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引　言

菌种选育在提高微生物产物产量和纯度、改变

菌株性状、改善发酵过程、改变合成途径获得新产

品等方面具有重要作用，而筛选是菌种选育过程成

败的一个关键步骤［１２］。现有菌种筛选方法如随机

筛选、理性化筛选等都具有烦琐、耗时、耗资、劳

动强度大等缺点。因此，寻找快速、方便、高通量

的菌种筛选方法是菌种选育亟需解决的问题。

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００７－０１－１１．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：ＣＨＥＮ Ｗｅｉ．犈－犿犪犻犾：ｃｈｅｎｇｕａｎｇｊｉａｎ

２３０＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

　

傅里叶变换红外光谱 （ＦＴＩＲ）能够通过检测

化学键中的分子振动和其他运动来测定一个样品的

全部组成［３］，具有快速、不需要试剂、高重现率、

便宜等优点［４］。早在１９７４年Ｓｔｒａｕｓｓ报道了ＦＴＩＲ

可用于新抗生素的筛选［５］。近年来，ＦＴＩＲ技术已



经被用于抗生素含量的测定［６］、菌株分离［３］、生物

医学研究［７］和毒性分析［８］等方面。红外光谱仪可以

测得菌体在特定时间代谢物的红外吸收光谱图，并

且红外光谱包含了样品中很多化学键或功能组分的

能量变化，给出了样品组成的几乎所有信息［９］，适

于不需要特殊目标代谢产物的指纹分析［７］，但

ＦＴＩＲ技术很难对所有波数下的吸收峰值进行分析。

而多元数据处理中的模式识别方法可以有效地实现

数据的降维及主要变量的提取，并且可以通过大量

样本的驯化建立专家预测系统，实现对未知样本的

分类预测。应用于代谢物组学数据处理的主要模式

识别方法包括无监督的模式识别方法ＰＣＡ、ＨＣＡ

等和有监督的模式识别方法ＡＮＮ 等。本文旨在探

讨ＦＴＩＲ技术结合代谢物组学分析方法在高通量筛

选菌株中的应用前景。

实验采用的菌株是从土壤分离所得的利迪链霉

菌 （犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犾狔犱犻犮狌狊）菌株 ＡＳ４．２５０１，它

所产的利迪链菌素［１０１１］具有良好的抗变异链球菌、

抗ＨＩＶＰＲ以及抗ＣＶＢ６的活性，并且它的其他代

谢产物也有很强的抗真菌活性［１２］，具有重要的应

用价值。本文通过ＰＣＡ、ＨＣＡ方法分析，试图对

出发菌株与基因阻断突变株进行区分，并在将不同

发酵时间的出发菌株正确分类的基础上，找到引起

分类的主要变量，即生物标志物 （ｂｉｏｍａｒｋｅｒ）；以

多个抗生素产量不同的利迪链霉菌菌体的红外吸收

光谱数据为自变量，以抗生素产量为因变量，用神

经网络的方法进行驯化得到专家系统，并利用该系

统对大量的诱变样本的利迪链菌素合成能力进行预

测，探索实现对利迪链霉菌诱变株进行高通量

筛选。

１　实验材料和方法

１１　实验菌株

利迪链霉菌ＡＳ４．２５０１；利迪链霉菌犛腺苷蛋

氨酸合成酶基因阻断突变株１；３氧酰基ＡＣＰ合

成酶Ⅱ基因阻断突变株２；紫外照射和硝酸复合

诱变突变株３；另外紫外照射后得到突变株

１０５个。

１２　生化试剂和仪器

傅里叶变换红外光谱仪 （ＦＴＩＲ８９００，Ｓｈｉｍａｄ

ｚｕ），玛瑙研钵，红外灯，压片模具，ＰＣＲ 仪

（ＰＣＲＥｘｐｒｅｓｓ），电热培养箱 （ＨＨ．ＢＥＥ６００）。

１３　实验方法

１．３．１　种子培养基的配制方法和菌体的准备　每

升种子培养基中含：可溶性淀粉３０ｇ，葡萄糖５ｇ，

酵母粉２ｇ，蛋白胨４ｇ，磷酸氢二钾１．５ｇ，硫酸

镁０．５ｇ，氯化钠０．５ｇ，自然ｐＨ。分装至２５０ｍｌ

的三角瓶中，每瓶５０ｍｌ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

基因阻断突变株和出发菌株在经过种子培养

后，在发酵培养的一定时间取样，４８００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，分离菌体和上清液。菌体用０．５％的

