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兼性肠球菌 !"#$%&’&’’() *+%,$ !"#$#%&’( 对黄豆苷原的开

环转化

于飞，王世英，李佳，张琪，李朝东，王秀伶!

（河北农业大学生命科学学院，保定 #$0##0）

摘要：【目的】从褐马鸡粪样中分离对大豆异黄酮黄豆苷原具有转化作用的功能微生物菌株。【方法】在厌氧

工作站内对褐马鸡新鲜粪样进行梯度稀释后涂板，从板上挑取单菌落与底物黄豆苷原厌氧混合培养，用高

效液相色谱检测底物被转化情况。【结果】分离出一株对黄豆苷原具开环转化作用的革兰氏阳性兼性好氧

菌株 ’MNENO0"3（FM"0"&1A），经 PQ’.B 比对，该菌株的 01. )R/’ 基因全序与肠球菌属菌株 .-#/’("(""01 2&’$/
（R.O,#01#）的相似性为 0##S。根据保留时间、代谢产物最大紫外吸图谱以及核磁共振氢谱和碳谱等分析

结果，将菌株 .-#/’("(""01 2&’$/ ’MNENO0"3 降解黄豆苷原的代谢产物确定为去氧甲基安哥拉紫檀素。纯化

后的代谢产物在手性柱上出现两个物质峰，其对映体过量率为 11T"S。【结论】细菌菌株 .-#/’("(""01 2&’$/
’MNENO0"3 为国内外首次报道的对黄豆苷原具有开环转化作用的肠球菌属菌株，同时也是第一个报道的对

大豆异黄酮具有转化作用的兼性微生物菌株。
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大豆异黄酮因其抗氧化、降低心脑血管发病率、

