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摘 要：为了解阿维菌素发酵液挥发性成分的组成及不同发酵时期的挥发性差异代谢物，运用顶空固相微萃取

(HS–SPME)和气相色谱–质谱(GC/MS)广泛非靶向代谢组学技术，结合异味活度值(OAV)，对发酵前期(36 h)和末

期(168 h)的挥发性成分进行定性和定量分析，通过主成分分析(PCA)、正交偏最小二乘法判别分析(OPLS–DA)、

聚类分析(HCA)等方法对其挥发性差异代谢物进行分析。结果表明：阿维菌素发酵液共检测出 396 种挥发性有机

物，以烃及卤代烃、醇类、酮类、酯类、杂环类化合物、萜类化合物为主，其中 OAV>200 的杂环类、醛类、酮

类和萜类化合物共有 11 种，这些物质是阿维菌素发酵液呈现异味的关键物质；从 2 个发酵时期筛选出 5–甲基–

2–庚酮和邻伞花烃 2 种挥发性差异代谢物。 
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Abstract: This experiment aimed to investigate the components of volatile substances in avermectin fermentation broth 
and the volatile differential metabolites across different fermentation periods. Utilizing headspace solid-phase 
microextraction(HS-SPME) and gas chromatography-mass spectrometry(GC/MS) non-targeted metabolomics technology 
in conjunction with odor activity value(OAV), the volatile components in 36 h and 168 h fermentation broths were 
qualitatively and quantitatively analyzed. The differential volatile metabolites were analyzed by principal component 
analysis(PCA), orthogonal partial least squares discriminant analysis(OPLS-DA) and cluster analysis(HCA). The findings 
revealed that 396 volatile organic compounds were detected in the fermentation broth of avermectin, primarily consisted 
of hydrocarbons, halogenated hydrocarbons, alcohols, ketones, esters, heterocyclic compounds and terpenoids; among 
them, there were 11 substances with OAV>200, which were the key components contributing to the odor of avermectin 
fermentation broth. There were two distinct metabolites identified from the two fermentation periods, namely 5-methyl-2-
heptanone and o-cymene. 

Keywords: avermectin fermentation broth; headspace solid-phase microextraction(HS-SPME); gas chromatography-
mass spectrometry(GC/MS); volatile organic compounds(VOC); odor activity value(OAV) 
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绝大多数抗生素原料药都通过特定微生物发

酵生产而来[1–2]。随着抗生素产量的增加，发酵异

味污染环境问题日益严峻。 
微生物发酵产生的挥发性有机化合物(VOCs)

是异味污染的主要来源。不同发酵产品的挥发性气

味特征、物质组分和含量的差异较大[3–4]。青霉菌

发酵尾气中的 VOCs 以氯代烃为主，其次是酯

类，这 2 类物质占 VOCs 总量的 90%以上[5]；四环

素和泰乐菌素发酵产生的 VOCs 由醛、醚等含氧

有机物和有机硫化物混合而成[6]。VOCs 的嗅阈值

越 低 ， 越 容 易 产 生 异 味 污 染 [7] 。 红 色 链 霉 菌

(Streptomyces erythreus)发酵产生的 VOCs 以 2 种阈

值 较 低 的 萜 烯 类 物 质 为 主 ， 而 金 黄 色 链 霉 菌

(Streptomyces aurats) 、 灰 色 链 霉 菌 (Streptomyces 
griseus)、天蓝链霉菌(Streptomyces coelicolor)等在

