

四氢呋喃    上海试四赫维化工有限公司；二甲基

甲酰胺    国药集团化学试剂有限公司；所有试剂均为分

析 纯 。

全温摇瓶柜 HYG-A    太仓实验仪器厂；超低温冰

箱    Pieer 公司；GC2000 DSQ 气质联用色谱仪    美国

Thermo finnigan trace 公司。

1.2 样品来源及制备
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高山被孢霉菌(Mortierella alpina)Y1、Y2、Y3。
胞内代谢组提取方法：快速取样后，分别用 0.9%

NaCl 与 60% 甲醇(－ 40℃)清洗，于 60% 甲醇－ 80℃冷冻

10min，拣出菌球转入装有 75% 乙醇的冷冻管中，于 80℃
水浴保温 30min，冷却后超声破碎，破碎后的样本真空

干燥，用二次蒸馏水溶解、离心分离，取上层清液真

空干燥，加入四氢呋喃与衍生化试剂，8 5℃反应 1 h，
进行 GC-MS 检测。

1.3 分析方法

1.3.1 胞内代谢组 GC-MS 检测条件

GC-MS 条件：DB-5MS 毛细管柱(30m × 0.32mm，

0.25μm)；进样室温度 250℃，检测器温度 250℃；载

气为氦气，载气流速 1ml/min；进样量 1μl，未分流进

样； 程序升温：初始温度为 150℃，保持 2min，升温

3～280℃/min；传输线温度为 250℃，离子源温度为 200
℃；EI 源 70eV；扫描范围 50～600amu。

1.3.2 指标测定

生物量测定采用菌丝体干重法。将摇瓶发酵的培养

物抽滤，并用蒸馏水洗涤 3 次。抽干后，6 0℃烘干至

恒重(含水量在 4 % 以下)，称重。

菌体总油脂采用索氏提取法提取油脂中花生四烯酸含

量的测定，首先将花生四烯酸甲酯化后用 GC-MS 检测。

2 结果与分析

2.1 指标选取

利用 GC-MS 对三株花生四烯酸高产菌高山被孢霉菌

株代谢组定性定量分析，得到了菌株间通含的 30 种代谢

中间产物及其峰面积。以菌株为研究对象，选取通含

物质作为指标变量，以峰面积作为定量数据，结果见

表 1 。

2.2 主成分选择与建模

调用 Statist ics 模块对原始变量进行预处理，得到

指标与对象间基本情况，再运用 Principal Components 指
令 ， 预 设 主 成 分 为 3 ， 运 行 得 到 主 成 分 特 征 根

(eigenvalue)及解释方差贡献率(proportion)(表 2)。可看

出前两个主成分的累积方差贡献率达到 100%，即设定

两个主成份能够代表整体数据的信息特征。

以图 1 为主成分设定量，再次运行 Principal Compo-
nents 指令进行主成分分析，得到的各原始变量对于各

个主成分的因子载荷量的贡献率如表 3 所示。

菌株
指标

Y1 Y2 Y3
V1前列腺素 90216 166325 40930
V2胱氨酸 143310 271735 96476
V3赖氨酸 222709 67023 80512

V4辛酸 82746 66645 78482
V5阿糖腺苷 70622 95980 79458
V6没食子酸 76442 71082 206029
V7天冬酰胺 77548 92077 11949

V8蝶啶 123435 58814 78251
V9葡萄糖 67249 62550 204982
V10缬氨酸 98577 99294 113009
V11丁酸 68002 63859 101607
V12丁醇 182595 76097 106476

V13甘氨酸 350522 77062 114198
V14半乳糖 135414 44376 65777
V15乙酸 79676 210260 187218
V16磷酸 65342 100248 150495

V17棕榈酸 103198 400208 271805
V18硬脂酸 67553 103573 141572

表1    变量赋值

Table 1     Evaluate of variables

相关系数矩阵特征根

特征值 方差 方差百分比(%) 累计方差百分比(%)
1 11.0168289 4.0336578 0.6120 0.6120
2 6.9831711 6.9831711 0.3880 1.0000
3 0.0000000 0.0000 1.0000

表2   主成分评价

Table 2  Estimate of principal components

特征向量 V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V11 V12 V13 V14 V15 V16 V17 V18
Print1 0.288666 －0.090575 0.301091 0.221268 －0.239103 －0.129894 0.091857 0.291560 －0.131529 －0.150244 －0.111915 0.292806 0.300251 0.296198 －0.299005 －0.236147 －0.277166 －0.251710
Print2 0.108356 －0.360914 0.013428 0.256830 －0.230235 0.341443 －0.360403 0.095351 0.340454 0.328008 0.351342 0.089126 0.031271 0.069219 －0.046427 0.234999 －0.148348 0.207957

