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核磁共振技术在枯草芽孢杆菌的抗菌

物质结构鉴定中的应用

商伟伟，蔡　良，罗　磊，沈加彬，施碧红

（福建师范大学生命科学学院，福建　福州　３５０１０８）

摘　要：核磁共振 （ＮＭＲ）技术是化合物结构鉴定的一种重要的方法。该文简单介绍了ＮＭＲ技术的基本原理，

及ＮＭＲ技术在枯草芽孢杆菌所产的多肽、脂肽类抗菌物质结构鉴定中的运用概况，进一步阐述了ＮＭＲ联用技

术的发展现状，展望了其在枯草芽孢杆菌抗菌物的结构鉴定方面的应用前景。
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　　枯草芽孢杆菌是被美国食品与药物管理局

（ＦＤＡ）及我国农业部正式批准使用的益生菌，由

其产生的结构各异的抗菌物质有几十种，主要包括

由核糖体合成的肽类抗菌物质，非核糖体合成的脂

肽类抗菌物质，磷脂类，大环内酯类，酚类，多烯

类物质等［１］。经研究其产生的抗菌物质对多种植物

病原菌有抑制作用，能强烈抑制水稻纹枯病菌，稻

瘟病菌，炭疽病菌等真菌在农作物中的传播，对绿

色农业的发展有很好的促进作用［２］。随着农业、医

学等行业的发展，人们对其产生的具有抗菌活性的

天然产物产生了浓厚的兴趣，对这些活性成分结构

的鉴定亦显得日益重要。

核磁共振技术是天然产物尤其是复杂化合物结

构鉴定与分析研究不可缺少的手段，利用核磁共振

波谱可以方便地提供不同分子结构上的细小差别，

包括同分异构与立体异构化合物。近年来，ＮＭＲ

被频繁用于枯草芽孢杆菌所产生的抗菌物质的分析

与结构鉴定。当然分析鉴定枯草芽孢杆菌抗菌物质

的结构需要多种方法结合使用，并且需要大量的工

作和经验，本文主要从核磁共振技术在其中的应用

进行介绍。

１　核磁共振技术的原理

核磁共振 （ＮＭＲ）是电磁波与物质相互作用

的结果。其原理是：带有核磁性的原子核有自旋运

动产生核磁距，在外加高强磁场的作用下，吸收射

频辐射，引起核自旋能级的跃迁产生的波谱即核磁

共振波谱。由于分子中不同原子核的化学环境是不
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同的，则将会有不同的共振频率，产生不同的共振