减少 骨 质 疏 松 和 抗 肿 瘤 活 性 日 益 受 到 人 们 关

注［0 % A］，目前研究最多的是以苷元形式存在的染料

木素（IC;*=7C*;）和黄豆苷原（L<*LUC*;）。人群中大约

A#S V 3#S的个体，其肠道微生物能将摄入体内的

黄豆苷原转化为雌马酚（CW:9+），而 &#S V "#S的个

体能将摄入体内的黄豆苷原转化为去氧甲基安哥拉

紫檀素（ 3ELC=?C76X+<;I9+C;=*;，简 称 3ER?<）［! % 3］不

管是雌马酚还是 3ER?< 都具有比其前体黄豆苷原

更高更广的生物学活性。体外试验表明，3ER?< 不

仅与人体雌激素受体 FY! 和 FY" 的亲和力高于其

前体黄豆苷原［1 % $］，与 FY"结合后，在诱导基因转录

上 3ER?< 也强于黄豆苷原［1］。此外，当浓度高于 0#

#?9+4Q，3ER?< 能够明显抑制人乳腺癌细胞 O2ZE$

的生长［&］。,##& 年日本学者比较了 3ER?< 与雌马

酚在体内外对切除子宫小鼠的骨密度及脂类代谢的

影响，发现 3ER?< 与雌马酚一样，均能促进脂类物

质的正常代谢，但在体外破骨细胞生长方面，3ER?<
则只表现轻微抑制作用［"］。

自 ,# 世纪 "# 年代中期人们开始分离对黄酮类

化合物具有转化作用的功能微生物菌株，根据已分

离的功能微生物菌株的转化作用，可将其分为还

原［0# % 00］、去酮基［0, % 0A］和开环［0! % 03］A 类。目前报道的

对大豆异黄酮 2E环具有开环转化作用的菌株仅涉

及梭菌属和真杆菌属 , 个属。N:) 等从人粪样中分

离的革兰氏阳性梭菌属菌株 N[N0A1 能将大豆异黄

酮黄豆苷原的 2E环进行裂解，形成开环代谢产物 3E
RO’［01］。P+<:7［03］及 \<;I 等［0$］分别报道了一株对



大豆异黄酮具有开环转化作用的人肠道真杆菌属菌

株，该菌株能将黄豆苷原和染料木素分别转化为 !!
"#$ 与 %!&’’$。

本文首次从褐马鸡粪样中筛选出一株革兰氏阳

性兼性好氧肠球菌属菌株，这完全不同于以往报道

的对大豆异黄酮具有开环转化作用的梭菌属和真杆

菌属菌株。此外，这是目前国内外首次报道的一株

对大豆异黄酮具有转化作用的兼性微生物菌株。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 培养基：脑心浸液（(&)）培养基（美国 (*+,-
公司）。

!"!"# 试剂与药品：去氧甲基安哥拉紫檀素（ !!
".*）标准品由本实验室制备保存。黄豆苷原（美国

)/0-12/3 公司）。甲醇、乙酸乙脂和乙腈均为色谱纯

（美国 425637 公司）。8-/+39, :;; 型厌氧工作站（英

国 <=5>2// 公司），工作站内气体种类及配比为：?@
8A%，B;@ &% 和 C?@ D%。&’E8 系统（美国 F*,375
公司），B?%? 型双泵，%:CG HI 检测器，8BC!A"J 分析

柱（?!.，%?; .. K :LM ..），8BC!A"J 制备柱（?!.，

%?; .. K B; ..），J=.2 8627*N A$!G;;; 手性分析柱（?

