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人肠道微生物中抗菌活性菌株的筛选
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［摘要］　目的：从肠道菌群中筛选抗菌活性菌株，明确其抗菌活性物质，为认识肠道微生物之间的相互作用乃
至与宿主健康的关系奠定基础。方法：对肠道混合菌群进行体外培养，以抗菌活性为指标筛选活性单菌株；采用生

化鉴定法和１６ＳｒＤＮＡ鉴定法对菌株进行鉴定；通过活性追踪手段，运用各种色谱分离技术对菌株的代谢产物进行
分离纯化，并利用光谱技术鉴定其结构；采用微量孔板法测定各化合物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。结果：筛选得到具
有抗菌作用的普通变形杆菌ＰｒｏｔｅｕｓｖｕｌｇａｒｉｓＨＡ３１５１菌株；从其发酵液中分离得到１３个化合物：Ｄ３苯基乳酸、环
（丙苯丙）二肽、环（酪酪）二肽、环（酪亮）二肽、环（酪异亮）二肽、丁香酸、黄豆黄苷、大豆苷、大豆苷元、染
料木苷、５甲氧基大豆苷元、３甲氧基没食子酸和染料木黄酮；其中，Ｄ３苯基乳酸、大豆苷元、染料木苷、染料
木黄酮以及环（丙苯丙）二肽、环（酪酪）二肽具有抑菌作用。结论：首次得到了有抗菌活性的普通变形杆菌Ｐｒｏｔｅｕｓ
ｖｕｌｇａｒｉｓ菌株并证明其可产生有机酸、黄酮和二肽类抗菌活性物质，这些物质有助于其形成定植优势，进而对人体健
康产生各种影响。
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肠道微生物是指一群生活在动物肠道内的微生

物群落，其体系庞大，种类和数量繁多，在进化过

程中一直维持着动态平衡。肠道微生物主要由厚壁

菌门和拟杆菌门的种类组成，另有少量变形菌门、

放线菌门、疣微菌门和梭杆菌门的种类［１］。肠道

微生物动态平衡的维持是微生物之间、微生物与宿

主之间相互作用的结果。已有研究表明，定植抗性

是肠道内部维持稳态的关键［２］。作为不同的生物

体系，微生物与微生物之间，以及微生物与人体之

间的相互作用应该通过分泌和接受化学介质来实

现。与高等生物一样，肠道微生物也存在初生代谢

和次生代谢，其代谢产物分泌到肠道中会对周围的

微生物产生影响，这应该是实现微生物定植抗性的

关键因素。通过分泌这些代谢产物，特别是具有生

物活性的代谢产物，某种肠道微生物影响其他微生

物的生存和发展，使自身在生存竞争中处于有利地

位，这些活性代谢产物被人体吸收后也应该对人体

的健康产生影响。

有研究报道奇异变形杆菌 Ｐｒｏｔｅｕｓｍｉｒａｂｉｌｉｓ对
病原菌如白色念珠菌 Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ和鳗弧菌
Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ具有较强抑制活性［３］，从而有助

于其生存并对其宿主有一定的保护作用。奇异变形

杆菌属于肠杆菌科的变形杆菌属（Ｐｒｏｔｅｕｓ），该属主
要包括普通变形杆菌 Ｐｖｕｌｇａｒｉｓ、奇异变形杆菌
Ｐｍｉｒａｂｉｌｉｓ、彭氏变形杆菌Ｐｐｅｎｎｅｒｉ、黏液变形杆菌
Ｐｍｙｘｏｆａｃｉｅｎｓ、豪氏变形杆菌 Ｐｈｕｕｓｅｒｉ和３个未命
名的基因种［４］。变形杆菌是肠道内常见的条件致病

菌，正常情况下与宿主共生，参与调节菌群稳定，

只在菌群紊乱时才具有致病性。在海洋动物的肠道

中分离出的普通变形杆菌、奇异变形杆菌和彭氏变

形杆菌体现出益生菌特性，这主要与细菌素的产生

及其对致病菌的拮抗作用有关［５］。

既然肠道微生物可能通过分泌化学物质对其周

围的微生物和宿主产生影响，这些化学物质到底是

什么？它们通过什么机制来实现？这些问题的答案

可能是揭示肠道菌群与人体健康关系的金钥匙。因

此，开展肠道微生物的代谢产物研究，对于阐明肠

道微生物与人体疾病发生机制和药物作用机制相关

性的物质基础具有重要意义。鉴于此，笔者以变形

杆菌为例，开展了此类研究。

１　材料与方法

１１　材料与试剂

粪便样品来源于健康成年志愿者。指示菌株为

本实验室冻存菌株：金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ、铜绿假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、奇异
变形杆菌 Ｐｒｏｔｅｕｓｍｉｒａｂｉｌｉｓ、肺炎克雷伯菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ、肠炎沙门
氏菌Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ。

