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基于代谢组学及分子对接探究雀石蕊抗MRSA的分

子机制

朱家娜，田红巧，刘梦龙，丁海燕*
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摘 要：雀石蕊具有良好的体外抗菌活性，为明确其抗菌分子机制，本文以耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（methicillin-resistant Staphylococcus aureus，MRSA）为指示菌，利用代谢组学获取雀石蕊处理 MRSA后

其胞内差异代谢物变化，并结合分子对接验证差异代谢物相关蛋白酶与雀石蕊抗菌成分的亲和力，分析雀

石蕊抗菌机理。体外抗菌实验显示，雀石蕊甲醇提取物抗菌谱广，且对 MRSA表现为高度敏感。代谢组

学和分子对接结果表明，雀石蕊作用于组氨酸激酶、青霉素结合蛋白 PBP2A、喹诺酮类耐药蛋白 NorA和

S-腺苷甲硫氨酸合成酶 4个潜在不同抗菌靶点，增强与MRSA细胞膜黏附且抑制外排泵 NorA作用、干扰

组氨酸和甲硫氨酸等代谢而发挥抗菌作用。本文结果为后续深入探究雀石蕊抗MRSA分子机制提供依据。
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Abstract: The extract of Cladonia stellaris has good in vitro antimicrobial activity. To clarify its antibacterial

molecular mechanism, this study used methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) as the indicator

bacterium. Metabolomics were used to obtain the changes in intracellular differential metabolites of MRSA treated

with C. stellaris, and molecular docking was used to verify the affinity of differential metabolites with relevant

proteins and antibacterial components of C. stellaris, analyzing the antibacterial mechanism of C. stellaris. In vitro

antibacterial experiments showed that the methanol extract of C. stellaris had a broad antibacterial spectrum and

was highly sensitive to MRSA. Metabolomics and molecular docking results indicated that C. stellaris acted on

four potential different antibacterial targets: histidine kinase, penicillin-binding protein PBP2A, quinolone

resistance protein NorA and S-adenosylmethionine synthetase, enhancing adhesion to MRSA cell membrane and

inhibiting the action of efflux pump NorA, interfering with histidine and methionine metabolism to exert

antibacterial effects. This study provides a basis for exploring the molecular mechanism of C. stellaris against
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MRSA.
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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methicillin-resistant Staphylococcus aureus，MRSA）是重

要的食源性致病菌之一，具有较强的耐药性，感染后可导致皮肤及软组织感染、肺炎、化

脓性关节炎和毒性休克综合征等[1]，致死率高达 63.1%[2]。近年来，MRSA在各类食品中被

检出，严重威胁着食品安全与人类健康[3]。开发新型抗菌活性物质以应对食源性 MRSA感

染刻不容缓。地衣是新型活性化合物的重要资源库，超过 50%的地衣被证实具有良好的抗

菌活性，且富含多种独有的结构新颖的抗菌化合物[4]。地衣具有悠久的药食同源史，其中

石蕊属地衣“青雪茶”作茶饮用，可起到消炎镇痛的作用[5]。雀石蕊（Cladonia stellaris），

隶属于真菌界子囊菌门石蕊属地衣，广泛分布于云南、甘肃、黑龙江等地，是抗菌素的重

要来源[5]，其富含的松萝酸[6]、珠光酸[7]、黑茶渍素[8]及去甲环萝酸[9]等，均被证实是良好

的抗菌物质。然而，这些物质的抗菌机制并未阐明。我们前期抗菌活性筛查结果证实，雀

石蕊提取物对多种食源性致病菌具有较好的体外抗菌活性，尤其对MRSA展现出高度敏感

的抗菌活性，具有进一步开发为新型抗耐药化合物的潜能，然而目前并无文献揭示雀石蕊

抗 MRSA作用机制，因此，本文以 MRSA为指示菌，利用代谢组学和分子对接初步探索

雀石蕊抗MRSA的机理，为后续探究雀石蕊抗MRSA机制和应用提供理论依据。

1材料与方法

1.1材料

雀石蕊（Cladonia stellaris）（果柄高度约 2.5 cm，表面呈灰白色至浅黄灰色；果柄分

枝稠密，近顶端以三叉、四叉至五叉分枝常见；子囊盘稀见，暗褐色，顶生；分生孢子器

顶生，内含红色物质。）采集于云南大理苍山，经中科院植物所王立松研究员进行形态学

鉴定后，保存于大理大学公共卫生学院实验中心 4 ℃冰箱。耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（MRSAATCC 43300，北京北纳创联生物技术研究院）；金黄色葡萄球菌（Staphylococcus