!.，%?; .. K :LM ..）"O!I8;B;!)< 真空离心浓缩仪

（韩国 "$)O)）。

!"# 菌株的分离筛选

用灭菌镊子取褐马鸡新鲜粪样，放到事先备好

的覆盖 % P Q .. 矿物油 (&) 液体培养基中，取样后

立即将新鲜粪样带回实验室，在 QGR厌氧工作站内

进行系列梯度稀释（B;S B P B;S C），并涂布于 (&) 琼

脂板上。

!"$ 高效液相检测

经梯度稀释后的菌落在 (&) 平板上长出后，挑取

单菌落到 B .E (&) 液体培养基中，加入 ;LB ..-NTE
黄豆苷原作为底物，培养 Q P ? 0 后用 &’E8 检测底

物被转化情况，检测波长为 %G; /.，流动相为乙腈

和水，具体方法见 F*/U［BG］的报道。

!"% 菌种鉴定

!"%"! 菌体及菌落形态观察：在厌氧工作站内，将

具有转化活性的单菌株纯化后分别接种在 (&) 液

体及固体培养基上，培养 %: 6 后光学显微镜下观察

菌体形态，:C 6 后观察菌落形态。

!"%"# 革兰氏染色及耐氧性试验：参照沈萍等［BC］对

转化菌株进行革兰氏染色；将分离的具有转化活性

的单菌株同时等量接种，分置 QGR普通培养箱和厌

氧工作站内进行培养，观察其生长情况。

!"%"$ 常规生理生化鉴定：对有转化活性的菌株进

行糖发酵及产气（乳糖、蔗糖、葡萄糖）、触酶、吲哚试

验及 IV ’V试验等常规生理生化测定，参照细菌鉴定

手册［BW］对转化菌株进行初步菌种鉴定。

!"%"% BMJ 7"D$ 序列分析：采用通用 %G4TB:W%< 引

物（正向引物：?X!$Y$YZZZY$Z8#ZYY8Z8$Y!QX；反

向引 物：?X!YY[Z$88ZZYZZ$8Y$8ZZ!QX））进 行 BMJ
7"D$的 ’8< 扩增［%;］。’8< 扩增条件：W:R ? .2/；

W:R B .2/，??R Q; 5，G%R B .2/ Q; 5，%W 个循环；

G%R B; .2/。扩增产物经纯化后，送上海生物工程

有限公司测序，序列上交美国 D8() 核苷酸序列库，

并通过 (E$JZ 比对，对转化菌株进行系统分类。

!"& 代谢产物的分离纯化与结构鉴定

!"&"! 代谢产物的分离纯化：将转化菌株的菌液

B .E接种于三角瓶中（装有 B;; .E 新鲜 (&) 培养

基）培养，菌长起后加入 :; ..-NTE 底物黄豆苷原 B
.E，在厌氧工作站中培养 M P G 0，高效液相检测底

物转化情况。待底物最大程度被转化后，用等量乙

酸乙酯萃取发酵液 Q 次，蒸干后用甲醇溶解，并过

;L:?!.有机膜，用 &’E8 进行分离纯化。

!"&"# 代谢产物的鉴定：相同 &’E8 检测条件下与

标准品比较保留时间和物质峰的最大紫外吸收图

谱；将分离纯化后的代谢产物进行核磁共振氢谱

（B&!D#<）和碳谱（BQ 8!D#<）测定（(7=>37 $I$D8\
:;; 型超导核磁共振波谱仪），溶剂采用丙酮!0M。

!"’ 手性代谢产物的手征性测定

将分离纯化后的代谢产物注入 J=.2 +627*N A$!
G;;; 手性分析柱中，通过峰面积计算对映体过量率。

!"( 转化菌株对黄豆苷原的转化动态研究

在厌氧工作站内将具有转化作用的菌株培养液

B;;!E 接种到盛有 % .E (&) 液体培养基的带盖试

管中，菌开始进入指数增长期后加入 :; ..-NTE 底

物黄豆苷原 %;!E 共同培养，加入底物后每两天取

出 B;;!E 加入底物的菌株培养液，用 B .E 乙酸乙酯

进行萃取，离心浓缩仪蒸干后加入 B;;!E 甲醇，用

&’E8 检测底物被转化情况，样品一直取到第 C 天。

# 结果和分析

#"! 菌株 )*+,+-!.& 的菌体及菌落形态特征

通过 &’E8 检测，从褐马鸡新鲜粪便中分离到

一株对底物黄豆苷原具有转化作用的细菌菌株，将

其命名为 $H&!&#BW?。该细菌菌株在厌氧工作站

内培养 %: 6 后，在光学显微镜下呈球形或椭球形，

;C: 432 [= 3, *N V T"#$% &’#()*’)+),’#% -’.’#%（%;;W）:W（:）



大部分单独存在，少部分两三个菌体连在一起。该

菌株菌落为圆形，!"# 培养基培养 $% & 后菌落大小

为 ’() * ’(+ ,,，边缘透明且整齐，中央呈乳白色凸

起，随培养时间延长，菌落逐渐转为淡黄色。

!"! 转化菌株革兰氏染色与耐氧特性

菌株 -."/"0’12 经革兰氏染色为阳性，在厌氧

工作站内及普通培养箱内培养均能正常生长，且在

普通培养箱内生长速度更快些。因此，将菌株 -."/
"0’12 确定为革兰氏阳性兼性好氧球菌。

!"# 菌株 $%&’&()*+ 的生理生化特征

革兰氏阳性兼性好氧菌株 -."/"0’12 的生理

生化特征见表 ’，与常见细菌系统鉴定手册（第一

版 ） 对 照，菌 株 -."/"0’12 与 肠 球 菌 属

（!"#$%&’&’’()）特征一致。

表 ) 细菌菌株 $%&’&()*+ 的生理生化特性

34567 ’ 8&9:;<6<=;>46 4?@ 5;<>&7,;>46 >&4A4>B7A;:B;>: <C 54>B7A;46 :BA4;? -."/"0’12
#@7?B;C;>4B;<? -."/"0’12 #@7?B;C;>4B;<? -."/"0’12 #@7?B;C;>4B;<? -."/"0’12
D(2E F4G6 H I4>B<:7 H（?< =4:） 0<B;J4B;<? K
’)L H M6N><:7 H（?< =4:） #?@<67 K
$2L H ON>A<:7 H（?< =4:） -,96<69:;: K
P"1(D H G4B464:7 K QR 8R K