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、细菌ＤＮＡ提取试剂盒、ＰＣＲ扩增
试剂盒购自博迈德科技发展有限公司；成套变形杆

菌生化鉴定管购自青岛海博生物技术有限公司；细

菌通用引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成；培养基成分购自北京奥博星生物科技有限公司；

化学试剂正丁醇、甲醇、乙酸乙酯、石油醚等购自

北京化工厂；其他实验耗材如牛津杯、９６孔板、微
孔滤膜等由北京兰博利德商贸有限公司提供。

１２　仪器

ＭＬＳ３７８０高压灭菌锅（日本 Ｓａｎｙｏ公司）；ＪＢ
ＣＪ１５００超净工作台（北京昌平长城空气净化设备有
限公司）；ＥＰＯＣＨ全波长酶标仪（美国伯腾仪器有限
公司）；ＰＣＲ反应扩增仪（加拿大ＢＢＩ公司）；ＤＫ８Ｄ
型稳压温流电泳仪（上海斯特分析仪器有限公司）；

恒温振荡培养箱（北京东联哈尔仪器制造有限公司）。

１３　培养基

营养肉汤培养基：牛肉膏３０ｇ，蛋白胨１００ｇ，
ＮａＣｌ５０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，调节ｐＨ至７２～７４，
１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。

营养琼脂培养基：牛肉膏３０ｇ，蛋白胨１００ｇ，
ＮａＣｌ５０ｇ，琼脂２００ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，调节ｐＨ
至７２～７４，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。

改良高氏一号培养基：可溶性淀粉 ２００ｇ，
ＫＮＯ３１０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ，
ＮａＣｌ０５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ００１ｇ，琼脂２００ｇ，重铬
酸钾５００ｍｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，调节 ｐＨ至７２～
７４，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。

发酵培养基：大豆蛋白胨１００ｇ，蛋白胨２０ｇ，
葡萄糖２００ｇ，可溶性淀粉 ５０ｇ，酵母膏 ２０ｇ，
ＮａＣｌ４０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ，
ＣａＣＯ３２０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，调节 ｐＨ至 ７２～
７４，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。

·７２·
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１４　活性菌株分离

取志愿者粪便适量置于无菌０９％氯化钠溶液
中，１５０ｒ·ｍｉｎ－１振荡１ｈ，使粪便充分分散，静置，
上清液即为混合菌液。采用梯度稀释法将混合菌液

稀释至１０－４、１０－５、１０－６、１０－７，分别吸取各梯度
稀释液接种于改良高氏一号液体培养基中，３７℃、
１５０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养１２～２４ｈ，获得混合菌群。将
所得混合菌群用稀释涂布法接种于营养琼脂培养基

中，待菌落长成后，用接种环挑取优势单菌落，划

线法接种于营养琼脂培养基中。将长成的菌落进一

步纯化，得到单菌株。

１５　活性菌株筛选

１５１　样品预处理　将纯化得到的单菌株用营养肉
汤培养基培养活化且培养至稳定后，分别以２％的
接种量接种于 ５ｍＬ发酵培养基中，于 ３７℃、
１５０ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养３～７ｄ。吸取各单菌株发酵液，
５０００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径为６６０ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，取
上清液，经０２２μｍ无菌滤膜过滤后，于４℃保存。
１５２　抗菌活性筛选　采用牛津杯法验证发酵液活
性：指示菌（金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、奇异

变形杆菌、肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、肠炎沙门

氏菌）菌液浓度分别调至１５×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１，吸取
１００μＬ接种至固体培养基，表面放置牛津杯，管内
加１５０μＬ待测样品，以空白培养基为实验对照组，
每组设置３个重复。平皿３７℃静置８～１６ｈ，通过
观察牛津杯周围有无透明圈确定发酵液样品有无抗

菌活性，用直尺测量透明圈的直径并记录，结果取

平均值。

１６　活性菌株分类鉴定

１６１　生理生化鉴定　参考文献［６］变形杆菌的鉴
定方法，采用成套变形杆菌生化鉴定管进行鉴定。

１６２　１６ＳｒＤＮＡ鉴定　用细菌基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒提取菌液 ＤＮＡ，采用３５μＬ反应体系进行１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列全长扩增，所用引物为细菌通用引物
（２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；１４９２Ｒ：
５′ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）。反应体
系：模板３μＬ，上下游引物各１μＬ，５×ｆａｓｔＰｆｕ
Ｂｕｆｆｅｒ７μＬ，２５ｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ３μＬ，ＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ。反应条件：９５℃预
变性２ｍｉｎ，９５℃变性１ｍｉｎ，５１℃退火１５ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ，循环３５次，７２℃延伸５ｍｉｎ，反应结束
后于４℃保存。

ＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳，观察凝胶成
像系统的扩增效果并拍照，将扩增成功的 ＰＣＲ产物
送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行双向测

序。测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中已知的核酸序列比对，
从中选取同源性较高的序列，再用 ＤＮＡＭＡＮ软件比
对，并用ＭＥＧＡ５０软件构建系统发育树。

１７　活性物质提纯及结构鉴定

１７１　活性物质定位　取预处理后的发酵上清液和
空白培养基，分别加至３ｋＤ的超滤管中，以离心半
径６６０ｃｍ、７０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２５ｍｉｎ，取下层滤液
即为除蛋白后样品和空白培养基。采用微量稀释法，

测定添加不同体积的样品后对铜绿假单胞菌指示菌

的生长抑制率。具体操作如下：用营养肉汤培养基

将活化后的铜绿假单胞菌菌液调整浓度至 １５×
１０７ＣＦＵ·ｍＬ－１，取９６孔板，分别加入２０、３０、４０、
５０、６０μＬ待测样品，对照组加同量的空白培养基，
再加入菌液２０μＬ。用培养基补足体积至 ２００μＬ，
每组设置４个重复孔。将９６孔板置于微量振荡器上
振荡几分钟以充分混匀，３７℃培养８～１２ｈ。培养
结束后将孔板取出，用酶标仪测定各组在６００ｎｍ处
的吸光度值（Ａ）。将实验结果与相同条件下不除蛋
白的发酵液和空白培养基的抑制率进行比较，分析

发酵液去除蛋白前后抗菌活性的变化。按公式（１）
计算抑制率。

抑制率 ＝
Ａ对照组 －Ａ实验组
Ａ对照组

×１００％ （１）

１７２　活性物质提取　采用有机溶剂萃取法提取发
酵液中的活性物质，运用１５２中所述的牛津杯法
比较不同极性溶剂（石油醚、乙酸乙酯、正丁醇）依

次萃取和直接萃取得到的萃取相和萃余相活性，确

定最佳提取溶剂。

１７３　活性物质纯化与结构鉴定　以铜绿假单胞菌
为活性追踪指示菌，运用大孔树脂吸附柱色谱法、

薄层色谱法、硅胶柱色谱法、凝胶柱色谱法和高效

液相色谱法，对发酵液中的活性物质进行分离纯化。

利用质谱技术、核磁共振技术对所得纯化合物进行

结构鉴定。

１８　化合物抗菌活性测试

将各化合物用ＤＭＳＯ溶解后，加水稀释至适宜浓
度，以铜绿假单胞菌为指示菌，采用微量稀释法测定

化合物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），９６孔板内化合物的终
质量浓度为 ５００、２５０、１２５、……０９８ｍｇ·Ｌ－１，

·８２·
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ＤＭＳＯ的终质量分数为５％ ，以无菌生长的最低浓
度为单体化合物的ＭＩＣ，实验重复３次。

２　结果与分析

２１　活性菌株分离筛选

通过改良高氏一号培养基直接培养法缩减肠道

微生物的种类，剔除了大部分对重铬酸钾敏感的肠

道菌，最终从人源粪便中筛选得到１株具有广谱抗
菌活性的菌株，编号为 ＨＡ３１５１。该菌株发酵液能
抑制金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌的生长，在牛

津杯周围能看见清晰的透明圈，对金黄色葡萄球菌

的抑菌圈直径约为１５９ｍｍ（见图１，Ａ、Ｂ），对铜
绿假单胞菌的抑菌圈直径约为１６４ｍｍ（见图１，Ｃ、
Ｄ）。此外对奇异变形杆菌、肺炎克雷伯菌、大肠埃
希菌、肠炎沙门氏菌的生长也有抑制作用，其抑菌

圈直径大小见表１。

注：Ａ、Ｂ金黄色葡萄球菌；Ｃ、Ｄ铜绿假单胞菌。

图１　菌株ＨＡ３１５１发酵液的抑菌圈展示图

表１　菌株ＨＡ３１５１对指示菌的抑菌结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
指示菌株 菌种分类 抑菌直径／ｍｍ

金黄色葡萄球菌 革兰氏阳性菌 １５９±０１０

铜绿假单胞菌 革兰氏阴性菌 １６４±０１０

奇异变形杆菌 革兰氏阴性菌 １５３±００６

肺炎克雷伯菌 革兰氏阴性菌 １５７±０１５

大肠埃希菌 革兰氏阴性菌 １５２±００６

肠炎沙门氏菌 革兰氏阴性菌 １４３±０１２

２２　活性菌株鉴定

２２１　生理生化鉴定　结合菌落形态和革兰氏染色
阴性结果，对菌株 ＨＡ３１５１的生理生化实验结果
（表２）进行分析，初步判定 ＨＡ３１５１为肠杆菌科变
形杆菌属普通变形杆菌Ｐｖｕｌｇａｒｉｓ。