aureus ATCC 25923）、斯氏李斯特菌（Listeria seeligeri CICC 21671）、单增李斯特菌

（Listeria monocytogenes CMCC 21633）、甲型副伤寒杆菌（Salmonella paratyphi-A BNCC

336664）、大肠埃希氏菌（Escherichia coli CMCC（B）441027）、福氏志贺菌（Shigella

flexneri CMCC 21534）、肺炎克雷伯菌（Klebsiella pneumoniae ATCC 4352）由大理州质量

技术监督综合检测中心提供；营养琼脂（批号：240228A10，北京陆桥技术股份有限公

司）；胰酪大豆胨琼脂培养基、LB肉汤（批号：230207A10、1102841，广东环凯微生物
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科技有限公司）；乙酸乙酯、二甲基亚砜（纯度≥99.9%，批号：240104E1、67-68-5，上海

麦克林生化科技有限公司）；甲醇、乙腈、氨水、异丙醇（色谱级，批号 67-56-1、75-05-

8、1336-21-6、67-63-0，CNW Technologies公司）；乙酸铵、乙酸（色谱级，批号：631-

61-8、64-19-7，Sigma-Aldrich 公司）；屈臣氏超纯水；盐酸左氧氟沙星片（批号：

6210250121，山东罗欣药业集团股份有限公司）。

Vanquish 型超高效液相、Orbitrap Exploris 120 型高分辨质谱（美国 Thermo Fisher

Scientific公司）；JXFSTPRP-24型匀浆机（上海净信 VS科技有限公司）；Scientz-ND型

系列冷冻干燥机、SB-5200DTDN型超声波清洗机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；

RE-3000型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）； -1300L-U型超净工作台（净集团泰安公

司制造）；GHP-9270型隔水式恒温培养箱、DKZ-3型振荡水槽、HWS-28型电热恒温水浴

锅（上海一恒科学仪器有限公司）；GZX-9160MBE型数显鼓风干燥机（上海博迅实业有

限公司医疗设备厂）。

1.2实验方法

1.2.1雀石蕊甲醇提取物的体外抗菌活性

1.2.1.1雀石蕊甲醇提取物制备

雀石蕊清洗后，放置烘箱中于 50 ℃下烘干，粉碎后过 60目筛，按料液比 1∶10（g/mL）

加入 75%甲醇溶液超声浸提 30 min后抽滤，重复上述提取步骤三次后收集上清液，45 ℃

条件下旋蒸浓缩，真空冷冻干燥 12 h（冷阱温度降至-25 ℃，真空度设置为 50 Pa）成粉末，

置于-20 ℃冰箱避光密封保存备用。

1.2.1.2菌液制备

刮取斜面保存的菌种于生理盐水中，采用麦氏比浊法将菌液接种于 LB肉汤（2%），

37 ℃振荡培养过夜，次日收集菌液，4 500 r/min 离心 15 min，弃去上清液，用无菌生理盐

水制备菌悬液 1×105CFU/mL备用。

1.2.1.3雀石蕊甲醇提取物体外抗菌活性及最小抑菌浓度的测定

采用平板打孔法 [10]探究雀石蕊甲醇提取物的体外抗菌活性，雀石蕊甲醇提取物用

DMSO溶解为 100 mg/mL备用。将营养琼脂和 1×105CFU/mL的菌液，按 20∶1比例混匀

倒板冷却备用。使用 100 μL无菌枪头于平板上打孔并挑出孔内的琼脂，每个孔中加入 20

μL的雀石蕊甲醇提取物，阳性对照用 5 mg/mL的左氧氟沙星，阴性对照为 DMSO，37 ℃

培养 24 h后观察抑菌圈大小。参考 Li等[11]对雀石蕊抗菌活性结果进行判断；应用常量肉
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汤法[12]，对 MRSA进行最小抑菌浓度（minimal inhibitory concentration, MIC）测定，将雀