波谱。记录下来这种波谱即可判断该原子在分子中

所处的位置及相对数目，对有机化合物进行结构分

析。

在化合物的结构鉴定及分析中最常用的核磁共

振技术是一维核磁共振氢谱 （１ＨＮＭＲ）和碳谱

（１３ＣＮＭＲ），一维核磁共振氢谱主要提供化学位

移、耦合常数、吸收峰的裂分和积分曲线等。与质

子相比，１３Ｃ的化学位移比１Ｈ大得多，谱峰重叠的

现象小，碳谱能给出更多的结构信息，对化合物的

结构解析很有帮助。二维核磁共振谱的应用使鉴定

结构的结果更可靠、客观。二维核磁共振谱又分为

同核二维核磁共振谱和异核核磁共振谱。常用的五

种 二 维 同 核 实 验 包 括：ＣＯＳＹ、ＤＱＦＣＯＳＹ、

ＴＯＥＳＹ、ＮＯＥＳＹ （ＥＸＳＹ）和 ＲＯＥＳＹ，异核二

维核磁共振谱主要有碳－氢相关谱 （ＨＳＱＣ）、异

核多量子相关谱 （ＨＭＱＣ）、异核多键相关谱

（ＨＭＢＣ）。继二维谱之后，２０世纪９０年代脉冲梯

度场 （ＰＦＧ）核磁共振技术的发展与应用，使获得

谱线狭窄、高分辨谱图成为可能，为快速、准确得

到物质结构信息奠定基础［３］。

２　核磁共振技术在枯草芽孢杆菌的抗

菌物质研究中的应用

　　关于枯草芽孢杆菌有效抗菌物质的利用与研究

主要集中在肽类、脂肽类、磷脂类、大环内酯类、

酚类、多烯类物质等，尤其是肽类及脂肽类备受关

注［４－５］。

２．１　在抗菌多肽类物质研究中的应用

　　抗菌肽是枯草芽孢杆菌所产的一大类的肽类抗

菌物质［６］。由革兰氏阳性菌产生的肽类抗菌物质一

般包括三类：未经修饰的肽、含二硫键的肽以及含

羊毛硫氨酸的羊毛硫抗生素。羊毛硫抗生素因其含

有罕见的羊毛硫氨酸 （Ｌａｎ）和甲基羊毛硫氨酸

（ＭｅＬａｎ）而受到广泛关注，按照其结构和功能将

其分为两类：Ａ型羊毛硫抗生素和Ｂ型羊毛硫抗

生素［７］。

Ｓｕｂｔｉｌｉｎ是由枯草芽孢杆菌产生的典型的Ａ型

羊毛硫抗生素，其蛋白结构及相关基因序列已得到

了广泛的研究。Ｓｕｂｔｉｌｉｎ是一种阳离子的，含有５

环的细长型的抗菌肽［８］。据Ｓｔｅｉｎ
［９］通过基质辅助

激光解吸电离飞行时间质谱 （ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）

研究 其 分 子 量 为 ３３１９．５６。Ｃｈａｎ 等
［１０］人 通 过

１Ｈ２ＤＮＭＲ技术测得其初级结构是由３２个氨基

酸组成的抗菌肽，而且通过ＮＭＲ波谱的分析还发

现Ｓｕｂｔｉｌｉｎ是羊毛硫氨酸组成的带有５个环的灵活

的分子。这是首次通过ＮＭＲ技术获得的枯草芽孢

杆菌羊毛硫抗生素的ＮＭＲ数据，为其他羊毛硫抗

生素的结构鉴定及进一步研究多肽类和与之相结合

的物质的相互作用提供了重要的参考。Ｃｈｒｉｓｔ

等［１１］通过研究枯草芽孢杆菌ＡＴＣＣ６６３３的自身免

疫蛋白ＳＰａⅠ的Ｃ末端分子量为１４．９×１０
３ 序列

的１Ｈ，１５Ｎ，１３Ｃ二维核磁共振信号波谱归属，进一

步研究ＳＰａⅠ与ＳＰａⅠ／Ｓｕｂｔｉｌｉｎ复合体的结构信

息，从而在分子水平上了解 Ａ型羊毛硫抗生素的

自身免疫机制以及与自身免疫蛋白之间的相互作用

方式。实际上与Ｓｕｂｔｉｌｉｎ结构上极为相似的还有由

枯草芽孢杆菌Ａ１／３所产的ＥｒｉｃｉｎＳ （分子量３４４２）

和ＥｒｉｃｉｎＡ （分子量２９８６）
［１２］。

ＳｕｂｔｉｌｏｓｉｎＡ是由枯草芽孢杆菌所产的Ｂ型羊

毛硫抗生素，与Ａ型不同，它是球形的由３５个氨

基酸组成的大环肽类抗生素。经 Ｍａｒｘ等
［１３］通过

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 （ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ）研究其分子量为３３９９．７。同时，他们