发酵过程中则产生烃类、芳香族化合物、醇类、

硫化物、酮类、酯类和萜类等阈值极低的异味物

质，这些化合物中的大部分会污染环境，并构成

健康风险 [8–9]。链霉菌属微生物发酵普遍产生异

味，识别关键 VOCs，明晰异味污染因子的产生规

律，是制定治理方案的核心[10]。 
阿维菌素(avermectin, AVM)是由阿维链霉菌

(Streptomyces avermitilis)发酵产生的一类高效、低

毒、低残留的大环内酯类抗生素，已广泛应用于

农业、畜牧业领域[11]。鉴于阿维菌素发酵过程中

产生的挥发性异味的关键因子尚不明确，笔者基

于顶空固相微萃取(HS–SPME)和气相色谱–质谱联

用(GC/MS)广泛非靶向代谢组学方法，分析阿维菌

素不同发酵时期发酵液中的挥发性差异代谢物，

结合异味活度值(OAV)值筛选关键异味污染因子，

以期为阿维菌素工业生产过程中挥发性异味污染

的治理提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

阿维链霉菌菌种购自美国菌种保藏中心，

ATCC 编号 31271。 

1.2 方法 

1.2.1 阿维菌素发酵液的制备 

将 阿 维 链 霉 菌 菌 种 接 种 于 含 酵 母 提 取 物  

4.0 g/L、葡萄糖 4.0 g/L、麦芽提取物 10.0 g/L 的活化

培养基中，将 pH 调整至 7.3，于 30 ℃、150 r/min
摇床活化培养 36 h。 

参照文献[12–13]中的方法，取活化后经镜检

未污染的活化培养液，按体积分数10%的接种量接

种到含可溶性淀粉 50 g/L、MgSO4·7H2O 0.5 g/L、

KCl 4 g/L、CoCl2·6H2O 0.005 g/L、酵母粉 12 g/L、

K2HPO4·3H2O 0.5 g/L、CaCO3 2 g/L、耐高温 α–淀

粉酶 0.04 g/L 的培养基中，将 pH 调整至 7.3，于

28 ℃、240 r/min 摇床培养 7 d。 

1.2.2 阿维菌素发酵液挥发性代谢物的检测 

分别取摇瓶培养菌株生长初期(36 h)和末期

(168 h)经镜检无污染菌的发酵液 10 mL，8 000 r/min
离心 10 min，上清液经孔径为 0.2 μm 的滤膜过滤

后装入带盖离心管中，每个处理设置 6 个重复。

分别取 36 h 发酵液(Y–36)和 168 h 发酵液(Y–
168)，于–80 ℃低温储存、备用。 

样品用液氮研磨，涡旋混匀，取 0.2 mL 于顶

空瓶中，分别加入 0.2 g NaCl 粉末、10 μL 3–己酮

内标溶液，采用全自动顶空固相微萃取(HS–SPME)
进 行 萃取 ，采 样 前萃 取头 在 Fiber Conditioning 
Station 中 250 ℃下老化 5 min，60 ℃恒温振荡 5 
min，120 µm DVB/CWR/PDMS 萃取头插入样品顶

空瓶，顶空萃取 15 min，于 250 ℃下解析 5 min 后

进行 GC/MS 分离鉴定。 
GC/MS 色 谱 条 件 ： DB–5MS 毛 细 管 柱

(30 m×0.25 mm ， 膜 厚 0.25 μm， Agilent J&W 
Scientific)，载气为高纯氦气(纯度>99.99%)，恒流

流速 1.2 mL/min，进样口温度 250 ℃，溶剂延迟

3.5 min。40 ℃保持 3.5 min，以 10 ℃/min 升至

100 ℃，再以 7 ℃ /min 升至 180 ℃，最后以

25 ℃/min 升至 280 ℃，保持 5 min。电子轰击离子

源(EI)温度 230 ℃，四级杆温度 150 ℃，质谱接口

温度 280 ℃，电子能量 70 eV，采用选择离子检测

模式(SIM)进行定性定量离子精准扫描[14–15]。 

1.3 数据分析 

依据文献[16]，根据检出的挥发性物质的浓度

和嗅阈值计算异味活度值(OAV)，从而表征气味物

质对样品整体气味的贡献程度，并筛选关键异味物

质。OAV 大于 1 表示物质可以被嗅觉感知[17]。 
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运用 MassHunter 软件处理质谱分析后的下机

