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黄丝藻细胞代谢物提取方法的比较研究 
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摘要: 利用代谢物组学技术有助于更为深入地了解不分枝丝状微藻黄丝藻细胞的生物学特性。本研究

比较了 3 种黄丝藻细胞破碎方法(冻融法、超声破碎法、液氮研磨法)以及基于气相色谱-质谱联用技术

的 3 种黄丝藻代谢物提取系统(冷甲醇、热乙醇、甲醇/氯仿法), 以期为黄丝藻细胞的代谢组学分析奠

定基础。结果显示: 液氮研磨法处理下的黄丝藻细胞破碎效果最佳; 根据提取到的代谢物的种类角度

出发, 冷甲醇法的提取效果要明显优于其他 2 种提取方法。在黄丝藻细胞中共检测到 40 种代谢物, 包

括 9 种氨基酸、17 种有机酸、12 种糖类和 2 种醇类物质。 

关键词: 黄丝藻; 代谢物组学; 细胞破壁; 代谢物提取 

中图分类号: S968.3    文献标识码: A      文章编号: 1000-3096(2018)02-0118-06 

DOI: 10.11759/hykx20170828002 

代谢物是生物体新陈代谢的终端产物, 能够真

实地反应生物系统的功能变化[1-2]。而代谢组学分析

技术可对生物体内的代谢物(尤其是小分子代谢物)

进行系统性的定性、定量分析[3-4], 以此更为精准地

了解生物体内的代谢途径变化。 

黄丝藻(Tribonema sp.)是一类植物体为不分枝

丝状体的黄绿藻, 隶属于黄藻门。黄丝藻多生长于池

沼、潮湿的岩石和土壤中, 有的也可以在冰上生存, 

环境适应能力极强[5]。另外, 黄丝藻具有高产油、抗

污染、易采收的良好工业性状, 是生产生物柴油的理

想材料[6-7]。目前已经对黄丝藻的培养条件进行优化, 

以期提高其油脂产率, 使其适合工业化发酵生产油

脂, 并从转录组学水平揭示了黄丝藻油脂积累的一

些相关的代谢途径[8-9]。但是对其内源代谢物在油脂

积累中的作用尚未有系统性的研究。 

代谢组学分析主要由样品准备、数据采集和主

成分分析三部分组成 [10], 其中样品制备是代谢组学

研究的最重要的步骤, 直接决定了代谢物的提取质

量和数据分析的精确度[11]。本研究主要通过比较不

同的黄丝藻破壁以及代谢物的提取方法, 建立基于

GC-MS 检测技术的黄丝藻代谢组学的研究方法 , 

为黄丝藻细胞的代谢组学分析奠定基础, 为进一步

探明黄丝藻的产油机制提供了理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  藻种及培养 
实验所用小型黄丝藻(Tribonema minus)分离自

青岛平度水域, 并保存于本实验室。将藻种接至 250 mL 

BG11 培养基中置于光照培养箱中进行培养, 培养温

度为(23±1) , ℃ 光照强度为 100 μmol/(m2·s), 24 h持

续光照。 

1.2  细胞淬灭 

取处于指数生长期的黄丝藻藻液, 利用 0.45 m

滤膜对黄丝藻细胞进行抽滤, 期间采用超纯水清洗 3

次以除去 BG11培养基。将得到的藻细胞在液氮中淬

灭 5 min 以终止藻细胞的代谢反应[12]。在低温冷冻

干燥机中冻干, 于–80℃保存待用。 

1.3  细胞破壁 

分别采用 3 种样品破碎方法(反复冻融、超声破

碎、液氮研磨)对黄丝藻细胞进行破壁处理。(1)反复

冻融法: 取 100 mg 冻干藻细胞, 液氮中冻 3 min, 

–20℃冰箱融化 15 min, 反复冻融 5 次; (2)超声破碎

法: 取 100 mg冻干藻细胞, 加入 1 mL冷甲醇, 超声

1 min(超声 3 s, 停 2 s); (3)液氮研磨法: 取 100 mg冻
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干藻细胞, 置于研钵中, 加入液氮进行研磨。  