“ H ”,74?: P<:;B;J7，“ K ”,74?: ?7=4B;J7R

!", 菌株 $%&’&()*+ )-. /01$ 的序列分析

以细菌菌株 -."/"0’12 基因组 SF- 为模板，

以通 用 引 物 +TU 和 ’$1+V 进 行 8GV 扩 增。菌 株

-."/"0’12 的 ’DO ASF- 序列递交美国 FG!# 基因

库，注 册 号 为 W.1’1%DX。通 过 !I-O3 比 对，菌 株

-."/"0’12 的 ’DO ASF- 基因全序（’$%T 5P）与菌株

!"#$%&’&’’() *+%,$（ 序 列 号 Y’TX)+，菌 种 号 SO0
+)’D)）的相似性为 ’))E。菌株 -."/"0’12 的系统

发育学地位见图 ’。

图 ) 细菌菌株 $%&’&()*+ 与其近缘菌株 )-. /01$ 亲缘关系图

U;=R’ ’DO ASF- 54:7@ @7?@A<=A4, :&<Z;?= B&7 P&96<=7?7B;> A764B;<?:&;P <C 54>B7A;46 :BA4;? -."/"0’12 4?@ ;B: A764B;J7:R FN>67<B;@7 :7[N7?>7 @4B454:7
4>>7::;<? ?N,57A: 4A7 :&<Z? ;? B&7 5A4>\7B:R 3&7 P7A>7?B4=7 ?N,57A 4B B&7 ?<@7: ;?@;>4B7 B&7 67J76: <C 5<<B:BA4P :NPP<AB C<A B&7 5A4?>& P<;?B 54:7@ <? ’)))
A7:4,P6;?=:R 3&7 :>467 54A 4B B&7 5<BB<, A7PA7:7?B: ) R)’ ?N>67<B;@7 :N5:B;BNB;<? P7A ?N>67<B;@7 P<:;B;<?R

此外，对菌株 -."/"0’12 进行了甘露醇（ K ）、山

梨醇（ K ）、丙酮酸盐利用实验（ K ）以及精氨酸双水解

实验（ H ），实验结果与文献中报道的［+’］海氏肠球菌的

生理生化特性完全一致。根据革兰氏染色、耐氧及其

它耐性实验、生理生化特性以及菌株 ’DO ASF- 的序

列分析，最后将对黄豆苷原具有转化作用的褐马鸡肠

道 分 离 菌 株 -."/"0’12 确 定 为 海 氏 肠 球 菌

（!"#$%&’&’’() *+%,$），即 !"#$%&’&’’() *+%,$ -."/"0’12。

!"+ 黄豆苷原代谢产物的结构鉴定

!"+") 代谢产物的高效液相色谱分析：以大豆异黄

’%$于飞等：兼性肠球菌 !"#$%&’&’’() *+%,$ -."/"0’12 对黄豆苷原的开环转化 R ]微生物学报（+))1）$1（$）
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酮 黄 豆 苷 原 为 底 物，以 褐 马 鸡 肠 道 分 离 菌 株

!"#$%&’&’’() *+%,$ !"#$#%&’( 为生物酶源，采用高

效液相方法对底物黄豆苷原代谢产物进行检测。在

保留时间 ) * ( +,- 处出现的物质峰为底物黄豆苷

原。保留时间 ./0. +,- 和 .10/ +,- 处出现两个物质

峰，其中在保留时间 ./0. +,- 处的物质峰随底物黄

豆苷原的减少逐渐增加，确定为底物的代谢产物峰。

该峰在 .2’ -+ 和 /&’ -+ 分别有两个最大紫外吸收

峰，这与标准品去氧甲基安哥拉紫檀素（-$3+4）的

保留时间和最大紫外吸收相吻合（图 .）；在不加底

物黄豆苷原的菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ !"#$#%&’( 的

发酵液提取物在保留时间 .10( +,- 处出现了一菌株

代谢产物峰（图略），且该峰分别在 .2& -+ 和 .52 -+
有两个最大紫外吸收峰，这与上述保留时间 .10/
+,-处的物质峰的最大紫外吸收完全一致。此外，

