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不同动 物 肠 道 优 势 需 氧 菌 对 黄 豆 苷 原 转 化 菌 株 转 化 能 力 的
影响

罗景龙，王秀伶 * ，樊进茹，王世英，李佳
河北农业大学生命科学学院，保定 071001

摘要:【目的】探讨不同动物肠道优势需氧菌对黄豆苷原转化菌株转化能力的影响。【方法】有氧条件下，采

用稀释涂布法分别从 ICR 小鼠、芦花鸡、长白猪和獭兔等 4 种健康动物肠道中分离优势需氧菌，将不同动物

的优势需氧菌分别与不同类型黄豆苷原转化菌株进行厌氧混合培养，高效液相色谱检测培养液中黄豆苷原

的转化情况。【结果】16S rRNA 基因序列分析，结合形态学及相关理化特性分析表明，分离的 22 株优势需氧

菌分属埃希氏菌属( 10 株) 、变形菌属( 5 株) 、肠球菌属( 4 株) 、芽胞杆菌属( 2 株) 和假单胞菌属( 1 株) 五个

属。混菌培养结果显示，兔源蜡样芽胞杆菌( R1 ) 和铜绿假单胞菌( R5 ) 与转化菌株混合并连续转接 2 － 3 次

后，转化菌株的转化活性完全丧失，而其它用于混合培养的肠道优势需氧菌对转化菌株转化能力均无明显影

响。菌株 R1 和 R5 分别与 30 只 ICR 小鼠肠道菌群在人工模拟肠道营养液中混合并连续 5 次转接培养后，

约 90% 的 ICR 小鼠肠道菌群完全丧失将黄豆苷原转化为雌马酚的能力。【结论】不同动物肠道优势需氧菌

对黄豆苷原转化菌株转化能力有不同影响，兔源蜡样芽胞杆菌 R1 和铜绿假单胞菌 R5 对转化菌株的转化能

力有明显抑制作用。
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黄豆苷原( daidzein) 是大豆异黄酮的重要组成

成分，由于其抗氧化、降低心脑血管发病率、减少骨

质疏松以及 抗 肿 瘤 等 广 泛 生 理 活 性 而 倍 受 人 们 关

注［1 － 3］。摄入机体内的黄豆苷原可被胃肠道微生物

菌群 代 谢 为 二 氢 黄 豆 苷 原 ( dihydrodaidzein，简 称

DHD) 、雌 马 酚 ( equol ) 和 去 氧 甲 基 安 哥 拉 紫 檀 素

( O-Desmethylangolensin，简 称 O-Dma ) 等 多 种 代 谢

产物［4 － 5］。雌马酚是所有大豆异黄酮代谢产物中活

性最高的成分，因此，胃肠道内是否含有雌马酚产生

菌株已作为 菌 群 对 大 豆 异 黄 酮 转 化 质 量 的 评 判 标

准［6 － 7］。

近年来，对黄豆苷原具有转化作用的特定功能

微生物菌株已陆续从不同动物中分离出来，按转化

功能不同可将黄豆苷原转化菌株分为三类，即分别

将黄 豆 苷 原 转 化 为 DHD［8 － 9］、雌 马 酚［5，10］ 和 O-

Dma［11 － 12］的 转 化 菌 株。然 而，由 于 受 饮 食、胃 肠 疾

病、抗生素使用以及心理压力等众多因素影响，不同

宿主其肠道微生态环境各不相同，导致了不同动物

种类以及同种动物不同类群或个体在代谢黄豆苷原

上存在较大差异，如人群中只有 30% － 50% 的个体
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能将摄入 体 内 的 黄 豆 苷 原 转 化 为 雌 马 酚［6］。通 过

采集保定动物园饲喂的 32 种不同动物新鲜粪样，我

们发现只 有 14 种 动 物 能 将 黄 豆 苷 原 转 化 为 雌 马

酚［13］。此外，经长 期 试 验 我 们 还 发 现，由 实 验 室 饲

喂的 ICR 小 鼠 新 鲜 粪 样 总 能 稳 定 高 效 地 将 黄 豆 苷

原转化为雌马酚，且不同个体在转化活性上存在的

差异较小; 从养殖场及实验室饲喂的芦花鸡和长白

猪采集的新鲜 粪 样 90% 以 上 能 将 黄 豆 苷 原 高 效 转

化为雌马酚; 相反，獭兔的新鲜粪样不能将黄豆苷原

转化为雌马酚。因此，不同动物肠道微生物菌群将

黄豆苷原转化为雌马酚的能力存在较大差异。
人和动物肠道中寄居的微生物绝大多数为厌氧

菌，占到 99% 以上，而需氧菌的数量则不到 1%。不

同动物肠道内需氧菌数量虽少，但其对厌氧菌的存

活及生理调节却起着至关重要的作用。一方面，肠

道需氧菌可 通 过 生 物 夺 氧 作 用 来 维 持 肠 道 厌 氧 环

境，从而促进厌氧菌的生长繁殖; 另一方面，肠道需

氧菌产生的消化酶和代谢物可为厌氧菌的生长提供

必要的营养物质和生长因子［14 － 15］。不 同 动 物 肠 道

需氧菌虽不乏报道，但大多是从染病动物体内分离

的条件致病菌［16］，有关健康动物体内的需氧菌目前

报道较少，而有关肠道需氧菌对黄豆苷原转化菌株

转化能力的影响方面目前尚未见报道。
本研究从能稳定转化黄豆苷原为雌马酚的健康

ICR 小鼠、芦花鸡、长白猪以及不能将黄豆苷原转化

为雌马酚的獭兔肠道菌群中分离优势需氧菌，比较

不同健康动物肠道中优势需氧菌种类的异同; 另一

方面，将分离的优势需氧菌与实验室以前分离 的 3
种不同功能的黄豆苷原转化菌株进行混合培养，首

次探讨肠道优势需氧菌对黄豆苷原转化菌株转化能

力的影响。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 试验动 物: ICR 小 鼠、芦 花 鸡 为 本 实 验 室 饲