ＮａＣｌ溶液洗涤２次，冷冻干燥后保存在干燥器中

用于ＦＴＩＲ分析。紫外诱变菌株直接接种到发酵培

养基中培养８４ｈ后取样，后处理过程同上。上清

液用于抑菌活性的测定。

１．３．２　ＦＴＩＲ样品制备及分析　取３ｍｇ菌体样品

加入到１５０ｍｇ的 ＫＢｒ中，在玛瑙研钵中充分研

磨，用模具制备成ＫＢｒ晶片。将制好的ＫＢｒ片放

入傅里叶变换红外光谱仪中，在波数４０００～４００

ｃｍ－１的范围扫描，记录２０次扫描结果的平均值。

１４　数据处理

将原始数据组成犖×５１８矩阵，犖 为样本数，

列为红外光谱吸收波数，每个样本的观测值为对应

波数下的吸收峰丰度。为消除样本之间上样量不同

造成的影响，对数据进行归一化处理后，再进行化

学计量学数据处理，如下：

（１）主成分分析 （ＰＣＡ）：通过用ＰＣＡ得分图

中的聚类情况，判断能否将出发菌株与其基因阻断

突变株、同一菌株不同培养时间的菌体进行分离。

在ｓｃｏｒｅ图能正确聚类的基础上，再在投影图中找

到对分类贡献率比较大的波数范围，为ｂｉｏｍａｒｋｅｒ

的确定提供初步信息。

（２）等级聚类分析 （ＨＣＡ）：将出发菌株不同

培养时间菌体的红外吸收数据用 ＨＣＡ 进行分析。

输入的是６０×５１８的矩阵，其中６０个样本分别为

培养１２、２４、３６、４８、６０、７２ｈ的菌体各１０株，

５１８个变量为各波数下的红外吸收。根据 ＨＣＡ树

状图可以判断菌体在不同时间代谢情况的相似性。

（３）人工神经网络 （ＡＮＮ）：将产利迪链菌素

的利迪链霉菌ＡＳ４．２５０１以及不产利迪链菌素的３

个利迪链霉菌突变株的红外吸收数据 （各１０个样

本）进行训练，用训练后的模型对上述４个菌株的

另外各４个样本进行预测；并用紫外诱变得到的

１０５个菌株中的４８个进行训练，用训练后的模型

对另外５７个菌株进行预测，检验该方法应用于高
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通量筛选诱变株的可行性。

２　结果与讨论

２１　运用犉犜犐犚技术结合犘犆犃进行菌株高通量

筛选

　　对利迪链霉菌及其突变株菌体的ＦＴＩＲ数据进

行ＰＣＡ分析，得到１２、２４、３６、４８、６０、７２ｈ点

的ｓｃｏｒｅ图。图１为１２ｈ的ｓｃｏｒｅ图，从图上可以

看出，利迪链霉菌及其３个突变株都得到了很好的

区分。其他时间点 （ｓｃｏｒｅ图未列出）也有类似的

结果。Ｂｕｎｄｙ等
［１３］在２００５年基于分析代谢物组的

变化较好地区分了处于稳定期的不同来源的犅犪犮犻犾

犾狌狊犮犲狉犲狌狊，也有报道
［１４］指出利用代谢物组学分析

方法也很好地区分了不同单基因缺失的犛犪犮犮犺犪狉狅

犿狔犮犲狊犮犲狉犲狏犻狊犻犪犲菌株。因此基于代谢物组学分析

的ＦＴＩＲ技术结合ＰＣＡ，有助于将利迪链霉菌分

成不同的功能类别。

图１　利迪链霉菌及其突变株菌体红外

分析数据的ＰＣＡ得分图

Ｆｉｇ．１　ＰＣＡｄｅｒｉｖｅｄｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆＦＴＩＲｄａｔａｆｒｏｍ

犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犾狔犱犻犮狌狊ＡＳ４．２５０１

ａｎｄｉｔｓｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓａｔ１２ｈ

２５０１—ＡＳ４．２５０１；１—ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｏｆｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ

３ｏｘｏａｃｙｌＡＣＰｓｙｎｔｈａｓｅⅡ；２—ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｏｆｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ

犛ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ；３—ｍｕｔａｎｔ

ｓｔｒａｉｎｏｆｃｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｂｙｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔａｎｄｎｉｔｒｏｕｓａｃｉｄ

　

在不同的生理条件下，对同一菌株的代谢物组

学分析可能得到不同的结果。基于这种推测，利用

ＰＣＡ方法分析了同一菌株不同发酵时间的ＦＴＩＲ

数据，以区分处于不同发酵时间的菌体，获得了满

意的结果。图２是对ＡＳ４．２５０１原始菌株的ｓｃｏｒｅ

图，处于不同发酵时间的 ＡＳ４．２５０１得到了很好

的区分。３个突变株处于不同发酵时间的菌体也分

别得到了很好的区分 （图未列出）。随着发育进程，

生物体的代谢物积累也发生改变，而红外光谱足以

检测到这种变化。在所有的图谱中１０个重复的样

本非常紧密地聚集在一起，表明这个方法具有良好

的重现性。因此，运用ＦＴＩＲ技术结合ＰＣＡ 不但

可以区分不同基因型的菌株［１５］，而且可以区分同

一个菌株的不同发育阶段。

图２　利迪链霉菌ＡＳ４．２５０１不同发酵时间

菌体红外数据的ＰＣＡ得分图

Ｆｉｇ．２　ＰＣＡｄｅｒｉｖｅｄｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆＦＴＩＲｄａｔａ

ｆｒｏｍ犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犾狔犱犻犮狌狊ＡＳ４．２５０１
　

２２　利迪链霉菌合成利迪链菌素生物标志物的筛选

　　本实验室对利迪链霉菌的研究结果表明，经过

４８ｈ的种子培养，再转入发酵培养基中培养３６ｈ

后，在发酵液中才能检测到利迪链菌素。以后随着

发酵时间的延长，利迪链菌素的含量开始急剧上

升，发酵７２ｈ后上升速度降低。等级聚类分析的

结果 （图３）同样显示发酵１２ｈ和２４ｈ的菌体与

发酵３６ｈ的菌体确实存在很明显的差异，但是差

异随着发酵时间的延长逐渐变小。由图２可知，

ＰＣＡ可以很好地区分不同发酵时间的利迪链霉

菌ＡＳ４．２５０１菌体。因此，在用ＰＣＡ得分图能正

确分类的基础上，用ＰＣＡ投影图寻找ｂｉｏｍａｒｋｅｒ具

有可行性。对发酵１２ｈ对３６ｈ以及发酵２４ｈ对３６

ｈ的红外数据进行ＰＣＡ分析得到投影图 （图４）。

由图上可得，７９５～８１０ｃｍ
－１和１７８２～１７９７ｃｍ

－１

波数范围是利迪链霉菌合成利迪链菌素的特征

波长，有可能代为利迪链霉菌合成利迪链菌素

的ｂｉｏｍａｒｋｅｒ。７９５～８１０ｃｍ
－１属于指纹区的范

围，是Ｒ１Ｒ２ Ｃ ＣＨＲ３面外弯曲振动吸收的位置，
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图３　不同发酵时间利迪链霉菌ＡＳ４．２５０１菌体红外数据的等级聚类分析结果

Ｆｉｇ．３　ＨＣＡｄｅｒｉｖｅｄｐｌｏｔｏｆＦＴＩＲｄａｔａｆｒｏｍ犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犾狔犱犻犮狌狊

ＡＳ４．２５０１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅ
　

此结构在利迪链菌素的侧链部分存在；而１７８２～

１７９７ｃｍ－１属于羰基的特征吸收范围，与利迪链菌

素的结构中含有较多的 Ｃ Ｏ吻合。基于ＰＣＡ投

影图寻找ｂｉｏｍａｒｋｅｒ将有利于利迪链菌素高产菌株

的高通量筛选。

（ａ）

　

（ｂ）

图４　利迪链霉菌发酵１２ｈ和２４ｈ对３６ｈ的

菌体红外数据的ＰＣＡ投影图

Ｆｉｇ．４　ＰＣＡｄｅｒｉｖｅｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔｏｆＦＴＩＲｄａｔａ

ｆｒｏｍ犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犾狔犱犻犮狌狊ＡＳ４．２５０１

（ａ）１２ｈ狏狊３６ｈ；（ｂ）２４ｈ狏狊３６ｈ

　