在加入底物黄豆苷原的菌株发酵液中，保留时间

.10/ +,- 处的物质峰的增加与底物减少并不同步进

行，因而将上述保留时间 .10/ +,- 处的峰确定为菌

株本身代谢产生的未知峰（图 .）。通过比较相同条

件下代谢产物与 -$3+4 标准品的保留时间和最大

紫外吸收，将菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ !"#$#%&’( 代

谢黄豆苷原产生的代谢产物初步确认为 -$3+4。

图 ! 细菌菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ "#$%$&’() 代谢底物黄豆苷原的高效液相图谱

6,7*. #89: ;<=>,?- @A?B,<;C B?A >D; +;>4E?<,C+ ?B F4,FG;,- EH E4I>;A,4< C>A4,- !"#$%&’&’’() *+%,$ !"#$#%&’(* JD; ,-C;A> CD?KC >D; "L C@;I>A=+ ?B F4,FG;,-
+;>4E?<,>;*

!*)*! 代谢产物的核磁共振氢谱（&#$M%N）和碳谱

（&/ :$M%N）：为 准 确 鉴 定 褐 马 鸡 肠 道 细 菌 菌 株

!"#$%&’&’’() *+%,$ !"#$#%&’( 代谢黄豆苷原后产生

的代谢产物的化学结构，将分离纯化后的代谢产物

分别进行了核磁共振氢谱（&#$M%N）和碳谱（&/ :$
M%N）分析，结果如下：
&#$M%N（（:3/ ）.:O），1PP %#Q）：20)1（&#，F，R S ’0P
#G，#$5T），20&)（.#，F，R S )0( #G，#$.U，5U），5025（.#，F，

R S )0( #G，#$/U，(U），50/&（&#，FF，R S ’0P #G，.0( #G，#$
(T），50.1（&#，F，R S .0( #G，#$/T），102/（&#，V，R S 20P
#G，#$.），&0/5（/#，F，R S 20P #G，/$:#/）。
&/:$M%N（（:3/）.:O），&PP %#Q）：&5(0/（:$1T），&510)