表3    变量对主成分贡献

Table 3    Contribution of variables to principal components

通过贡献率大小可以得到各个主成分因子的指代含

义，以及原始变量的指向分类。以贡献率绝对值大于

0.25 作为判断指向依据。

指向 Print1 的原始变量有：V1(前列腺素)、V3(赖
氨酸)、V8(蝶啶)、V12(丁醇)、V13(甘氨酸)、V14(半
乳糖)、V15(乙酸)、V17(棕榈酸)、V18(硬脂酸)；指向

Print2 的原始变量有：V2(胱氨酸)、V6(没食子酸)、V7
(天冬酰胺)、V9(葡萄糖)、V10(缬氨酸)、V11(丁酸)；
指向不明显的原始变量有：V4(辛酸)、V5(阿糖腺苷)、
V16(磷酸)。尽管 V4对 Print1贡献率为 0.256830超过 0.25
但由于与其对 Print2 贡献率 0.221268 差别过小，故仍作

为指向性不明显变量。

运用 SAS 软件进行主成分分析所得到的统计量描述

矩阵、全部解释方差矩阵、主成分荷载矩阵，经过计
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算，得到原始数据带入系数及标准化后的带入系数。标

准化后的综合评价得分方程如下：

Print1=0.288666V1+0.301091V3+0.291560V8+
0.292806V12+0.300251V13+0.296198V14－0.299005V15
－ 0.236147V16－0.277166 V17－0.251710V18+0.221268V4
－ 0.239103V5－0.236147V16

Print2=0.360914V2+0.341443V6－0.360403V7+
0.340454V9+0.328008V10+0.351342V11+0.256830V4－

0.230235V5+0.234999V16

3 结  论

3.1 数据汇总

将原始变量数值带入主成份数学模型后可得三菌株

各自主成份得分，汇总各项发酵得率指标如表 4 所示。

结果表明，三菌株中 AA 在油脂中的含量在 50%～60%
之间，AA 产量为 9～12g/L。证明了三个菌株均为花生

四烯高产菌株。

3.2 二元主成分散点图

以 Print1 为横坐标、Print2 为纵坐标绘制三个诱变

菌株散点图，结果如图 1 所示。

由图 1 可知，两个主成分之间没有明显的相关变

化，说明主成分间相关度很底，主成分选取成功。该

图展现了不同分析对象的分布情况，通过主成分分析三

个诱变菌株得到良好区分。另外由于三个菌株均为花生

四烯高产菌株，则三点所在区域即为花生四烯高产区

域 。

3.3 主成分 1 与 AA 积累关系

主成分 1 得分与 AA 在油脂中的含量之间的关系见

图 2～3。图 2～3 结果表明，AA 在油脂中的含量和 AA
产量都随主成分 1 得分的升高而升高，可推测不同菌株

或不同培养条件下主成分 1 得分的高低能够在一定程度

上反映 AA 在油脂中含量和 AA 产量，即指向主成分 1
的各胞内代谢产物指标(前列腺素、赖氨酸、蝶啶、丁

醇、甘氨酸、半乳糖、乙酸、棕榈酸、硬脂酸 ) 的联

动变化影响了 AA 的积累。因此主成分 1 可能为指向 AA
积累的主成分指标。

3.4 主成分 2 与菌体生长关系

主成分 2 与菌体干重之间的关系见图 4。由图 4 可

知，菌体干重随主成分 2 得分的升高而升高，可推测不

Print1 Print2 菌体干重(g/L) 油脂含量(%) AA在油脂中含量(%) AA产量(g/L)
Y1 246348.870718691229 45897.966636 34.19 55.72 60.01 11.42
Y2 80450.603728 － 23383.537515 31.77 54.39 58.97 10.19
Y3 20354.546622 211003.463765 37.68 52.11 50.36 9.88

表4   主成分得分与主要发酵得率指标汇总

Table 4  Data of principal component score and fermentation yield

图1    主成分散点图

Fig.1      Scatter diagram of principal components
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图2    主成分1得分与AA在油脂中含量作图

Fig.2     Plot of principal 1 score to AA content in oil
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图3    主成分1得分与AA产量作图

Fig.3      Plot of principal 1 score to AA yield
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同菌株或不同培养条件下主成分得分的高低能够在一定

程度上反映菌体生长的水平，即指向主成分 2 的各胞内
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代谢产物指标 ( 胱氨酸、没食子酸、天冬酰胺、葡萄

糖、缬氨酸和丁酸)的联动变化影响了菌体生长。因此

主成分 2 可能为指向菌体生长的主成分指标。
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