喂的能稳定将黄豆苷原转化为雌马酚的健康动物;

长白猪为河北农业大学动物科技学院饲喂的能稳定

将黄豆苷原转化为雌马酚的健康实验动物; 獭兔为

本实验室饲喂的不能将黄豆苷原转化为雌马酚的健

康动物。
1. 1. 2 细菌菌株: 试验中选用的 3 种黄豆苷原转化

菌株分 别 为: 能 将 黄 豆 苷 原 转 化 为 二 氢 黄 豆 苷 原

( DHD) 的 牛 瘤 胃 分 离 菌 株 Sharpea azabuensis Niu-
O16 ( AY263505 ) ; 能 将 黄 豆 苷 原 转 化 为 雌 马 酚 的

ICR 小 鼠 肠 道 分 离 菌 株 Acinetobacter sp． AUH-
JLM455 ( EU919867 ) ; 能 将 黄 豆 苷 原 转 化 为 去 氧 甲

基安哥拉紫檀素( O-Dma) 的 Enterococcus hirae AUH-
HM195 ( EU919863 ) 。供 试 病 原 菌: 大 肠 杆 菌

( Escherichia coli CICC 10372 ) 、甲型副伤寒沙门氏菌

( Salmonella paratyphi CMCC 50001 ) 和 金 黄 色 葡 萄

球菌 ( Staphylococcus aureus ATCC 27217 ) 均 由 河 北

农业大学食品科技学院张伟教授惠供。
1. 1. 3 培养基及培养条件: 用于肠道优势需氧菌分

离的培养基为 LB 培养基 ( 上 海 生 工) ，在 普 通 生 化

培养箱内 37°C 培养; 用于黄豆苷原转化菌株及混合

菌株生长与转化的培养基为脑心浸液培养基( Brain
Heart Infusion，BHI) ( 美 国 Bacto 公 司) ，在 Concept
400 厌氧工作站 ( 英国 Ruskinn 公司) 内培养，工 作

站内气体种类 及 配 比 为: 5% CO2 ，10% H2 和 85%
N2 ; 用于模拟动物肠道环境的 ICR 小鼠菌群接种在

人工模拟肠道营养液中，在厌氧工作站内连续转接

培养。人工模拟肠 道 营 养 液 配 制 参 照 文 献 报 道［17］

并稍有改进，具体方法为: 100 mL GAM ( 日本 Nissui
公司) 液 体 培 养 基 中 加 入 KH2PO4 0. 68 g，用 0. 4%
NaOH 溶 液 调 至 pH6. 80，115℃ 灭 菌15 min。冷 却 后

按 1% 比 例 加 入 胰 蛋 白 酶，并 调 节 胆 盐 浓 度 至

0. 3%。
1. 2 肠道优势需氧菌的分离筛选与菌种鉴定

采集供试 健 康 动 物 新 鲜 粪 样 于 BHI 液 体 培 养

基中培养24 h，然后在 LB 固体培养基上进行稀释涂

布并于 37℃ 生化培养箱中培养，从稀释度为 10 － 6 平

板上分别挑取单菌落。实验重复 3 次，将能够重复

出现的单菌落分离纯化，按不同动物来源编号并在

－ 80℃ 下进 行 冷 冻 保 存。本 研 究 将 能 在 10 － 6 稀 释

度平板上出现，且平均菌落个数在 10 个以上定义为

优势需氧菌。
通过菌体菌 落 形 态、革 兰 氏 染 色［18］、常 规 生 理

生化试验［19］以及 16S rRNA 基因序列分析对分离的

优势需氧菌 进 行 菌 种 鉴 定。16S rRNA 基 因 序 列 测

定采用通用 27F /1492R 引物，PCR 扩增条件及序列

测定等同以 前 报 道［20］。PCR 产 物 送 交 上 海 生 工 生

物工程有限公司进行 DNA 测序，测序结果经 BLAST
比对并与 GenBank 数据库做相似性分析，将同源性
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高的序列应用 Clustal X 和 MAGA4. 0 软件采用邻位