表２　菌株ＨＡ３１５１生理生化鉴定结果
生化指标 结果 生化指标 结果

葡萄糖 ＋ 乳糖 ＋
产气 ＋ 产酸 ＋
蔗糖 ＋ Ｈ２Ｓ ＋
苯丙氨酸酶 ＋ 靛基质实验 ＋
西蒙氏枸橼酸盐 ＋ 明胶 －
鸟氨酸脱羧酶 ＋ 氨基酸脱羧酶 －
尿素酶 ＋ 木糖 ＋
麦芽糖 ＋ 脂酶 －
甘露醇 ＋ 水杨苷 ＋
七叶苷水解 ＋
　　注：＋为阳性；－为阴性。

２２２　１６ＳｒＤＮＡ鉴定　ＰＣＲ产物的１％琼脂糖凝胶
电泳成像结果见图２，各样品在１５００ｂｐ左右有明亮
单一条带，无杂带污染。测序后发现其１６ＳｒＤＮＡ序
列全长为１４７６ｂｐ。

注：Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～６．ＰＣＲ产物。

图２　ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳图

通过与ＧｅｎＢａｎｋ数据库的同源性比较，结果显
示菌株 ＨＡ３１５１与变形杆菌属同源性最高。根据
Ｂｌａｓｔ比对结果，下载了有文献报道的变形杆菌属的
代表菌株序列，采用ＭＥＧＡ５０软件进行１０００次相
似重复度计算，构建系统发育树见图３。从图３可
知，ＨＡ３１５１与普通变形杆菌Ｐｖｕｌｇａｒｉｓ聚在同一分
支，可信度值为１００。

图３　菌株ＨＡ３１５１的系统发育树

·９２·
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２３　活性物质提纯及结构鉴定

２３１　活性物质定位　超滤法除去蛋白质的发酵液
与未除蛋白质的发酵液对铜绿假单胞菌生长的抑制

率见图４，两者差异无统计学意义。在加入体积为
６０μＬ（终体积为２００μＬ）时，两者都完全抑制铜绿
假单胞菌的生长。

图４　发酵液去除蛋白质前后抑菌活性对比

２３２　活性物质提取　发酵液经不同极性溶剂依次
萃取和直接萃取后，各有机萃取相和萃余相的物质

活性用牛津杯法进行检测，结果见表 ３。直接用正
丁醇萃取的正丁醇相的抑菌活性最好，且在萃余相

中活性很弱，因此正丁醇是发酵液中活性物质萃取

的最佳溶剂，并通过增加萃取次数来减弱萃余相中

的活性物质残余，提高萃取得率。

２３３　活性物质纯化与结构鉴定　从变形杆菌 ＨＡ
３１５１发酵液中分离得到了１３个化合物，包括有机酸
类３个（Ｄ３苯基乳酸、丁香酸、３甲氧基没食子
酸），二肽类４个［环（丙苯丙）二肽、环（酪酪）二
肽、环（酪亮）二肽、环（酪异亮）二肽］，黄酮类６
个（黄豆黄苷、大豆苷、大豆苷元、染料木苷、５甲
氧基大豆苷元、染料木黄酮）。各化合物的结构式见

图５，鉴定结果如下：
Ｄ３苯基乳酸（Ｄ３ｐｈｅｎｙｌｌａｃｔｉｃａｃｉｄ），白色结晶；

［α］＋１９８０°；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ１６５０５６２［ＭＨ］－；１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ７２３（ｍ，５Ｈ，ＨＰｈｅ），
４１３（ｔ，１Ｈ，Ｊ＝３６Ｈｚ，Ｈ２），２９５（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝
１３６Ｈｚ，Ｈ３ａ），２７８（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝１３６，８４Ｈｚ，
Ｈ３ｂ）；１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ４０３３（Ｃ３），

７１２５（Ｃ２），１２６２９（Ｃ７），１２８１５（Ｃ５，９），
１２９５８（Ｃ６，８），１３８３５（Ｃ４），１７５３４（ＣＯＯＨ）。
以上数据与文献报道的Ｄ３苯基乳酸数据一致［７８］。

丁香酸（ｓｙｒｉｎｇｉｃａｃｉｄ），无色结晶；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ
１９７０４６３［ＭＨ］－；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＭｅＯＤｄ４）：
δ７３３（ｓ，２Ｈ，Ｈ３，５），３８８（ｓ，６Ｈ，２ＯＣＨ３）；
１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＭｅＯＤｄ４）：δ５７０８（ＯＣＨ３），
１０８６５（Ｃ３，５），１２２２０（Ｃ４），１４２０６（Ｃ２，
６），１４９１４（Ｃ１），１７０２２（ＣＯＯＨ）。以上数据与
文献报道的丁香酸数据一致［９］。