石蕊提取物用 3%DMSO复溶，无菌 MH肉汤稀释样品至一定浓度梯度（10.000、5.000、

2.500、1.250、0.625、0.313、0.156、0.078、0.039、0.020 mg/mL）。不同浓度样品接种

2% (V/V)活化后的菌液（1×105CFU/mL），置于 37 ℃恒温培养箱培养 24 h，以加入等体

积的 3%DMSO代替提取物作为空白对照，培养 18 h后加入 TTC显色，将不显色的样品浓

度确定为MIC。

1.2.2雀石蕊甲醇提取物处理MRSA后的代谢物分析

1.2.2.1MRSA处理及胞内代谢物的提取

分别吸取 2%菌液（1×105 CFU/mL）和 3%雀石蕊提取物（1/2MIC）于 50 mL MHB肉汤

中，置于 37 ℃摇床振荡至生长对数期，离心收集菌体沉淀，液氮速冻 10 s，于冰上解冻，

加入 PBS缓冲液，冷冻离心后收集菌体沉淀，-80 ℃保存备用[13]。不含雀石蕊提取物的分

组为对照组，每组样品制备三个生物学重复。低温称取 25 mg样品于 EP管中，加入匀浆

珠，加入 500 μL提取液（甲醇∶乙腈∶水=2∶2∶1）（V/V），含同位素标记内标混合

物），涡旋混匀 30 s，放入匀浆仪中匀浆（35 Hz，4 min），再转移至冰水中超声 5 min，

此步骤重复 3次。-40 ℃静置 1 h，将样品 4 ℃，12 000 r/min（离心力 13 800 ×g，R=8.6 cm）

离心 15 min，取上清于进样瓶中上机检测。

1.2.2.2 LC-MS检测

使用 Vanquish（Thermo Fisher Scientific）超高效液相色谱仪，通过 Waters ACQUITY

UPLC BEH Amide（2.1 mm×50 mm，1.7 μm）液相色谱柱对目标化合物进行色谱分离。液

相色谱 A相为水相，含 25 mmol/L乙酸铵和 25 mmol/L氨水，B相为乙腈。样品盘温度：

4 ℃，进样体积：2 μL。Orbitrap Exploris 120质谱仪能够在控制软件（Xcalibur,版本：4.4，

Thermo）控制下进行一级、二级质谱数据采集。详细参数如下：鞘气流速 50 Arb，Aux气

流速 15 Arb，毛细管温度 320 ℃，全MS分辨率 60 000，MS/MS分辨率 15 000，碰撞能量：

SNCE 20/30/40，喷雾电压分别为 3.8 kV（正）或-3.4 kV（负）。

1.2.2.3代谢物的统计学分析及差异代谢物的 KEGG富集分析

采用 SIMCA 16.0.2软件分析处理组与对照组的 MRSA差异代谢物，通过主成分分析

（principal component analysis，PCA）观察各样本间的总体分布和分析过程的稳定性，并

采用正交偏最小二乘法 -判别分析（orthogonal projections to latent structures-discriminant

analysis ，OPLS-DA）处理组和对照组的差异代谢物，并根据分析结果得到各代谢物的变
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量投影重要性（variable Importance in the projection，VIP）和 P-value值，以 VIP>1 且 P-