1.4  代谢物的提取方法 

根据细胞破壁效果, 在代谢物提取时采取液氮

研磨法对黄丝藻细胞进行破壁处理。主要采用三种

提取方法对黄丝藻细胞中的代谢物进行提取。冷甲

醇法: 参考文献[13]的方法并进行优化。称取 100 mg

冻干藻细胞置于研钵中, 加入液氮研磨至细粉状, 加

入 1 mL冷甲醇(甲醇︰水=1︰1, V/V, –40 ), ℃ 混匀置

于离心管中, 盖紧盖子后放入液氮中, 反复冻融 5次, 

5 000 r/min在低温冷冻离心机中离心 5 min, 收集上

清; 另向残渣中加入 0.5 mL冷甲醇(甲醇︰水=1︰1, 

V/V, –40 ), ℃ 离心后与之前上清混合。取 200 µL样

品, 在–80℃下冷冻干燥得代谢物冻干粉。每个处理

设 3个重复。 

热乙醇法: 将 75%的乙醇水溶液置于 95℃水浴, 

直至恒温, 称取 100 mg 冻干藻细胞置于研钵中, 加

入液氮研磨至细粉状, 加入 1.5 mL水浴好的乙醇溶

液, 混匀置于离心管中, 放入 95℃水浴 3 min, 取出

后再放入 0℃冰浴 3 min, 5 000 r/min在低温冷冻离

心机中离心 5 min, 收集上清, 取 200 µL 样品, 在

–80℃下冷冻干燥得代谢物冻干粉[14]。每个处理设 3

个重复。 

甲醇氯仿提取法 : 参考文献[15]的方法并进行

优化。称取 100 mg冻干藻细胞置于研钵中, 加入液氮研

磨至细粉状, 加入 7.5 mL 甲醇/氯仿混合液(V/V=2︰1), 

震荡 5 min, 摇床 37℃过夜, 离心收集上清。向沉淀

中再加入 7.5 mL 甲醇/氯仿混合液(V/V=2︰1), 震

荡 5 min, 摇床 37℃震荡 2 h, 离心收集上清。合并

两次上清液, 加入 5 mL 氯仿和 9 mL 超纯水, 保

证最终体系为甲醇︰氯仿︰水=2︰2︰1.8, 震荡混匀, 在

8 000 r/min转速下离心 10 min, 收集上清液, 取 0.9 mL

样品(所获提取液较多, 因此取样较多), 在–80℃下

冷冻干燥得代谢物冻干粉。每个处理设 3个重复。 

1.5  代谢物衍生化 

采用两步衍生化法 [16]: 在提取后的代谢物中加

入 50 µL甲氧胺盐酸盐的吡啶溶液(20 g/L), 混匀后 

放入 30℃恒温水浴 90 min; 再加入 80 μLMSTFA, 混

匀, 37℃恒温水浴 30 min, 离心, 样品室温放置 2 h

后装瓶编号, 进样, 进行 GC-MS检测。 

1.6  代谢物的检测 

采用 GC-MS(Agilent GC-MS系统, 包括配有安

捷伦 G4513A自动进样器、安捷伦 7890气相色谱和

单四极杆质谱仪)对样品进行定性分析。色谱条件: 色

谱柱为 DB-5毛细管石英柱(30 m×0.25 mm×0.25 μm), 

进样量 1 μL, 分流比 5︰1, 进样口温度 300 , ℃ 接口

温度 300 ℃。载气为高纯氦气, 载气流量: 1mL/min (恒

定流量模式)。升温程序: 50℃保持 1 min, 以 10 /min℃

的速率升到 300 , ℃ 并在 290 ℃保持 10 min。质谱参

数: 电离电压 70 eV, 离子源温度 230 , ℃ 四极杆温度

150 , ℃ 扫描范围(m/z)40~500 amu。 

2  结果与讨论 

2.1  不同破壁方法的破壁效果 

在显微镜下观察黄丝藻经冻融、超声破碎、液

氮研磨三种破壁方法处理后的细胞形态变化(图 1)。

图 1(a)所示的是冻融法处理后黄丝藻细胞的形态 , 

由图中所示, 黄丝藻植物体是由单列细胞构成的不

分枝的丝状体, 黄丝藻的丝状体很长、且没有明显细

胞破裂的情况 , 由此可见 , 冻融法的破壁效果非常

一般。图 1(b)和(c)所示的分别是超声破碎和液氮研

磨法处理后的黄丝藻细胞形态, 两种方法处理后的

黄丝藻植物体有非常明显的丝状体断裂现象。此外, 

相较于超声破碎处理, 液氮研磨后的黄丝藻植物体

断裂成更短的单个细胞或是两三个相连细胞, 且细

胞有明显的细胞壁破碎、内容物流出的迹象。 

 

图 1  三种破碎方式处理后的黄丝藻细胞形态 

Fig. 1  Cellular morphology of Tribonema minus treated by three methods 
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代谢物提取前, 细胞的破碎是样品准备的限速