相连法( Neighbor-joining) 构建系统发育树。所用参

比菌株均来自 GenBank。
1. 3 优势需氧菌与黄豆苷原转化菌株的混合培养

及代谢产物检测

从每种健康动物分离的优势需氧菌中按不同属

各随机挑选一株，分别与 3 种不同功能的黄豆苷原

转化菌株进行混合 ( 优势需氧菌 ∶ 转化菌 = 1 ∶ 2 ( v /
v) ) ，在 厌 氧 工 作 站 内 转 接 培 养。混 菌 培 养 均 按

10% 接种量连续转接 5 次后，分别向黄豆苷原转化

菌纯培养物及混菌培养物中加入0. 1 mmol /L的底物

黄豆苷原，培 养 2 － 3 天 后 ( 转 化 生 成 DHD 培 养 2
天; 转化生成雌马酚或 O-Dma 培 养 3 天) 用 乙 酸 乙

酯分别萃取，蒸干后加入一定体积的甲醇溶液，用高

效液相分别检测底物黄豆苷原被转化情况。具体方

法: 流动 相 A 为 90% 水 和 10% 乙 腈; 流 动 相 B 为

90% 乙腈 和 10% 水。起 始 比 例 A∶ B = 70 ∶ 30 持 续

8 min，A∶ B = 50 ∶ 50 持 续7 min，A ∶ B = 70 ∶ 30 持 续

5 min; 流 速 为1 mL /min，检 测 波 长 270 nm，进 样 量

20 μL。
1. 4 人工模拟肠道环境下的混菌培养

本研究选用 ICR 小 鼠 肠 道 菌 群 与 所 分 离 的 各

种肠道优势需氧菌在人工模拟肠道营养液中分别进

行混合( 优势需 氧 菌: ICR 小 鼠 菌 群 培 养 物 = 1 ︰1
( v / v) ) ，在厌 氧 工 作 站 内 转 接 培 养，通 过 高 效 液 相

检测 优 势 需 氧 菌 对 ICR 小 鼠 肠 道 菌 群 转 化 黄 豆 苷

原的影响情况。本研究共选取 ICR 小鼠 30 只，分两

批进行。将不同 ICR 小鼠肠道菌群 ( 15 只) 分别与

优势需氧菌进行混合，连续 5 次转接培养后加底物

黄豆苷原，用高效液相检测优势需氧菌对 ICR 小鼠

肠道菌群转化黄豆苷原能力的影响。同时，从每批

用于混菌培养的 ICR 小鼠中随机挑选 3 只，取新鲜

粪单独培养，连续 5 次转接后加底物黄豆苷原作为

未进行混菌培养的对照。
1. 5 抑菌活性测定

黄豆苷原转化菌株与优势需氧菌混合后进行连

续转接培养，由于转化菌的菌体形态与各种优势需

氧菌的菌体形态完全不同，所以每次转接后均用显

微镜观察混合培养物中黄豆苷原转化菌的形态及数

量变化，以推测需氧菌对转化菌生长繁殖的影响，并

对抑制转化菌生长的需氧菌的发酵液提取物进行抑

菌活性测定。

1. 5. 1 发酵液中抑菌物质的分离提取: ( 1 ) 蛋白粗

提液的制备 将100 mL有 抑 制 转 化 菌 转 化 活 性 的

需氧菌的纯 培 养 液，4℃ 离 心20 min ( 10600 × g ) 去

菌体，向上清液中添加固体( NH4 ) 2 SO4 至饱和度为

80% ，低温静置过夜，4℃ 下离心20 min ( 10600 × g )

弃上清，沉 淀 溶 于10 mL 25 mmol /L pH = 7. 0 的 磷

酸盐缓冲液，再置于透析袋透析，透析液在 － 80℃ 冰

箱中冷冻后置于冷冻干燥仪中冻干，冻干物用5 mL
的25 mmol /L的磷酸缓冲液溶解，得到蛋白粗提液。

( 2 ) 乙酸乙 酯 萃 取 物 的 制 备: 将100 mL有 抑 制

转化菌转化活性的需氧菌的纯培养液用等体积乙酸

乙酯进行萃取，静置分层后取上清于离心管中，在真

空浓缩仪中蒸干后加入5 mL甲醇振荡溶解，得到乙

酸乙酯萃取物。
1. 5. 2 发酵液抑菌活性测定: 将刚灭完菌的琼脂培

养基( LB 或 BHI ) 凉 至 50℃ 左 右，加 入 10% ( v / v )

预先培养好 的 标 准 病 原 菌 或 黄 豆 苷 原 转 化 菌 的 菌

液，摇匀后倒在直径9 cm的平皿中。培养基凝固后

在培养 基 上 打 直 径 为 0. 5 cm 大 小 的 孔，每 孔 加 入

20 μL蛋白粗提 液 或 乙 酸 乙 酯 萃 取 物，于 37℃ 生 化

培养箱中( 病原菌) 或厌氧工作站中( 黄豆苷原转化

菌株) 分别培养24 h后测量抑菌圈直 径。以 上 均 选

用 0. 1 万单位的链霉素20 μL作为阳性对照，采用琼

脂孔穴扩散法进行抑菌试验。

2 结果和分析

2. 1 不同动物肠道优势需氧菌的分离与鉴定

2. 1. 1 不同动物肠道优势需氧菌的分离: 经分离纯

化后，4 种供试健康动物新鲜粪样培 养 物 在 10 － 6 稀

释度平板上共分离出 22 个在菌落或菌体形态上存

在一定差异的单菌落。其中鼠源 6 个，分别标记为

M1，M2，M3，M4，M5 和 M6 ; 鸡 源 5 个，分 别 标 记 为

G1，G2，G3，G4 和 G7 ; 猪 源 6 个，分 别 标 记 为 Z1，

Z2，Z3，Z4，Z5 和 Z6 ; 兔源 5 个，分别标记为 R1，R3，

R4，R5 和 R6。在该稀释度下的固体培养皿中出现

菌落数最少的为 R5 ( 平均 10 个左右) ，出现菌落数

较多的为 M3 和 Z3 ( 平均 40 个左右) 。
2. 1. 2 不同动物肠道优势需氧菌的菌种鉴定: ( 1 )