为了研究其三维结构，将１２ｍｇＳｕｂｔｉｌｏｓｉｎ溶于３００

μＬＤＭＳＯｄ６中，进行（
１Ｈ，１５Ｎ，１３Ｃ）的 ＮＯＥＳＹ和

ＴＯＣＳＹ二维核磁共振波谱实验，最后通过对其

ＮＭＲ波谱数据的分析而确定其三维结构，在分子

水平上确定了其分子中非相邻氨基酸之间的内部连

接，为后面继续研究分子内的特殊连接提供了参

考。

ＬＣ１是枯草杆菌Ａ０１４的分泌物中分离出的一

种抗菌多肽，是由４７个氨基酸组成的多肽抗生素，

具有很强的抗水稻的白叶枯致病菌的抑菌活性，邵

承华等［１４］人应用２ＤＮＭＲ技术研究了ＬＣ１的溶液

构象，通过分析其ＤＱＦＣＯＳＹ、ＴＯＣＳＹ和ＮＯＥ

ＳＹ等１ＨＮＭＲ波谱而识别了４７个氨基酸残基，

进一步分析ＮＯＥＳＹ波谱中ｄαＮ、ｄＮＮ、ｄβＮ和ｄαδ的

联系完成了序列专一谱峰归属，分析出ＬＣ１的二

级结构主要为伸展构象，其中２５～３１与３６～４２两

个氨基酸肽段构成反平行β折叠，并有３２～３５氨

基酸肽段形成的β转角相连接，ＬＣ１不含或仅含少

量α螺旋。通过其特殊的氨基酸组成推断ＬＣ１的

三维结构是一个以 Ｔｒｐ２３为中心依靠疏水作用稳

定的核心和由亲水性残基组成亲水表面。

２．２　在脂肽类抗菌物质研究中的应用
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环脂肽是枯草芽孢杆菌所产抗菌物质中的一大