步骤, 细胞破碎的效果对于提高代谢物样品的通量

是非常重要的[2]。而采用 3种细胞破壁方法对黄丝藻

细胞进行破壁处理后, 通过比较黄丝藻细胞的形态

变化 , 我们发现相比于其它两种破壁方法 , 液氮研

磨法的破壁效果更好, 因此更适用于黄丝藻细胞的

破碎处理。 

2.2  不同抽提方法获得代谢谱图解析 

液氮研磨破碎细胞后 3 种代谢物提取方式获得

的黄丝藻代谢物的代谢谱图如图 2 所示, 其中(a)、

(b)、(c)分别代表冷甲醇、热乙醇和氯仿/甲醇法提取

后的代谢物的代谢图谱。从图 2中能够看出, 冷甲醇

提取后的代谢物的种类明显多于热乙醇以及氯仿/甲

醇法提取的代谢物的种类。通过进一步分析 [17], 由

GC-MS 检测到的黄丝藻细胞代谢物主要可分为以下

几类: 氨基酸、有机酸、糖类和醇类。 

不同提取方法得到的代谢物的种类如表 1所示。

3 种提取方法从黄丝藻细胞中共检测到 9 种氨基酸

(L-缬氨酸、甘氨酸、L-苏氨酸、L-天冬氨酸、L-脯

氨酸、L-苏氨酸、5-氧-L-脯氨酸、谷氨酰胺、L-天

冬酰胺、L-丝氨酸), 其中冷甲醇法提取到 9 种氨基

酸; 甲醇/氯仿法都提取到 6 种氨基酸, 其中 L-丝氨

酸、5-氧-L-脯氨酸、谷氨酰胺未检测到; 而热乙醇

法提取到 5 种氨基酸, 除未检测到甲醇/氯仿法未检

测到的物质外, L-天冬氨酸也未被检测到。因此, 根

据氨基酸种类检测情况来看, 冷甲醇提取法明显好

于热乙醇和甲醇/氯仿法。 

黄丝藻细胞中有机酸种类较多, 共检测到 17 种

有机酸。冷甲醇提取到的有机酸种类比热乙醇和甲

醇/氯仿法多, 冷甲醇提取到 16 种有机酸(除花生四

烯酸外); 热乙醇法提取到 9 种有机酸, 包括丙酸、

丁酸、十四烷酸、顺-9-十六碳烯酸、反-9-十八碳烯

酸、十八烷酸、二十烷酸、花生四烯酸、二十五碳

五烯酸甲酯; 甲醇/氯仿法提取到 13种有机酸, 其中, 

反式乌头酸、十二烷酸、十七烷酸甲酯和反式-9-十

八碳烯酸未被检测到。因此, 对于有机酸来讲, 冷甲

醇提取法最优, 而其次是氯仿-甲醇提取法。 

由表 1 可知, 在黄丝藻细胞中, 3 种提取方法共

检测到了 12 种糖类物质。冷甲醇法提取到 10 种糖

类物质, 其中, 景天庚酮糖和 D-呋喃半乳糖苷未检

测到; 热乙醇法提取到 6 种糖类物质, 具体包括 D-

半乳糖、D-葡萄糖、D-甘露糖、D-吡喃葡萄糖、D-

呋喃半乳糖苷、景天庚酮糖; 而氯仿/甲醇法提取到 4

种糖类物质, 具体包括 D-葡萄糖、D-甘露糖、D-甘

露醇、D-吡喃葡萄糖苷。此外, 黄丝藻细胞中共检测

到了 2种醇类物质: 甘油和肌醇。3种提取方法均提

到到了这 2 种醇类物质, 在醇类物质种类方面, 此 3

种提取方法未呈现明显差别。 

 

图 2  三种提取方式获得的黄丝藻代谢物的代谢谱图 

Fig. 2  The total ion chromatograms of Metabolic profiling 
in Tribonema minus cells by three extract methods 

 

某些黄丝藻细胞代谢物在特定的提取系统中具

有很高的丰度 ,  而在其它的提取系统中没有出现 , 

这主要是由代谢物提取策略的差异引起的。3种溶剂

提取体系具有不同的极性, 因此代谢物提取种类也 
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表 1  不同提取方式下的黄丝藻代谢物组分分析 
Tab. 1  Metabolites analysis of Tribonema minus by dif-