不同动物 肠 道 优 势 需 氧 菌 16S rRNA 基 因 序 列 分

析: 采用通用引物对分离的 22 株优势需氧菌的 16S
rRNA 基因进行 PCR 扩增和基因测序，测序结果 包
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括 10 个 可 操 作 分 类 单 元 ( OTU ) ，其 中 2 个 OTU
( M3 ; M5，M6，Z5，G2，Z3，Z6，G3，G7 和 R3 ) 与 埃 希

氏菌属( Escherichia) 同源性极高; 3 个 OTU ( Z2 ; M2 ;

M1，G1 和 Z1 ) 与 变 形 菌 属 ( Proteus ) 同 源 性 极 高; 2
个 OTU( R1 和 R6 ) 与芽胞杆 菌 属 ( Bacillus ) 同 源 性

极高; 2 个 OTU ( Z4 和 R4 ; G4 和 M4 ) 与 肠 球 菌 属

( Enterococcus) 同源性极高; 1 个 OTU( R5 ) 与假单胞

菌属( Pseudomonas) 同 源 性 极 高。各 优 势 需 氧 菌 与

相关菌株同源性均在 99% 以上( 表 1 ) 。

表 1 从不同健康动物肠道分离的可操作分类单元

与其相关菌株的同源性

Table 1 The homology between each OTU isolated

from different healthy animals and relative strains
OTU Related strains Homology /%
M3 Escherichia coli ( HM194886 ) 99. 8

M5，M6，Z5，
G2，Z3，Z6，
G3，G7，R3

Escherichia coli ( AB548581 )
Escherichia fergusonii ( NR_027549 )

99. 8

Z2 Proteus vulgaris ( DQ885257 ) 99. 6
M2 Proteus vulgaris ( DQ885257 ) 99. 7
M1，G1，Z1 Proteus mirabilis ( DQ885256 ) 99. 9
R1 Bacillus cereus ( AF290547 ) 99. 7
R6 Bacillus fusiformis ( AJ310083 ) 99. 2
Z4，R4 Enetrococcus faecalis ( DQ411814 ) 99. 9
G4 ，M4 Enetrococcus faecium ( AJ276355 ) 100
R5 Pseudomonas aeruginosa ( AF094713 ) 100

将 测 得 的 16S rRNA 基 因 序 列 全 部 上 交 美 国

NCBI 核苷酸 库，各 菌 株 GenBank 登 陆 号 见 系 统 发

育 树 中。将 各 序 列 在 GenBank 数 据 库 中 进 行

BLAST 比对，获 得 同 源 性 较 高 的 16S rRNA 基 因 序

列，采 用 Neighbor-Joining 方 法 构 建 系 统 发 育 树

( 图 1 ) 。
( 2 ) 不同动物优 势 需 氧 菌 生 物 学 特 征 比 较: 对

分离的 22 株 优 势 需 氧 菌 分 别 进 行 菌 体 及 菌 落 形

态观察、革兰氏染 色、耐 氧 性 及 相 关 生 理 生 化 特 性

测定，结果如下: 菌株 M1，G1，Z1，M2 和 Z2 的革兰

氏染色结 果 均 呈 阴 性，菌 体 为 直 杆 状，在 LB 琼 脂

培养基上菌落扩 散 为 同 心 环 状，有 粘 性，菌 落 颜 色

发黄; 菌株 能 氧 化 苯 丙 氨 酸 脱 氨、水 解 尿 素、产 硫

化氢气 体，以 上 特 性 与 变 形 菌 属 ( Proteus ) 特 征 一

致。通过 V. P 试验和色氨酸 脱 羧 反 应 进 一 步 确 定

M1，G1，Z1 为 奇 异 变 形 菌 ( Proteus mirabilis ) ，M2，

Z2 为普通变形菌( Proteus vulgaris) 。这与依据 16S
rRNA 基因序 列 的 系 统 发 育 树 中 的 分 类 结 果 完 全

一致。

兔源菌株 R1 革兰氏染色呈阳性，菌体为杆状，

产椭圆形芽孢，在厌氧工作站和普通生化培养箱内

均可生长; 菌落较大，似蜡融状，符合蜡样芽胞杆菌

( Bacillus cereus) 的特征。另一兔源菌株 R5 革兰氏

染色结果呈阴性，菌体为短杆状，菌落呈扁平状，绿

色有粘性，有光泽; 不能利用乳糖但能使明胶液化，

氧化 酶 呈 阳 性，符 合 铜 绿 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas
aeruginosa) 的特征，这与 16S rRNA 基因序列的系统