２３　应用犃犖犖预测利迪链霉菌突变株的抗生素

生产能力

　　人工神经网络能够以一定数量的生物样本作为

训练样本建立数学模型，并具有强大的泛化能力，

从而对未知样本进行预测。本实验用３层的ｆｅｅｄ

ｆｏｒｗａｒｄｂａｃｋｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ神经网络 （节点数分别

设为５、１０和１，能产利迪链菌素的设犜＝１，不

能产利迪链菌素的设犜＝０），对能产利迪链菌素的

利迪链霉菌ＡＳ４．２５０１以及不能产利迪链菌素的３

个利迪链霉菌突变株各１０个样本的红外数据进行

训练，并用训练后的模型对上述４个菌株的另外各

４个样本进行预测，取得了令人满意的结果，如表

１所示。

上述结果表明，利用红外光谱技术结合人工神

经网络分析，有可能对利迪链霉菌的诱变菌株实现

高通量的筛选。因此，随机选取了１０５个紫外诱变

单菌落，进行抑菌活性的测定，活性的大小用抑菌

圈的直径表示。构建神经网络时，目标值的设定

为：具有最大抑菌活性的犜＝１，不产利迪链菌素

的犜＝０，其他的犜＝实际的抑菌圈直径／最大的抑

菌圈直径。随机用４８个样本进行人工神经网络训

练，对剩余的５７个样本进行预测分析。结果表明，

实际测定值与模拟值正负误差在２０％之内的达到

４５个，占预测总数的７８．９％，再加上５个不产利

迪链菌素突变株的预测值均低于０．５，预测的基本

准确率达到８７．７％。故应用ＡＮＮ预测利迪链霉菌

突变株的抗生素生产能力具有一定的可行性。

３　结　论

通过ＦＴＩＲ技术与ＰＣＡ的结合，有效地区分
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表１　人工神经网络预测的结果与实际结果的比较

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狊犻犿狌犾犪狋犲犱犪狀犱犪犮狋狌犪犾狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犲狊狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

Ａｃｔｕａｌｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆｓｔｒａｉｎｓ

Ｔｉｍｅｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ／ｈ
Ｓｉｍｕｌａｔｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｒａｉｎｓ

ｙｉｅｌｄｓｔｒｅｐｔｏｌｙｄｉｇｉｎ １２ ０．００５９０６１ －０．０００８７１７３ －０．００１５３９１ ０．００２８３０２

２４ －０．００３２５５８ ０．０１２３６ －０．０１２２４ ０．００９３３１５

３６ －０．００３３０５１ －０．０００７５４７６ －０．００６２８８６ －０．００２６５６３

４８ －０．００１４３７７ ０．００９７７４８ ０．００１９９４３ ０．００１３０９７

６０ １．３３２９×１０－６ －０．０００１４９５６ －３．０２８６×１０－５ ５．９３７６×１０－６

７２ ０．０２８２１１ －０．２３１５ ０．０４５９３３ ０．０４９５６１

ｎｏｔｙｉｅｌｄｓｔｒｅｐｔｏｌｙｄｉｇｉｎ １２ ０．９９９６２ ０．９９９９６ ０．９９９４１ ０．９９９２６

２４ ０．８８５９４ ０．８８６０３ ０．８８８７７ ０．９９９２６

３６ ０．９９９９８ ０．９９９９９ ０．９９８６３ ０．９９３０６

４８ ０．９９９９６ ０．９９９８４ ０．９９９９８ ０．９９９９９

６０ ０．９９９９８ ０．９９９９９ ０．９９９９９ ０．９９９９９

７２ ０．９９９９４ ０．９９９９５ ０．９９９９６ ０．９９９９

了不同基因型利迪链霉菌菌株、处于不同发酵时间

的利迪链霉菌菌株；利用ＦＴＩＲ技术与 ＨＣＡ的结

合筛选利迪链霉菌合成利迪链菌素的可能生物标志

物；应用ＡＮＮ预测了利迪链霉菌突变株的抗生素

生产能力。因此随着设备灵敏度的提高，以及高通

量设备的应用，ＦＴＩＲ技术与ＰＣＡ、ＨＣＡ、ＡＮＮ

技术及其他代谢物组学方法的结合使用，在菌种诱

变后的高通量筛选中将具有广阔的应用前景。
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