３甲氧基没食子酸（３ｍｅｔｈｏｘｙｇａｌｌｉｃａｃｉｄ），白色
结晶；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ７０７（ｓ，
１Ｈ，Ｈ６），７０２（ｓ，１Ｈ，Ｈ４），３７７（ｓ，３Ｈ，
ＯＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ５６００
（ＯＣＨ３），１０４９６（Ｃ６），１１０８７（Ｃ４），１２０６７
（Ｃ５），１３９１１（Ｃ２），１４５３５（Ｃ３），１４７９３
（Ｃ１），１６７５８（ＣＯＯＨ）。以上数据与文献报道的
３甲氧基没食子酸数据一致［１０］。

环（丙苯丙）二肽［ｃｙｃｌｏ（ＬＡｌａＬＰｈｅ）］，无定
形粉末；［α］＋１０００°；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＭｅＯＤ
ｄ４）：δ７１４７２６（ｍ，５Ｈ，Ｐｈｅ），４２２（ｓ，１Ｈ，
Ｈ５），３４２（ｍ，１Ｈ，Ｈ３），３００（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝
１４０Ｈｚ，Ｈ８ａ），２６４（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝１７６Ｈｚ，Ｈ
８ｂ），０５１（ｄ，３Ｈ，Ｊ＝６４Ｈｚ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ
（１００ＭＨｚ，ＭｅＯＤｄ４）：δ２１１０（Ｃ７），４１５６
（Ｃ６），４５３５ （Ｃ８），５８２２ （Ｃ３），１２９１６
（Ｃ４），１３０３０（Ｃ１１，１３），１３２１８（Ｃ１０，１４），
１３７０７（Ｃ９），１６９３７（Ｃ５），１７０７３（Ｃ２）。以上
数据与文献报道的环（丙苯丙）二肽数据一致［１１］。

环（酪酪）二肽［ｃｙｃｌｏ（ＬＴｙｒＬＴｙｒ）］，无定形
粉末；［α］ ＋３９３９°；ＥＳＩＭＳｍ／ｚ３２７１３５５［Ｍ＋
Ｈ］＋；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ９１８（ｓ，
２Ｈ，Ｈ１），７７４（ｓ，２Ｈ，ＯＨ），６８３（ｄ，４Ｈ，Ｊ＝
７６Ｈｚ，Ｈ２′，２″，６′，６″），６６６（ｄ，４Ｈ，Ｊ＝
７６Ｈｚ，Ｈ３′，３″，５′，５″），３８４（ｓ，２Ｈ，Ｈ３，

表３　不同萃取方法活性对比（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ｍｍ

萃取方法
对照组抑菌圈

直径

萃取相抑菌圈直径 萃余相抑菌圈直径

石油醚 乙酸乙酯 正丁醇 石油醚 乙酸乙酯 正丁醇

直接萃取 — — １９０±０１１ ２２０±０１０ １６０±０１１ １１０±０１０ ＜１００±０１０

依次萃取 — — １９３±０１０ １０３±０１０ — — —

　　注：—表示无抑菌圈。
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６），２５２（ｄｄ，２Ｈ，Ｊ＝１３６，６０Ｈｚ，Ｈ７，７′ａ），
２１０（ｄｄ，２Ｈ，Ｊ＝１３６，６０Ｈｚ，Ｈ７，７′ｂ）；１３Ｃ
ＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ３８８（Ｃ７，７′），
５６２２（Ｃ３，６），１１５５１ （Ｃ２′，２″，６′，６″），
１２７０３（Ｃ４′，４″），１３１２２（Ｃ１′，１″），１５６５５
（Ｃ３′，３″，５′，５″），１６６７３（Ｃ２，５）。以上数据
与文献报道的环（酪酪）二肽数据一致［１２］。

环（酪亮）二肽［ｃｙｃｌｏ（ＬＴｙｒＬＬｅｕ）］，无定形
粉末；［α］＋１０００°；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＭｅＯＤ
ｄ４）：δ６９３（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ１３，１７），
６６４（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ１４，１６），４１６（ｓ，
２Ｈ，Ｈ１，４），３６９（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝１００，４０Ｈｚ，
Ｈ６），３１３（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝１４０，４８Ｈｚ，Ｈ１１ａ），
２７６（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝１４０，４８Ｈｚ，Ｈ１１ｂ），１３７
（ｍ，１Ｈ，Ｈ８），０８２（ｍ，３Ｈ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ
（１００ＭＨｚ，ＭｅＯＤｄ４）：δ２１６７（Ｃ１０），２３６９
（Ｃ９），２４９８ （Ｃ８），３９７２ （Ｃ１１），４５５５
（Ｃ７），５４４２ （Ｃ６），５７９３ （Ｃ３），１１６７４
（Ｃ１４），１２７３３（Ｃ１２），１３２７４（Ｃ１３），１３３０７
（Ｃ１７），１５８４９（Ｃ１５），１６９４４（Ｃ２），１７０９７
（Ｃ５）。以上数据与文献报道的环（酪亮）二肽数据
一致［１３１４］。