发育树中的分类结果完全一致。
菌株 M4，G4，Z4 和 R4 的 菌 体 呈 球 形，成 对 或

短链排列，无芽孢，革兰氏阳性，接触酶阴性，V． P 阳

性，在 10℃ 到 45℃ 间均能生长，但在 37℃ 下生长速

度最快，这些特性均与肠球菌属 ( Enterococcus) 菌株

特征一致。
菌株 M3，M5，M6，G2，G3，G7，Z3，Z5，Z6，R3 的

革兰氏染色均呈阴性，菌体为直杆，在厌氧工作站和

普通生化培养箱内均可快速生长; 菌落为圆形或不

规则形状，但都湿润光滑，呈灰色或乳白色，氧化酶

阴性，发酵糖类产酸产气，不能利用柠檬酸盐，这些

特性符合埃希氏菌属 ( Escherichia ) 的基本特征。通

过乳糖发酵和鸟 氨 酸 脱 羧 反 应 将 M6 和 Z5 鉴 定 为

弗氏埃 希 氏 菌 ( Escherichia fergusonii ) ，其 余 均 为 大

肠埃希氏菌( Escherichia coli) 。
2. 1. 3 不同动物肠道优势需氧菌种类比较: 通过对

22 株优势需氧菌菌种鉴定结果的比较发现，从 ICR
小鼠、芦花鸡和长白猪肠道中分离的优势需氧菌种

类及数量较为相似，均分属埃希氏菌属、变形菌属和

肠球菌属这 3 个属; 从獭兔肠道菌群中分离的优势

需氧菌则呈现多样性，分离的 5 株优势需氧菌分属

埃希氏菌属( R3 ) 、肠球菌属 ( R4 ) 、芽胞杆菌属 ( R1
和 R6 ) 和假 单 胞 菌 属 ( R5 ) 4 个 属。在 獭 兔 肠 道 菌

群中，从稀 释 度 10 － 6 平 板 上 未 分 离 到 变 形 菌 属 菌

株，但却分离出其它 3 种动物肠道菌群中未能分离

到的芽胞杆菌属和假单胞菌属菌株。该研究结果表

明，獭兔肠道的优势需氧菌种类明显不同于其 它 3
种供试健康动物，分离的芽胞杆菌属和假单胞菌属

菌株对肠道中的黄豆苷原转化菌株是否有影响需进

一步研究。
2. 2 不同动物肠道优势需氧菌对黄豆苷原转化菌

株转化活性的影响

2. 2. 1 优势需氧菌与黄豆苷原转化菌株的在 厌 氧

工作站内两 两 混 合: 从 ICR 小 鼠、芦 花 鸡 和 长 白 猪

5401



Jinglong Luo et al． / Acta Microbiologica Sinica( 2011 ) 51 ( 8 )

图 1 基于 16S rRNA 基因序列的不同健康动物肠道优势需氧菌与相关菌株系统发育树

Fig． 1 Neighbor-joining phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene sequences showing the relationships between

the dominant aerobic bacterial strains isolated from different healthy animals and the relative strains．

肠道分离的优势需氧菌中按属各随机挑选一株与黄

豆苷原转化菌株进行混合培养，包括鼠源菌株 M1，

M3 和 M4，鸡源菌株 G1，G3 和 G4，猪源菌株 Z2，Z4
和 Z5，兔源菌株 R1、R3、R4、R5 和 R6 ( 两株芽胞杆

菌 R1 和 R6 全部参与混合) 。混合培养连续 5 次转

接后，向混合培养物中加入底物黄豆苷原，同时分别

向 3 种不同功能的黄豆苷原转化菌株纯培养物中加

入底物黄豆苷原作为对照，用高效液相色谱检测黄

豆苷原被转化情况。检测结果显示，在参与混合培

养的全部 14 株优势需氧菌中，只有两株( 兔源蜡样

芽胞杆菌 R1 和铜绿假单胞菌 R5 ) 在与 3 种不同功

能的黄豆苷原转化菌株混合并连续转接培养后，混

合培养物完全丧失对底物黄豆苷原的转化功能，即

只检测到底物黄豆苷原，无任何产物生成( 图 2-D ) 。
其余 12 株优势需氧菌与 3 种不同功能的黄豆苷原

转化菌株混合并连续转接培养后，混合培养物对黄

豆苷原转化能力与转化菌单独培养相比无明显变化

( 图 2-A，2-B 和 2-C) 。
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图 2 不同功能黄豆苷原转化菌株与不同动物肠道优势需氧菌混合并连续 5 次转接培养后的高效液相色谱图

Fig． 2 HPLC elution profiles for daidzein biotransformation by co-culturing of different daidzein biotransforming bacteria with different predominant aerobic

bacteria isolated from different animals after continuous incubation for 5 passages． A stands for the co-culture with daidzein biotransforming bacterium Niu-

O16 which can bioconvert daidzein into dihydrodaidzein ( DHD) ; B stands for the co-culture with daidzein biotransforming bacterium AUH-JLM455 which

can bioconvert daidzein into equol; C stands for the co-culture with daidzein biotransforming bacterium AUH-HM195 which can bioconvert daidzein into O-

desmethylangolensin ( O-Dma) ; D stands for co-culture of bacterial strain R1 or R5 with different daidzein biotransforming bacteria after being continuously

inoculated for 5 passages． No metabolite was produced except the substrate daidzein．