（:$.T），&(505（:$1U），&//0(（:$&U），&//0.（:$5T），

&.)02（:$.U，5U），&&(0’（:$/U，(U），&&.0(（:$&T），&P)0&
（:$(T），&P/（:$/T），1(02（:$.），&’（:$/）。

该结果与 W4-7 等［&2］报道的 -$3+4 的核磁共

振氢谱和碳谱相吻合，根据代谢产物的保留时间、最

大紫 外 吸 收、核 磁 共 振 氢 谱 和 碳 谱，将 菌 株

!"#$%&’&’’() *+%,$ !"#$#%&’( 代谢底物黄豆苷原产

生的代谢产物峰鉴定为手性开环代谢产物 -$3+4，
结构如图 / 所示。

!*+ 代谢产物的对映体过量率（,- , -.）

分离纯化的 -$3+4 经手性柱 X=+, :D,A4< O!$
2PPP 分离后，分别在保留时间 .(0( +,- 和 .’0) +,-

图 / 代谢产物去氧甲基安哥拉紫檀素（-%012）的化学结

构

6,7* / JD; ID;+,I4< C>A=I>=A; ?B >D; +;>4E?<,>; ?B -$F;C+;>DH<$
4-7?<;-C,-（-$3+4）*

各呈现一物质峰（图 1），根据峰面积计算 -$3+4 的

对映体过量率为 550’Y。W4-7 等［&2］.PP1 年报道了

一株能将底物黄豆苷原代谢为 -$3+4 的真杆菌属

菌株 !(.,’#$%+(/ %,/(0() R=<?-75P&，该菌株代谢黄豆

苷原的手性代谢产物 -$3+4 的对映体过量率高达

’PY。目前普遍认为动物体内的 -$3+4 来自黄豆

苷原 被 微 生 物 菌 群 还 原 后 产 生 的 二 氢 黄 豆 苷 原

（F,DHFA?F4,FG;,-，简称 3#3）［..］，而 3#3 因其 :$/ 位

的手性碳为手性化合物。由于来自不同动物体内能

将黄豆苷原开环转化的菌株产生的 -$3+4 的对映

体过量率相差悬殊，表明存在于不同动物体内能将

底物黄豆苷原开环转化的菌株不仅具有属的多样

.)1 6;, Z= ;> 4< * [1’#, 2+’%&.+&0&3+’, 4+"+’,（.PP’）1’（1）
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性，而且来自不同属的开环转化菌株分泌的相关酶 类具有不同的对映体选择性。

图 ! 细菌菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ "#$%$&’() 代谢黄豆苷原产物在手性柱上的高效液相图谱

!"#$% &’() *+,-"./ 01.2"+* ./ 3 4,5" )6"13+ 789:;;; <.+,5/ .2 -6* 5*-3=.+"-* .2 >3">?*"/ =@ =3<-*1"3+ A-13"/ !"#$%&’&’’() *+%,$ 8B&9&CDEF$

*+, 细菌菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ "#$%$&’() 对

黄豆苷原的代谢曲线

菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ 8B&9&CDEF 生长开始进

入指数增长期加入浓度为 %;;!5.+G( 的底物黄豆苷

原。底物黄豆苷原在与菌株共同培养后的前四天，

随培养时间的延长底物浓度迅速降低；代谢产物 -9
H53 在底物与菌株共同培养的第二天即开始被合

成，并随培养时间延长逐渐增加（图 F）。与人体肠

道开环菌株 !(.,’#$%+(/ %,/(0() I,+./#J;D 相比，褐马

鸡肠道分离菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ 8B&9&CDEF 转化

黄豆苷原的速度更快些。

图 ) 细菌菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ "#$%$&’() 代谢黄豆

苷原的动态曲线

!"#$ F K6* >@/35"< <,1L* .2 -6* 5*-3=.+"-* .2 >3">?*"/ =@ =3<-*1"3+ A-13"/
!"#$%&’&’’() *+%,$ 8B&9&CDEF$

- 结论和讨论

从褐马鸡粪样中分离的在厌氧条件下能将底物

黄豆甙原转化为开环代谢产物去氧甲基安哥拉紫檀

素的肠球菌属菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ 8B&9&CDEF 为

国内外首次报道。以往报道的对大豆异黄酮具有开

环转化作用的肠道微生物菌株仅涉及两个属，即真

杆菌属 !(.,’#$%+(/ %,/(0() 和梭菌属10&)#%+2+(/ A0$，
且报道的对大豆异黄酮具有转化作用的全部菌株均

为严格厌氧菌株。通过本研究分离的对大豆异黄酮

具有开环转化作用的菌株为兼性好氧菌株。然而，

该菌株在有氧条件下虽能正常生长但并不表现转化

黄豆苷原能力，推测可能与菌株在严格厌氧和有氧

条件下选择不同代谢途径有关，这对今后相关酶和

辅酶研究提供了理论基础。此外，从褐马鸡肠道微

生物菌群中分离的对黄豆苷原具有开环转化作用的

菌株 !"#$%&’&’’() *+%,$ 8B&9&CDEF 不同于以往报道

的菌株，其自身在严格厌氧和有氧条件下均能代谢

产生未知峰（图 M），而以往报道的具有相同功能的

微生物菌株则未见此未知峰，该未知峰与菌株的转

化及生长关系有待进一步研究。
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