原始数据，数据经过积分和校正后生成代谢物峰

面积、保留时间及质荷比等数据集合。基于文

献、NIST 数据库，如果检测离子的保留时间与标

准参考相一致，并且在扣除背景后的样品质谱图

中，所选择的离子均出现，则判定为该物质[18]。对

发酵液中异味物质进行鉴定时添加 3–己酮内标

物。用面积归一化法对各峰面积进行积分，根据

3–己酮的质量浓度与体积、异味物质峰面积与内

标峰面积比较，计算异味物质相对于内标物质的

含量，认定内标的因子为 1[19]。 
用 R 软 件 (www.r–project.org/) 的 内 置 统 计

prcomp 函数、OPLSR.Anal 函数对数据进行主成分

分析(PCA)、正交偏最小二乘法分析(OPLS–DA)，
寻找阿维菌素发酵液挥发性有机化合物中的差异

代谢产物。 

2 结果与分析 

2.1 阿维菌素发酵液 VOCs 的种类及其相对含量 

采用 HS–SPME–GC/MS 对发酵 36 h 和 168 h
的阿维菌素发酵液的挥发性成分进行测定，共鉴

定出 396 种 VOCs，主要包括 6 种含硫化合物、24
种含氮化合物、172 种含氧化合物(醇、醛、酸、

酮、酯)、99 种烃及卤代烃、21 种苯系物、49 种

杂环化合物和 25 种萜类化合物等 7 大类物质。 
在阿维菌素发酵产生的 VOCs 中，烃及卤代

烃、含氧化合物(醇、酮、酯类)、杂环化合物及萜

类化合物的相对含量较高(图 1)。经统计，相对含

量超过 5%的物质共有 8 种，分别是 2,2 二甲基戊

烷、2–异丁基–3–甲氧基吡嗪、八氢–3–甲基–1H–
吲哚、奥苷菊环、3–氨基吡啶、环戊烷–1,2–二

醇、2–甲氧基苯基乙醇、4–戊基–苯甲醛。总体来

看，阿维菌素发酵液 VOCs 中含氧化合物的种类

多、相对含量高。 

不同发酵期产生的 VOCs 的种类和浓度存在

差异。从检测结果来看，阿维菌素不同培养期的

VOCs 的种类没有发生变化，但它们的含量变化较

大，表明阿维菌素发酵液挥发性异味物质在发酵

初期就已经产生，VOCs 含量与发酵时期相关。 

          
          含硫类     含氮类    含氧类  烃及卤代烃   苯系物     杂环类       萜类 

              阿维菌素发酵液 VOCs 种类 

图 1 不同发酵期阿维菌素发酵液 VOCs 的相对含量 
Fig.1 Relative content of VOCs in avermectin fermentation 

broth at different fermentation stages  

2.2 阿维菌素发酵液的关键 VOCs 

为了明确阿维菌素发酵液的关键 VOCs，从检

出的 396 种物质中共筛选出了 31 种 OAV 大于 1 的

挥发性物质(表 1)，包括 5 种杂环物质(其中吡嗪类

物质 3 种)、5 种酮类物质、8 种萜类物质(其中

C10 共 6 种)、8 种醛类物质、2 种含硫化合物质、

2 种酚类和 1 种醇类物质，这些物质是发酵液的气

味来源。OAV 为 1~20 的 VOCs 有 13 种，OAV 为

21~200 的有 7 种，OAV 最大值高于 200 的共有 11
种物质，分别是呋喃酮、2–异丁基–3–甲氧基吡

嗪、甲基 Α–紫罗兰酮、3–庚酮、α–紫罗兰酮、柠

檬醛、(Z)–3–己烯醛、(E,E)–2,4–壬二烯醛、二甲

基三硫化物、二烯丙基二硫化物、愈创木酚，其

中 2–异丁基–3–甲氧基吡嗪不仅相对含量超过

5%，而且阈值极低，说明这些物质是阿维菌素发

酵液气味呈现的关键 VOCs，它们之间互相协同、

掩蔽，共同构成了阿维菌素发酵液独特的气味。 

表 1 阿维菌素发酵液中检出的 OAV>1 的异味物质 
Table 1 Odor substances with OAV>1 detected in avermectin fermentation broth 

序号 物质名称 物质类型 嗅阈值/(μg·mL–1) 
异味活度值(OAV) 

最大值 最小值 

 1 2–乙基–5–甲基吡嗪 杂环化合物 0.1 1.15 0.90 
 2 呋喃酮 杂环化合物 0.000 04 1 014.31 663.79 
 3 三甲基吡嗪 杂环化合物 0.071 7.49 6.66 
 4 2,5–二甲基–4–甲氧基–3(2H)–呋喃酮 杂环化合物 0.025 4.99 4.53 
 5 2–异丁基–3–甲氧基吡嗪 杂环化合物 0.000 002 102 219 891.03 97 683 453.05 
 6 2,2,6–三甲基–环己酮 酮 0.10 10.20 10.21 
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表 1(续) 

序号 物质名称 物质类型 嗅阈值/(μg·mL–1) 
异味活度值(OAV) 