为进一 步 确 定 黄 豆 苷 原 转 化 菌 株 与 兔 源 菌 株

R1 和 R5 混 合 后 连 续 转 接 几 次 时 转 化 活 性 完 全 丧

失，从菌株混合后第一 次 转 接 开 始 用 HPLC 连 续 检

测底物黄豆苷原被转化情况。结果发现，当黄豆苷

原转化菌株与 菌 株 R1 混 合 培 养 时，连 续 转 接 2 次

加入底物黄 豆 苷 原 时 混 合 菌 就 已 完 全 丧 失 转 化 活

性; 当黄豆苷原转化菌株与菌株 R5 混合连续转接 3
次时混合菌便完全丧失其转化能力 ( 图 3 ) ，这与显

微镜镜检连续转接混合培养物中黄豆苷原转化菌株

数量变化的结果相一致，推测菌株 R1 和 R5 对转化

菌株有抑杀作用。
2. 2. 2 优势需氧菌与 ICR 小鼠肠道菌群的混合培

养: 上述黄豆苷原转化菌株与优势需氧菌之间的混

菌培养仅局限于菌株的两两混合，实际上在动物肠

道中寄居着数量庞大的微生物菌群，为探讨优势需

氧菌在菌群环境中对黄豆苷原转化菌株的影响，将

两两混合中对黄豆苷原转化菌转化活性有明显抑制

作用的兔源菌株 R1 和 R5 以 及 无 明 显 抑 制 作 用 的

优势需氧菌 G3，Z5，R6 ( 随机挑选) 分别与能稳定转

化黄 豆 苷 原 为 雌 马 酚 的 ICR 小 鼠 肠 道 菌 群 在 厌 氧

条件下进行混菌培养。研究结果表明，在第一批进

行混菌培养的 15 只 ICR 小鼠中，与 R5 进行混合并

连续 5 次转接培养后，有 14 只小鼠的肠道菌群完全

丧失了 将 黄 豆 苷 原 转 化 为 雌 马 酚 的 能 力; 有 一 只

ICR 小鼠( 5 号) 菌群与菌株 R5 混合培养后，混合培

养物将黄豆苷原转化为雌马酚的能力稍有下降 ( 转

化率由 混 菌 培 养 前 的 88% 降 低 到 混 菌 培 养 后 的

81% ) 。与菌株 R1 混合并连续 5 次转接培养后，有

13 只小鼠的 肠 道 菌 群 完 全 丧 失 了 将 黄 豆 苷 原 转 化

为雌马酚的能力; 有一只 ICR 小鼠 ( 7 号) 菌群转化

黄豆苷原为雌马酚能力未受到明显影响; 一只转化

活性( 5 号 ) 明 显 下 降，黄 豆 苷 原 转 化 率 由 原 来 的

86% 降低到 15% ，推测再继续转接几次后雌马酚合

成能力可能会完全丧失。而参与混合培养的优势需

氧菌株 G3，Z5，R6 对 ICR 小鼠肠道菌群合成雌马酚

能力无明显影响。
在第二批用于混合培养的 15 只 ICR 小鼠中，与

R5 进行混合并连续转接 5 次 后，有 13 只 小 鼠 的 肠

道菌群完全 丧 失 了 将 黄 豆 苷 原 转 化 为 雌 马 酚 的 能

力; 其中 3 号 小 鼠 雌 马 酚 转 化 活 性 有 所 降 低 ( 转 化
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图 3 不同功能转化菌株与 R5 混合后对黄豆苷原转化的高效液相色谱图

Fig． 3 HPLC elution profiles of different daidzein biotransforming bacteria with Pseudomonas aeruginosa R5 isolated

from rabbit feces after being continuously inoculated for three passages． Note: Three different daidzein biotransforming

bacteria can bioconvert daidzein into dihydrodaidzein ( DHD ) ， equol and O-desmethylangolensin ( O-Dma ) ，

respectively．

率 由 混 菌 培 养 前 的 88% 降 低 到 混 菌 培 养 后 的

54% ) ; 9 号小鼠转化能力未受影响。与 菌 株 R1 混

合并连续转接 5 次后，3 号和 9 号小鼠的 雌 马 酚 合

成能力均未 受 到 明 显 影 响，其 余 13 只 小 鼠 菌 群 与

R1 连续 5 次转接培养后，混合培养物完全丧失了将

黄豆苷原 转 化 为 雌 马 酚 的 能 力。综 合 两 批 与 ICR
小鼠 肠 道 菌 群 的 混 菌 试 验 结 果 发 现，兔 源 菌 株 R1
和 R5 对 ICR 小鼠肠道菌群转化合成雌马酚的能力

有显著抑制作用，抑制的有效率高达 89. 9%。
2. 3 优势需氧菌抑菌活性测定

2. 3. 1 混合培养物中黄豆苷原转化菌株的菌 体 形

态和数目观察: 通过显微镜观察混合培养过程中转

化菌株的形态和数量变化，结果发现，与 R1 相混合

的转化菌在第 2 次 转 接 培 养24 h几 乎 完 全 消 失，与

R5 相混合的转化菌在第 3 次转接 培 养24 h几 乎 完

全消失。其余供试优势需氧菌在与转化菌株混合培

养过程中，随转接次数增加转化菌株的菌体形态及

数量无明显变化，推测兔源菌株 R1 和 R5 在混合培

养过程中可 能 产 生 抑 制 转 化 菌 株 生 长 和 繁 殖 的 物

质。

2. 3. 2 兔肠道优势需氧菌 R1 和 R5 发酵液提取物

的抑菌活性检测: 对兔源菌株 R1 和 R5 的发酵液提

取物进行抑 菌 活 性 检 测，结 果 发 现，菌 株 R1 和 R5
的蛋白粗提液和乙酸乙酯萃取物( 终浓度为原发酵

液 20 倍) 对 3 种不同功能的黄豆苷原转化菌株和标

准病原菌大肠杆菌( Escherichia coli CICC 10372 ) 、甲
型 副 伤 寒 沙 门 氏 菌 ( Salmonella paratyphi CMCC
50001 ) 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ( Staphylococcus aureus
ATCC 27217 ) 均有不同程度的抑制作用。对于菌株