环（酪异亮）二肽［ｃｙｃｌｏ（ＬＴｙｒＬＩｌｅ）］，无定
形粉末；［α］－３２５６°；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＭｅＯＤ
ｄ４）：δ６９３（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ１３，１７），
６６９（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ１４，１６），４２６（ｓ，
２Ｈ，Ｈ１，４），３７０（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝４４，１６Ｈｚ，
Ｈ６），３１９（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝１４０，４４Ｈｚ，Ｈ１１ａ），
２８９（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ＝１４０，４４Ｈｚ，Ｈ１１ｂ），０７９～
０６７（ｍ，６Ｈ，ＣＨ３）；

１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＭｅＯＤ
ｄ４）：δ１２２０（Ｃ１０），１５６６（Ｃ９），２４９８（Ｃ８），
３９２０（Ｃ１１），４０１４（Ｃ７），５７７０（Ｃ５），６１２２
（Ｃ２），１１６５９ （Ｃ１４，１６），１２７８０ （Ｃ１２），
１３２９３（Ｃ１３，１５），１５８２３（Ｃ１５），１６９６４（Ｃ２，
５）。以上数据与文献报道的环（酪异亮）二肽数据
一致［１５］。

黄豆黄苷（ｇｌｙｃｉｔｉｎ），白色粉末；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，
ＤＭＳＯｄ６）：δ８３８（ｓ，１Ｈ，Ｈ２），７４８（ｓ，１Ｈ，
Ｈ５），７３３（ｓ，１Ｈ，Ｈ８），７４１（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝
７６Ｈｚ，Ｈ２′，６′），６８１（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝７６Ｈｚ，Ｈ
３′，５′），５１９（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，Ｈ１″），３４６
（ｍ，１Ｈ，Ｈ２″），３４８（ｍ，１Ｈ，Ｈ３″），３１６（ｍ，
１Ｈ，Ｈ４″），３４６（ｍ，１Ｈ，Ｈ５″），５１８（ｄ，１Ｈ，

Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ１″），５１４（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，
ＯＨ２″），５４１（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ３″），５０８
（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ４″），４６４（ｍ，１Ｈ，ＯＨ
６″），３８８（ｓ，３Ｈ，ＣＨ３），９５４（ｓ，１Ｈ，ＯＨ４′）；
１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ１５３２２（Ｃ２），
１２３３１（Ｃ３），１７４５６（Ｃ４），１０４９１（Ｃ５），
１４７６４（Ｃ６），１５１７２（Ｃ７），１０３６１（Ｃ８），
１５１４０（Ｃ９），１１８００（Ｃ１０），１２２７７（Ｃ１′），
１３０２５（Ｃ２′），１１５１６（Ｃ３′），１５７３７（Ｃ４′），
１１５１６ （Ｃ５′），１３０２ （Ｃ６′），９９７９ （Ｃ１″），
７３２０（Ｃ２″），７６９４（Ｃ３″），６９７６（Ｃ４″），７７３９
（Ｃ５″），６０８１（Ｃ６″），５６０１（ＯＣＨ３）。上述数据
与文献报道的黄豆黄苷一致［１６］。

大豆苷（ｄａｉｄｚｉｎ），白色粉末；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，
ＤＭＳＯｄ６）：δ９５５（ｓ，１Ｈ，ＯＨ４′），８３９（ｓ，
１Ｈ，Ｈ２），８０５（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝９２Ｈｚ，Ｈ１），７４１
（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝７６Ｈｚ，Ｈ２′，６′），７２３（ｓ，１Ｈ，Ｈ
８），７１４（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８８Ｈｚ，Ｈ６），６８１（ｄ，
２Ｈ，Ｊ＝８０Ｈｚ，Ｈ３′，５′），５１８（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝
４０Ｈｚ，ＯＨ１″），５１４（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ
２″），５４１（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ３″），５０８（ｄ，
１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ４″），４６４（ｍ，１Ｈ，ＯＨ６″）；
１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ６０８２（Ｃ６″），
６９８０（Ｃ４″），７３３１（Ｃ２″），７６６６（Ｃ３″），７７３９
（Ｃ５″），１００１６（Ｃ８），１０３５６（Ｃ１″），１１５１６
（Ｃ３′，５′），１１５７６ （Ｃ６），１１８６４ （Ｃ１０），
１２２４９（Ｃ１′），１２３８８（Ｃ３），１２７１３（Ｃ５），
１３０２６（Ｃ２′，６′），１５３５１（Ｃ２），１５７２１（Ｃ４′），
１５７４４（Ｃ９），１６１５８（Ｃ７），１７４９２（Ｃ４）。以上
数据与文献报道的大豆苷数据［１６］一致。