最大值 最小值 

 7 甲基 Α–紫罗兰酮 酮 0.002 4 9 543.65 8 749.95 

 8 十一烷酮 酮 0.007 89.22 84.70 

 9 2–十三酮 酮 0.50 2.05 1.96 

10 3–庚酮 酮 0.000 04 537.11 524.24 

11 薄荷醇 萜类 0.95 22.79 20.53 

12 (+)–δ–卡丁烯 萜类 0.006 9.09 7.96 

13 α–紫罗兰酮 萜类 0.001 64 364.79 351.89 

14 柠檬烯 萜类 0.01 8.60 8.34 

15 邻伞花烃 萜类 0.013 3 2.26 1.19 

16 月桂烯 萜类 0.016 6 12.71 11.87 

17 β–水芹烯 萜类 0.036 1.03 1.00 

18 柠檬醛 萜类 0.005 3 384.37 3 223.41 

19 反式癸二烯醛 醛 0.008 2.24 2.08 
20 月桂醛 醛 0.001 07 47.16 40.51 
21 十四烷基醛 醛 0.06 1.73 1.69 
22 (Z)–3–己烯醛 醛 0.000 25 704.46 638.96 
23 十一醛 醛 0.014 4.51 3.92 
24 正辛醛 醛 0.000 7 46.26 43.63 
25 苯乙醛 醛 0.009 22.78 21.98 
26 (E,E)–2,4–壬二烯醛 醛 0.000 06 444.71 447.77 
27 二甲基三硫化物 含硫化合物 0.000 008 3 243.96 2 691.40 
28 二烯丙基二硫化物 含硫化合物 0.05 215.16 198.84 
29 愈创木酚 酚 0.000 17 1 888.01 1 708.11 
30 丁香酚 酚 0.001 22.92 20.93 
31 1–辛醇 醇 0.054 21.27 20.78 

嗅 阈 值 数 据 引 自 文 献 [20–23] 及 数 据 库 http://www.flavornet.org/flavornet.html 、 http://www.leffingwell.com/odorthre.htm 、

http://www.thegoodscentscompany.com。  

2.3 阿维菌素发酵液异味挥发性 VOCs 差异代谢

物的多元统计分析 

2.3.1 主成分分析 

为了评估阿维菌素发酵液不同发酵期 VOCs
的变化，通过 R 软件对 396 种挥发性成分的相对

含量进行 PCA 分析，结果(图 2)表明，每个样本的

6 个重复结合紧密，说明组内样品的差异小，重复

性较好，同时也可以看出，2 个发酵期的组间数据

存在明显分离，说明这 2 组样品中的 VOCs 存在着

较大的差异。其中，第一主成分(PC1)的方差贡献

率为 55.48%，第二主成分(PC2)的方差贡献率为

14.08%，两者的累计方差贡献率之和为 69.56%，

这 2 个主成分能够反映阿维菌素发酵液不同发酵

期 VOCs 的绝大部分信息。 
由 PCA 载荷图(图 3)可以看出各种挥发性物质

对主成分的影响程度，其中邻伞花烃、2–乙基–5–

甲基吡嗪、呋喃酮、4–乙基苯酚、糠醛、正十六烷

酸、正辛醛、2，3，5–三甲基吡嗪等 8 种代谢物与主

成分呈负相关，二甲基三硫化物、庚酸与主成分呈正

相关，这些物质载荷系数较大，对主成分有较大的影

响；其他物质由于距离原点较近，影响较小。 

   
–40       –30        –20        –10            0            10          20          30          40 

              主成分 1(55.48%) 
图 2 不同发酵期阿维菌素发酵液 VOCs PCA 分析 
Fig.2 PCA plots for VOCs in avermectin fermentation broth at 

different fermentation stages 
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–0.1                                   0.0                                  0.1 

P [1] 

图 3 阿维菌素发酵液 VOCs 的载荷图 
Fig.3  Load plots for VOCs in avermectin fermentation broth  

2.3.2 不同发酵期阿维菌素发酵液的差异 VOCs 

为了找出不同发酵期阿维菌素发酵液的差异

VOCs，利用正交偏最小二乘法判别分析(OPLS–
DA)对 2 个发酵期发酵液的差异 VOCs 进行模型构

建，并计算各组间代谢物的 VIP、代谢物差异倍数

(FC)和 P 值。差异代谢物同时满足 FC 大于 2 或小

于 0.5、VIP>1、P<0.05 认定为差异代谢物[24]。

OPLS–DA 得分图(图 4)表明，2 个发酵时期的样品

组内各点距离相近，且各自聚集成一类，组间发

生明显的分离，建立的模型 R2(X)为 0.597；R2(Y)
为 0.996，Q2=0.831(P<0.005)，说明所建模型对 X
和 Y 矩阵的解释率较好，可信度较高。从图 5 可

以看出，同时满足以上条件的差异代谢物有 2 种， 
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         预测主成分 T 得分(47.5%) 