Niu-O16 ( 图 4-A ) 和 甲 型 副 伤 寒 沙 门 氏 菌 ( 图 4-D )

而言，兔源菌株 R1，R5 的蛋白粗提液和乙酸乙酯萃

取物均表现出较强的抑菌活性; 然而，对于标准病原

菌大肠杆菌( 图 4-B) 和金黄色葡萄球菌( 图 4-C ) 而

言，菌株 R1 和 R5 仅蛋白粗提液表现出明显的抑菌

活性。此外，由于蛋白粗提液和乙酸乙酯萃取物对

三种不同功 能 黄 豆 苷 原 转 化 菌 的 抑 菌 活 性 极 为 相

似，结 果 中 仅 显 示 了 对 菌 株 Niu-O16 的 抑 制 作 用。
从图 4 可以看出，菌株 R1 和 R5 发酵液中的蛋白粗

提液及乙酸乙酯萃取物对转化菌 Niu-O16 ( 图 4-A )

的抑菌活性均强于另外 3 种标准病原菌。
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图 4 菌株 R1 和 R5 的 蛋 白 粗 提 液 和 乙 酸 乙 酯 萃 取 物

对黄豆苷原转化菌株以及标准病原菌的抑菌活性测定

Fig． 4 The antibacterial activity of the crude protein and the

materials extracted by ethyl acetate from the cultural broth of R1 and

R5 on both daidzein biotransforming bacterial strains and standard

pathogenic bacterial strains． A: Bovine rumen bacterial strain Niu-

O16 ( AY263505 ) ; B: Escherichia coli ( CICC10372 ) ; C:

Staphylococcus aureus ( ATCC27217 ) ; D: Salmonella paratyphi

( CMCC50001 ) ． The hole in the upper part of the plate: crude

protein extracted from the cultural broth of R1 ; The hole in the lower

part of the plate: non-protein compounds extracted from the cultural

broth of R1 ; The hole in the left part of the plate: crude protein

extracted from the cultural broth of R5 ; The hole in right part of the

plate: non-protein compounds extracted from the cultural broth of

R5 ; The hole in the middle: CK ( positive) stands for 0. 1 × 104 unit

Streptomycin．

3 讨论

大豆异黄酮是具有弱雌激素和抗雌激素双重调

节功能的天然植物雌激素。被机体摄入体内的大豆

异黄酮可被定居在胃肠道内的特定细菌代谢为生理

活性比大豆异黄酮更高更广的各种不同代谢产物。
目前已分离的能降解黄豆苷原及其代谢产物的细菌

主要集中于红蝽菌科( Coriobacteriaceae) 的真杆菌属
( Eubacterium ) 、梭 菌 属 ( Clostridium ) 、肠 球 菌 属
( Enterococcus) 、乳 球 菌 属 ( Lactococcus ) 和 乳 杆 菌 属
( Lactobacillus) 等几 个 属［5，21 － 23］。本 研 究 用 于 混 菌