大豆苷元（ｄａｉｄｚｅｉｎ），白色粉末；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，
ＤＭＳＯｄ６）：δ１０７７（ｓ，１Ｈ，ＯＨ７），９５３（ｓ，
１Ｈ，ＯＨ４′），８２７（ｓ，１Ｈ，Ｈ２），７９５（ｄ，１Ｈ，
Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ５），７３７（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ
２′，６′），６９２（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８８Ｈｚ，Ｈ６），６８５
（ｓ，１Ｈ，Ｈ８），６８０（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ３′，
５′）；１３ＣＮＭＲ （１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ１０２５７
（Ｃ８），１１５４２（Ｃ３′，５′），１１５５９（Ｃ６），１１７１０
（Ｃ１０），１２３０１（Ｃ３），１２３９５（Ｃ１′），１２７７６
（Ｃ５），１３０５４（Ｃ２′，６′），１５３２８（Ｃ２），１５７６４
（Ｃ４′），１５７９０（Ｃ９），１６２９８（Ｃ７），１７５１６（Ｃ４）。
以上数据与文献报道的大豆苷元数据［１６］一致。
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染料木苷（ｇｅｎｉｓｔｉｎ），白色粉末；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，
ＤＭＳＯｄ６）：δ１２９３（ｓ，１Ｈ，ＯＨ５），９６０（ｓ，１Ｈ，
ＯＨ４′），８４２（ｓ，１Ｈ，Ｈ２），７３９（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝
８４Ｈｚ，Ｈ２′，６′），６８１（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ
３′，５′），６７１ （ｓ，１Ｈ，Ｈ８），６４６ （ｓ，１Ｈ，
Ｈ６），５１９（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，Ｈ１″），３４６（ｍ，
１Ｈ，Ｈ２″），３４８（ｍ，１Ｈ，Ｈ３″），３１６（ｍ，１Ｈ，
Ｈ４″），３４６（ｍ，１Ｈ，Ｈ５″），５１８（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝
４０Ｈｚ，ＯＨ１″），５１４（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ
２″），５４１（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ３″），５０８（ｄ，
１Ｈ，Ｊ＝４０Ｈｚ，ＯＨ４″），４６４（ｍ，１Ｈ，ＯＨ６″）；
１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ６０８１（Ｃ６″），
６９７７（Ｃ４″），７３２６（Ｃ２″），７６５９（Ｃ３″），７７３８
（Ｃ５″），９４７１ （Ｃ８），９９７６ （Ｃ１″），１０００２
（Ｃ６），１０６２７ （Ｃ１０），１１５２８ （Ｃ３′，５′），
１２１１８（Ｃ１′），１２２７４（Ｃ３），１３０３６（Ｃ２′，６′），
１５４７９（Ｃ２），１５７４１（Ｃ４′），１５７６９（Ｃ９），

１６１８２（Ｃ５），１６３２０（Ｃ７），１８０７０（Ｃ４）。以上
数据与文献报道的染料木苷数据［１６］一致。

５甲氧基大豆苷元（５ｍｅｔｈｏｘｙｄａｉｄｚｅｉｎ），淡黄色
粉末；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ１０５９（ｓ，
１Ｈ，ＯＨ７），９５２（ｓ，１Ｈ，ＯＨ４′），８２９（ｓ，１Ｈ，
Ｈ２），７４４（ｓ，１Ｈ，Ｈ５），７３９（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝
８４Ｈｚ，Ｈ２′，６′），６９５（ｓ，１Ｈ，Ｈ８），６８１（ｄ，
２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ３′，５′），３８９（ｓ，３Ｈ，ＣＨ３）；
１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ５６０１（ＯＣＨ３），
１０３００（Ｃ８），１０４８９（Ｃ６），１１５１２（Ｃ３′，５′），
１１５１３（Ｃ１０），１２２９６（Ｃ３），１２３１３（Ｃ１′），
１３０２４（Ｃ２′，６′），１４７１１（Ｃ４′），１５１９０（Ｃ７），
１５２６８（Ｃ９），１５７２９（Ｃ５），１７４５０（Ｃ４）。以上
数据与文献报道的５甲氧基大豆苷元数据一致［１７］。

染料木黄酮（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ），白色粉末；１ＨＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：δ１２９４（ｓ，１Ｈ，ＯＨ５），
９５７（ｓ，１Ｈ，ＯＨ４′），８３１（ｓ，１Ｈ，Ｈ２），７３９