ferent extraction methods 

代谢物组分 冷甲醇 热乙醇 甲醇/氯仿

L-缬氨酸 √ √ √ 

甘氨酸 √ √ √ 

L-丝氨酸 √   

L-苏氨酸 √ √ √ 

L-天冬氨酸 √  √ 

5-氧-L-脯氨酸 √   

L-脯氨酸 √ √ √ 

谷氨酰胺 √ √ √ 

氨

基

酸 

L-天冬酰胺 √ √ √ 

丙酸 √ √ √ 

丁酸 √ √ √ 

邻苯二甲酸 √  √ 

苹果酸 √  √ 

反式乌头酸 √   

柠檬酸 √  √ 

十二烷酸 √   

十四烷酸 √ √ √ 

顺-9-十六碳烯酸 √ √ √ 

十六烷酸 √ √ √ 

十七烷酸甲酯 √   

反式-9-十八碳烯酸 √ √  

十八烷酸 √ √ √ 

二十烷酸 √  √ 

花生四烯酸  √ √ 

有

机

酸 

二十五碳五烯酸甲酯 √ √ √ 

阿糖醇 √   

D-半乳糖 √ √  

D-葡萄糖 √ √ √ 

D-甘露糖 √ √ √ 

D-甘露醇 √  √ 

L-海藻糖 √   

D-葡萄糖苷 √   

D-吡喃葡萄糖 √ √ √ 

麦芽糖 √   

D-呋喃半乳糖苷  √  

糖

类 

景天庚酮糖  √  

甘油 √ √ √ 醇

类 肌醇 √ √ √ 

 
不完全相同。冷甲醇(甲醇/水)溶剂体系极性最高, 能

提取到更多含-COOH、-OH 基团的化合物, 例如谷

氨酰胺、天冬氨酸等; 而甲醇/氯仿提取方法能够同

时提取疏水和疏水的代谢物。Maharjan 等[14]研究了

6种提取方法冷甲醇、热甲醇、热乙醇、酸、碱和甲

醇/氯仿对大肠杆菌代谢物谱的影响, 结果表明冷甲

醇法可得到更多的代谢物。而 Dettmer[18]等研究了甲

醇、甲醇/水、乙腈、乙腈/水、甲醇/氯仿、甲醇/异

丙醇、酸性甲醇 7 种提取方法对结肠癌细胞株代谢

物谱的影响, 结果发现甲醇/水提取的代谢物最多。

而在本实验室中, 根据图 2与表 1所示, 相较于其他

2种提取方法, 冷甲醇溶剂提取方法能够实现对大多

数代谢物的提取, 更适合用于黄丝藻细胞代谢物的

提取, 为黄丝藻代谢组学分析奠定了良好基础。  

3 讨论 

黄丝藻细胞载色体的色素包含叶绿素 a、-胡萝

卜素和硅甲黄素, 并且其同化产物主要为油滴和金

藻昆布糖, 具有广泛的应用前景。目前, 关于黄丝藻

的研究主要集中于其生态特征[19]以及微藻培养与油

脂提取方面 [6, 20], 尤其是用黄丝藻制备生物柴油受

到了广泛关注, 本研究通过比较黄丝藻细胞破碎与

代谢物提取方法, 确定了黄丝藻代谢组学研究中的

样品制备流程, 对于通过代谢组学技术分析黄丝藻

细胞的生物学特性与产油机制有着非常积极的意

义。本研究通过比较黄丝藻细胞破碎与代谢物提取

方法 , 确定了样品制备流程 , 为黄丝藻代谢物组学

研究奠定了基础。本文首先选择了冻融法、超声法

以及液氮研磨法对细胞进行破碎处理, 结果表明液

氮研磨法对于黄丝藻细胞的破壁效果最佳。本文继

而选择了三种提取方法(冷甲醇、热乙醇、甲醇/氯仿)

对黄丝藻细胞中的代谢物进行提取, 希望找出一种

最优的提取方法 , 结果表明 , 黄丝藻细胞主要代谢

物为氨基酸、有机酸、糖类和醇类, 对于大多数代谢

物, 冷甲醇法的提取效果都明显优于甲醇/氯仿法和

热乙醇法。因此, 黄丝藻代谢物组学分析样品准备的

关键环节是先用液氮研磨法对细胞进行破碎, 再采

用冷甲醇法提取细胞代谢物。 
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Abstract: Metabolomics Technology contributes to the study on the biological characteristics of filamentous mi-

croalgae Tribonema minus. In this study, in order to find a reliable cell disruption and extraction methodology and 

lay foundation for metabolomics of Tribonema minus, three ways of cell disruption method (freeze-thawing, ultra-