培养的的牛瘤胃分离菌株 Niu-O16 为革兰氏阳性乳

杆菌属菌株( 能将黄豆苷原转化为 DHD) ; 褐马鸡肠

道分离菌株 AUH-HM195 为革兰氏阳性肠球菌属菌

株( 能将黄豆苷原转化为 O-Dma) ; ICR 小鼠肠道分

离菌株 AUH-JLM455 为革兰氏阴性不动杆菌属菌株
( 能将黄豆 苷 原 转 化 为 雌 马 酚 ) 。本 研 究 用 于 混 菌

培养的肠道优势需氧菌是按不同动物种类中的优势

需氧菌所在属进行随机选取，与 3 种不同功能的黄

豆苷原转化菌株分别进行混菌培养使试验更具代表

性。此外，在混菌方式上也从黄豆苷原转化菌株与

优势需氧 菌 的 两 两 混 合 扩 大 到 优 势 需 氧 菌 与 ICR
小鼠肠道菌群的厌氧混合培养，使试验更接近肠道

内的真实环境。ICR 小鼠形体小，饲喂食物单一，不

同个体在代谢黄豆苷原为雌马酚能力上具有极高的

稳定性和 一 致 性。尤 为 值 得 一 提 的 是 ICR 小 鼠 肠

道菌群在人工模拟肠道营养液中连续 5 次转接培养

后，其代谢黄豆苷原为雌马酚的能力均无明显变化。
此外，ICR 小鼠新鲜粪样取样方便，容易做到无污染

取样。因而，本研究选用 ICR 小鼠肠道菌群与分离

的优势需氧菌进行混菌培养，研究优势需氧菌对菌

群转化合成雌马酚能力的影响。此外，我们还将兔

肠道分离菌株 R1 和 R5 分别对 ICR 小 鼠 进 行 灌 菌

试验( 每天早 晚 各 灌 1 次，每 次 灌 菌1 mL) ，被 灌 菌

的小鼠灌至第 4 天开始出现萎蔫，食欲下降，活动量

减少。连续灌菌一周后，用高效液相检测 ICR 小鼠

肠道菌群转 化 黄 豆 苷 原 为 雌 马 酚 能 力 是 否 受 到 影

响。结果发现，灌菌一周后菌群转化黄豆苷原为雌

马酚的能力并未受到明显影响，推测来自兔肠道的

优势需氧菌 R1 和 R5 可能难于 在 ICR 小 鼠 肠 道 内

成功定植。
大量流 行 病 学 研 究 发 现，将 黄 豆 苷 原 转 化 为

雌马酚能 力 上 不 同 人 种 间 差 异 显 著，韩 裔 美 国 人

肠道菌群产雌马酚比例远高于美国 白 种 人［24］。实

际 上，早在 1983 年 Van de Merwe JP 等发现宿主基

因对肠道正 常 菌 群 有 明 显 影 响［25］。此 外，膳 食 结

构可能会 影 响 肠 道 细 菌 组 成，研 究 发 现 素 食 者 产

雌马酚比例 高 于 非 素 食 者［26］。因 此，目 前 普 遍 认

为肠道菌群对雌马 酚 的 合 成 能 力 可 能 与 宿 主 基 因

以及膳 食 结 构 等 因 素 有 密 切 关 系。然 而，迄 今 尚

无人将 这 种 差 异 与 寄 居 肠 道 的 优 势 需 氧 菌 相 联

系。通过本 研 究 发 现，与 来 自 兔 肠 道 的 蜡 样 芽 胞

杆菌 R1 和铜绿假单胞菌 R5 厌氧混合 并 连 续 5 次

转接培养 后，黄 豆 苷 原 转 化 菌 株 及 ICR 小 鼠 肠 道

菌群转化 黄 豆 苷 原 能 力 几 乎 完 全 丧 失，而 其 根 本

原因在于菌株 R1 和 R5 的蛋白粗提液和 乙 酸 乙 酯

萃取物 对 黄 豆 苷 原 转 化 菌 株 均 具 较 强 的 抑 杀 作

用。因 此，除 宿 主 基 因 以 及 膳 食 结 构、药 物 使 用
( 特别是抗生素类药物) 和 长 期 心 理 压 力 等 环 境 因
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素外，肠道 内 能 产 生 有 毒 代 谢 产 物 的 某 些 特 殊 优

势需氧菌可能直接 决 定 着 黄 豆 苷 原 转 化 菌 株 在 肠

道中的长 期 生 存 与 否，而 造 成 不 同 动 物 肠 道 优 势

需氧菌种类不同的原因尚有待进一步研究。
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Influence of predominant aerobic bacteria isolated from
different healthy animals on daidzein biotransforming
capacity by co-culture with different daidzein
biotransforming bacteria

Jinglong Luo，Xiuling Wang* ，Jinru Fan，Shiying Wang，Jia Li
College of Life Sciences，Agricultural University of Hebei，Baoding 071001，China

Abstract: ［Objective］ To investigate the influence of isolated predominant aerobic bacteria on daidzein
biotransformation capacity by co-culture with daidzein biotransforming bacteria． ［Methods］ Predominant aerobic
bacteria were isolated from diluted feces solutions of different healthy animals，including ICR mice，Luhua chicken，

Landrace pigs and Rex rabbits． Daidzein biotransforming bacteria were anaerobically co-cultured with the isolated
predominant aerobic bacteria and the cultural broth was extracted and detected by high performance liquid chromatography
( HPLC) ． ［Results］ Twenty two predominant aerobic bacteria were isolated from the four different healthy animals
mentioned above． Based on the analyses of 16S rRNA gene sequences，morphology study and relative biophysico-
biochemical characteristics，all 22 isolates belong to the 5 genera，i． e． Escherichia ( 10 ) ，Proteus ( 5 ) ，Enterococcus
( 4 ) ，Bacillus ( 2 ) and Pseudomonas ( 1 ) ． Co-culture between predominant aerobic bacteria and daidzein biotransforming
bacteria was carried out under anaerobic conditions． The results showed that the biotransformation capacity was totally lost
when different daidzein biotransforming bacterium was co-cultured with either Bacillus cereus ( R1 ) or Pseudomonas
aerginosa ( R5 ) and continuously inoculated for 2 or 3 passages． However，no obvious influence was observed when
daidzein biotransforming bacteria were co-cultured with all the other isolated predominant aerobic bacteria except R1 and
R5． In addition，when strain R1 and R5 was co-cultured with the intestinal microflora of the ICR mice anaerobically and
continuously inoculated for 5 passages，about 90% of the co-cultures totally lost the activity to convert daidzein to equol
effectively． ［Conclusion］ Different predominant aerobic bacteria showed different influence on daidzein
biotransformation capacity after being co-cultured with different daidzein biotransforming bacteria． Among all the isolated
predominant aerobic bacteria used for co-culture，both Bacillus cereus ( R1 ) and Pseudomonas aerginosa ( R5 ) were
detected significant inhibition on biotransformation activity of different daidzein biotransforming bacteria．
Keywords: predominant aerobic bacteria，daidzein，equol，microbial biotransformation，co-culture
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