图５　从普通变形杆菌ＨＡ３１５１发酵液分离的化合物的结构式
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（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝８４Ｈｚ，Ｈ２′，６′），６８１（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝
８４Ｈｚ，Ｈ３′，５′），６３７（ｓ，１Ｈ，ＯＨ８），６２１
（ｓ，１Ｈ，ＯＨ６）；１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）：
δ９３８５（Ｃ８），９９１５（Ｃ６），１０４６４（Ｃ１０），
１１５２４（Ｃ３′，５′），１２１３９（Ｃ１′），１２２４６（Ｃ３），
１３０３４（Ｃ２′，６′），１５４１７（Ｃ２），１５７６０（Ｃ４′），
１５７７７（Ｃ９），１６２１８（Ｃ５），１６４４７（Ｃ５），
１８０４０（Ｃ４）。以上数据与文献报道的染料木黄酮
数据［１６］一致。

２４　化合物抗菌活性研究

经微量稀释法测定各化合物对铜绿假单胞菌的

ＭＩＣ结果见表４；其他化合物无抗菌活性。

表４　单体化合物抗铜绿假单胞菌实验结果（ｎ＝３）
编号 化合物名称　 ＭＩＣ／μｇ·ｍＬ－１

Ｈ００１ 环（丙苯丙）二肽 ＞５００

Ｈ０２６ 环（酪酪）二肽 ＞５００

Ｈ００４ Ｄ３苯基乳酸 ２５０

Ｈ０１２ 大豆苷元 ＞５００

Ｈ０１３ 染料木苷 ＞５００

Ｈ０２２ 染料木黄酮 ＞５００

３　结论与讨论

本研究从人源肠道菌群中得到１株能产生抗菌
活性物质的普通变形杆菌Ｐｒｏｔｅｕｓｖｕｌｇａｒｉｓ菌株，并从
其培养液中分离纯化了一系列具有抗菌活性的有机

酸、黄酮和二肽类化合物。这是普通变形杆菌代谢

产物具有抗菌活性的首次报道，也是肠道菌通过分

泌次生代谢产物产生定植优势进而影响人体的有力

证据。

根据我们的实验结果，结合文献报道，分离得

到的这些代谢产物普遍具有抗菌活性。３苯基乳酸
和丁香酸最早发现于蜂蜜中，是其最主要的抗菌物

质［１８］。３苯基乳酸是天然存在的抗菌剂，对人和动
物安全无毒，有望作为一种新型防腐剂运用于食品、

医药及化妆品行业。目前报道３苯基乳酸主要由乳
酸杆菌属菌株产生，它参与苯丙氨酸代谢途径。由

于乳酸脱氢酶的种类不同，生成的苯基乳酸构型也

不相同［１９］，Ｄ苯基乳酸的抗菌活性大于 Ｌ苯基乳
酸［２０］，本研究中变形杆菌ＨＡ３１５１所产生的苯基乳
酸即为Ｄ型。丁香酸为常见的药用植物代谢产物，
是白蒿的主要抗菌成分，对金黄色葡萄球菌、枯草

芽孢杆菌、大肠杆菌均有抑制作用［２１２２］。本研究证

明环（丙苯丙）二肽、环（酪酪）二肽具有抗菌活性，
另有文献报道环（酪亮）二肽对犬小孢菌有抑制作用
（ＭＩＣ为５０ｍｇ·Ｌ－１）［２３］，环（酪异亮）二肽对多种海
洋细菌有抑制作用（ＭＩＣ为２００ｍｇ·Ｌ－１）［２４］。黄酮类
化合物的抗菌活性多有报道，本研究中分离得到的

大豆苷元、染料木苷和染料木黄酮经检测有抗菌作

用，推测这些成分均为普通变形杆菌的抗菌活性组

成成分。

本研究确认了普通变形杆菌通过分泌代谢产物

对其他细菌的抑制作用，这证明肠道内确实存在微

生物间相互制衡的物质基础。这些抗菌活性代谢产

物被人体吸收后会进入血液循环，对人体其他部位

的感染疾病起到干预作用。然而，抗菌活性物质只

是肠道菌分泌的代谢产物的一部分，其他代谢产物

包括活性物质和毒性物质也同样会对人体健康产生

有利或不利影响。越来越多的研究证实，肠道菌群

的紊乱与疾病的发生发展密切相关［２５２７］，这是因

为紊乱的菌群表现为有益菌减少，有害菌增多。

我们认为，菌群的结构改变只是表象，而致病的

根源应该归因于两者分泌的化学介质的差异。药

物通过调节菌群的结构治疗疾病也应该是由于不

同的菌群结构释放的化学介质不同而造成的。因

此，开展不同种类的肠道菌的代谢产物研究，应

该能为揭秘肠道菌群与人体健康的相关性问题提

供科学依据。
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