类物质，由亲水的肽片段与亲油的脂肪烃组成，是

一类新型的生物表面活性剂。它除了具有良好的降

低界面表面 张力外，还具有抗真菌［１５］、抗细

菌［１６－１７］、抗肿瘤［１８］、抗病毒［１９］等生物学功能，在

医学上将有良好的应用前景。

芽孢杆菌是最先被发现产生环脂肽表面活性剂

的菌株，也是生产环脂肽的主要微生物来源。按环

脂肽的结构可以分为两大类：第一类是脂肪酸链直

接参与成环，即脂肪酸的羧基与肽链氨基酸的 Ｎ

端相连，肽链氨基酸的Ｃ端与脂肪酸的βＯＨ 或

者βＮＨ２相连而成为环脂肽。第二类即脂肪酸链

不参与成环，而是通过自身的羧基与肽链氨基酸的

Ｎ端相连成为另一类环脂肽
［２０］。

Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ是由芽孢菌产生的脂肽类高效表面

活性剂，可使水的表面张力由７２ｍＮ／ｍ降到２７

ｍＮ／ｍ，属第一类抗菌脂肽，也是抗菌脂肽家族中

最典型的代表。ｓｕｒｆａｃｔｉｎ除具有抗真菌和抗细菌能

力外，还具有抗癌，抗病毒，溶血等生物学活

性［２１］。因此，科学家对环脂肽结构与功能之间的

关系非常感兴趣。Ｂｏｎｍａｔｉｎ
［２２］等人使用２Ｄ１Ｈ

ＮＭＲ技术测得了其 ［Ｌｅｕ４］ｓｕｒｆａｃｔｉｎ和 ［Ｉｌｅ４］

ｓｕｒｆａｃｔｉｎ的结构 （一般的ｓｕｒｆａｃｔｉｎ第４位为Ｖａｌ），

证明此两种物质的表面活性是普通ｓｕｒｆａｃｔｉｎ的两

倍，并通过分析其疏水残基在ｓｕｒｆａｃｔｉｎ的三维结

构模型中的作用确定了结构与功能间的密切关系。

Ｃｉｒｃｕｌｏｃｉｎｓ是枯草芽孢杆菌产的第二类抗菌脂

肽。具有良好的抗革兰氏阳性菌活性，由于Ｃｉｒｃｕ

ｌｏｃｉｎｓ特别的结构其抗菌机制也不同于一般的抗生

素，因此在某种程度上能缓解现在抗生素滥用引起

的致病菌的抗药性问题。Ｈｅ等
［２３］人即使用光谱学

方法研究其基本结构：他通过高分辨率傅氏转换离

子回旋共振 （ＦＴＩＣＲ）质谱技术确定了ｃｉｒｃｕｌｏｃｉｎ

α的结构式为 Ｃ４７Ｈ４９Ｎ９Ｏ１０，然后通过
１３ＣＮＭＲ

和１ＨＮＭＲ获得了脂肽中羰基碳，次甲基碳及氨

基酸残基中质子的化学移位的大致归属，并利

用２Ｄ１Ｈ１Ｈ ＣＯＳＹ，ＴＯＣＳＹ，１Ｈ１３Ｃ ＨＭＢＣ 和

ＨＭＱＣ相关谱技术获得了氨基酸的连接顺序，脂

肪酸的位置及连接方式，再联合质谱技术而最终确

定了ｃｉｒｃｕｌｏｃｉｎα的基本结构。

３　ＮＭＲ联用技术

枯草芽孢杆菌抗菌物质为微生物的天然产物，

种类复杂。一般要进行发酵，分离纯化，浓缩，精

制，最后才能进行结构的鉴定。其间过程复杂，损

失严重。与ＮＭＲ技术相关的联用技术的出现为解

决以上问题带来了福音。

高效液相色谱 － 核磁共振波谱联用技术

（ＨＰＬＣＮＭＲ）是目前天然产物分析鉴定的新手

段［２４］。其优点是可以将 ＨＰＬＣ分离的化合物直接

进行ＮＭＲ测定，ＮＭＲ谱图可以提供化合物结构

的精确信息，从而解决传统分析方法的一些难题，

但是ＬＣＮＭＲ联用技术也存在着一些新问题，如

ＬＣ和ＮＭＲ的接口技术难题、溶剂峰抑制、灵敏

度很低等。尽管如此该项技术由于可以避免不必要

的分离步骤而获得复杂提取物的初步信息，对于复

杂成分可以首先获得其成分的新颖性和用途，然后

再进行常规分离［２５］。

高效 液 相 色 谱 － 固 相 萃 取 － 核 磁 共 振

（ＨＰＬＣＳＰＥＮＭＲ）联用技术的出现则解决了很

多ＨＰＬＣＮＭＲ联用技术的难题。该项技术指混合

成分经ＨＰＬＣ分离，ＤＡＤ和 ＭＳ检测记录，固相

萃取柱收集吸附，Ｎ２气流吹干，然后再由氘代溶

剂洗脱进入ＮＭＲ仪进行检测。其优点是被分离组

分能得到浓缩而提高灵敏度，也可以免除溶剂峰抑

制而获得更高质量的图谱。因此，可以快速识别已

知化合物和进行新化合物的结构研究［２５］。枯草芽

孢杆菌抗菌物质属于微生物天然产物，种类复杂多

样，以上联用技术在枯草芽孢杆菌抗菌物质方面的

鉴定尚未见报道，但可想而知其应用前景广阔，

ＮＭＲ联用技术对天然产物的研究也必将产生重大

的影响。

４　展望

由于枯草芽孢杆菌所产抗菌活性成分的复杂性

以及ＮＭＲ技术自身的技术特点，枯草芽孢杆菌所

产活性物质特别是未知组分的ＮＭＲ鉴定仍然是一

份艰难的、富于挑战的工作，加上ＮＭＲ技术的灵

敏度较低，远不及质谱，都使得ＮＭＲ的鉴定与图

谱的解析增加很多的困难。因此，ＮＭＲ联用技术

的发展变得更为迫切，尤其是 ＨＰＬＣＳＰＥＮＭＲ

联用技术与ＨＰＬＣＮＭＲＭＳ联用技术的出现都给

枯草芽孢杆菌活性成分的鉴定提供了希望，随着

ＮＭＲ技术的快速发展以及国内外研究枯草芽孢杆

菌活性成分的研究者的不断地努力，相信一定会有

新的成果。

９６第１期 商伟伟等：核磁共振技术在枯草芽孢杆菌的抗菌物质结构鉴定中的应用
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