sonic and liquid nitrogen grinding), and three different extraction method based on freezing-thawing in methanol 

extraction, boiling ethanol extraction, methanol/chloroform extraction were compared for their extraction efficiency 

of metabolites using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) as the evaluation standard. The results 

showed that ultrasonic and liquid nitrogen grinding was helpful on the fragmentation of filaments microalgae Trib-

une minus, while there is no obvious effect on the cell disruption after freezing-thawing. Moreover, compared with 

ultrasonic, the majority filaments of Tribonema minus were broken into pieces after liquid nitrogen grinding, and 

the intracellular components were released effectively. Therefore, liquid nitrogen grinding is the best method for 

breaking cells. For the extraction system, the total metabolite number of cold methanol extraction is much more 

than those of boiling ethanol extraction and methanol/chloroform extraction. In particular, the extraction efficiency 

of cold methanol extraction is higher than those of boiling ethanol extraction and methanol/chloroform extraction in 

amino acids, organic acids and sugar. Using cold methanol extraction method, 40 kinds of metabolites from Tri-

bonema minus were detected and identified, including 9 kinds of amino acids, 16 kinds of organic acids, 11kinds of 

sugar and 2 kinds of alcohols. Accordingly, cold methanol extraction is an efficient extraction method for further 

analysis of metabolites from Tribonema minus.In conclusion, our study provided evidence that the optimal condi-

tions for Tribonema minus sample preparation are cell disruption with liquid nitrogen grinding, and extraction of 

metabolites by cold methanol method. 
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