图 4 不同发酵期阿维菌素发酵液 VOCs OPLS–DA得分图 
Fig.4 OPLS-DA score plots for VOCs in avermectin fermentation 

broth at different fermentation stages  

分别是 5–甲基–2–庚酮和邻伞花烃，其中，5–甲基–
2–庚酮在发酵前期含量较高，随后降低，而邻伞花

烃则正好与之相反(图 6)，这 2 种差异代谢物分别属

于酮类和萜类物质，OAV 较低，不会对阿维菌素发

酵液气味呈现造成显著影响。 
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log2(FC) 

图 5 阿维菌素发酵液差异 VOCs 火山图 
Fig.5 Volcano map for differential VOCs in avermectin 

fermentation broth  

 
图 6 不同发酵期阿维菌素发酵液 VOCs 聚类热图 

Fig.6 Cluster heat map for VOCs in avermectin fermentation 

broth at different fermentation stages  

3 结论与讨论 

通过 HS–SPME–GC/MS 非靶向代谢组学技术

对阿维菌素发酵液发酵初期和末期的挥发性物质

进行鉴定，共检测到 396 种 VOCS，以含氧化合物

(醇类、酮类、酯类)、烃及卤代烃、杂环化合物及

萜类化合物为主。这些挥发性成分在发酵前期就

已经产生，发酵末期其含量发生了较大的变化。

这与红霉素挥发性物质产生的规律一致[25]。 
一般而言，碳氢化合物、芳烃类物质、酸类

物质、饱和醇类的气味嗅阈值普遍比较高[26]，不

易察觉。酮醛类物质[27]、不饱和醇、杂环类化合

物、萜类物质的气味嗅阈值较低[28–29]，气味强度

较高，即使在较低浓度时，也会被嗅到，这几类
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物质也是生物发酵过程中普遍存在的致臭物质[6]。

结合 OAV 及相对含量初步判断，使阿维菌素发酵

液呈现挥发性异味的主要是杂环类化合物、醛

类、酮类和萜类化合物。其中，呋喃酮、异丁基

甲氧基吡嗪、甲基 Α–紫罗兰酮、3–庚酮、α–紫罗

兰酮、柠檬醛、(Z)–3–己烯醛、(E,E)–2,4–壬二烯

醛、三硫化二甲基、二烯丙基二硫化物、愈创木

酚等 11 种 OAV 最大值大于 200 的物质对发酵液气

味有重要作用，因此，这 11 种物质是控制阿维菌

素挥发性成分的关键。吡嗪类物质在抗生素发酵

液中普遍存在，其主要通过乙酰基化合物和氨基

酸之间进行反应，再经过氧化脱水等反应而形

成[30–31]。阿维菌素发酵液中异丁基甲氧基吡嗪的

阈值低、含量高，对异味的形成尤为重要。此

外，链霉菌普遍可以产生阈值极低的土臭素、2–
甲基异冰片这两种具有土霉味的化合物[32]，但两

种化合物的产量与菌种、碳源、氧浓度、pH、微

量元素、培养温度等因素密切相关[33–35]。本试验

培养条件下，只检测到微量 2–甲基异冰片，未能

检测到土臭素，推测其原因如下：一是和菌种有

关，有些链霉菌菌株能同时产生土臭素和 2–甲基

异冰片，而有些菌株只产生土臭素或 2–甲基异冰片
[32]；二是和发酵方式有关，ŘEZANKA 等发现，

发酵液通气效果越好，越有利于土臭素的产生[8]；

三是和试验方法有关，土臭素存在于细胞内部，

只有细胞破裂后才会大量释放，而本试验在样品

处理时采用离心和过滤的方式已完全去除菌体。 
多元统计分析表明，发酵初期和末期挥发性代

谢物组成存在着较大的差异。根据 VIP 筛选发现，

不同培养时期 5–甲基–2–庚酮和邻伞花烃含量显著

下调。这 2 种物质 OAV 较低，不会显著改变气味

呈现的特征。挥发性物质往往作为某种调节代谢活

动的信号分子发挥作用[36–37]，这 2 种物质含量的下

调可能与此有关，其作用机理有待深入研究。 
VOCs 作为 PM2.5 和 O3 的重要前体物[38]，严

重危害自然环境和人体健康，是大气污染防治的

工作重点之一。2023 年 12 月 7 日，国务院印发的

《空气质量持续改善行动计划》已明确，到 2025
年，全国地级及以上城市氮氧化物和 VOCs 排放

总量比 2020 年均下降 10%以上。阿维菌素发酵液

VOCs 整体呈现种类多、嗅阈值低、含量变化大、

治理难度大的特点，建议进一步从关键 VOCs 入

手，结合基因工程的方法，采取综合防治措施，

真正实现阿维菌素的“绿色智造”。 
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