value<0.05为标准筛选差异代谢物。另外，运用 R语言分析软件进行京都基因与基因组百

科全书（kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通路富集分析，注释差异代谢

物所参与的代谢通路，并基于其分析结果获取差异代谢物的上下游蛋白。

1.2.3雀石蕊抗菌化合物与差异代谢物相关蛋白的分子对接

选择差异代谢物的上下游蛋白及与 MRSA 耐药相关的青霉素结合蛋白 PBP2A

（ Penicillin binding protein PBP2A， PBP2A）和喹诺酮类耐药蛋白 NorA（Quinolone

resistance protein NorA，NorA）作为受体，雀石蕊中抗菌化合物为配体，利用 ChemOffice、

AutoDock软件及 UnipProt数据库（https://www.uniprot.org/），进行分子对接[14]，进一步验

证雀石蕊可能的作用靶点及通路。具体的方法为：UnipProt 数据库中下载蛋白，利用

AutoDock Tools进行处理后作为受体；使用 ChemOffice及 AutoDock Tools软件处理配体；

利用 AutoDock vina进行分子对接，以对接结合能最低筛选最优配体构象，用 PyMOL软件

进行对接结果可视化分析[15]。

1.3数据处理

数据的处理及显著性分析运用 SPSS 26.0进行单因素方差分析，P<0.05表明分组间具

有显著性差异。采用 ProteoWizard软件将代谢组学原始数据转换为 mzXML格式，并使用

基于 XCMS的 R开发内部程序进行峰值检测、提取、对齐和整合。采用 R包和 Biotree DB

（V3.0）进行代谢物鉴定。

2结果与分析

2.1雀石蕊甲醇提取物的体外抗菌活性

体外抗菌结果表明，雀石蕊对 4种革兰氏阳性致病菌和 2种革兰氏阴性致病菌都展现

出抗菌活性（见表 1），其中，对甲型副伤寒杆菌最强，对MRSA的MIC为 0.156 mg/mL，

说明雀石蕊具有较宽的抗菌谱，对MRSA有较好抗菌活性。

表 1雀石蕊甲醇提取物体外抗菌活性

Table 1 In vitro antibacterial effect of methanol extract from C. stellaris

抗菌对象

Antibacterial object

革兰氏染色

Gram staining

抑菌圈直径

Diameter of the inhibitory zone

（mm）

MRSA

G+

17.0±1.7c

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 12.8±0.4cd

单增李斯特氏菌 Listeria monocytogenes 12.5±2.1d



6

斯氏李斯特氏菌 Listeria seeligeri 20.3±1.8b

甲型副伤寒杆菌 Salmonella paratyphi-A

G-

24±0.01a

肺炎克雷伯杆菌 Klebsiella pneumoniae 20±0.00b

福氏志贺菌 Shigella flexneri -

大肠埃希氏菌 Escherichia coli -

注：抑菌圈直径（diameter of the inhibitory zone，DIZ）≤6 mm判断为无抗菌活性；6<DIZ≤8 mm，低度

敏感；8<DIZ≤14 mm，中度敏感；14<DIZ<20 mm，高度敏感；DIZ≥20 mm，极度敏感。不同小写字母

表示差异显著（P＜0.05）。

Note: Diameter of the inhibitory zone (DIZ) ≤ 6 mm was considered as no antibacterial activity; 6 < DIZ ≤ 8 mm,

low sensitivity; 8 < DIZ ≤ 14 mm, moderate sensitivity; 14 < DIZ < 20 mm, highly sensitive; DIZ ≥ 20 mm,

extremely sensitive. Different lowercase letters indicate significant differences(P＜0.05).

2.2雀石蕊甲醇提取物处理MRSA后的代谢物分析

2.2.1代谢物的总离子流图

雀石蕊甲醇提取物处理MRSA菌体后，经 LC-MS检测可获得胞内代谢物总离子流图。

由图 1可知，正离子模式（positive ion mode，POS）和负离子模式（negitive ion mode，

NEG）下，雀石蕊组与对照组代谢物的离子峰谱存在明显差异，通过使用基于 XCMS的 R

开发内部程序进行峰值检测、提取、对齐、整合，并结合 Biotree DB（V3.0） 软件分析，

共鉴定得到 80种代谢物。
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图 1雀石蕊组与对照组MRSA代谢物总离子流图

Fig. 1 Total ions chromatograms of MRSAmetabolites in C. stellaris group and control group
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注：S1~S3代表雀石蕊组的 3个平行重复样本，D1~D3代表对照组的 3个平行重复样本。

Note: S1-S3 represent three parallel replicate samples of C. stellaris group, while D1-D3 represent three parallel

replicate samples of the control group.

2.2.2PCA和 OPLS-DA分析

基于每个样本中MRSA胞内代谢物成分及含量进行 PCA与 OPLS-DA分析，PCA分析

图中每个散点代表一个样本，散点的颜色和形状表示不同的分组，散点分布越靠近，说明

样本中代谢物的种类和含量越相似；反之，其整体代谢水平差异越大。从图 2a中可以直观

地发现各组内的 3个样本得到了较好的聚集，说明组内同质性比较好，代谢物组成相似。

雀石蕊提取物处理组与对照组间没有重叠和交叉，得到了有效区分，这说明两组存在差异。

相比 PCA，OPLS-DA得到更好分组结果，如图 2b所示，雀石蕊提取物处理组与对照组的

平行样本分别聚集在一定区域，且不同处理组得到了明显区分，表明雀石蕊提取物处理组

与对照组的代谢成分上存在显著差异。

图 2雀石蕊提取物处理组和对照组MRSA代谢物的 PCA（a）和 PLS-DA（b）分析

Fig. 2 PCA(a) and PLS-DA (b) analysis of MRSAmetabolisms in C. stellaris and control groups

2.2.3差异代谢物筛选

根据筛选标准，共获得 VIP>1且 P-value<0.05的差异代谢物 20种，与对照组相比，上

调的差异代谢物 13个，分别为亮氨酸、缬氨酸、甜菜碱、胱硫醚、尿刊酸、异亮氨酸、二

十一碳酸、N-乙基甘氨酸、N-乙酰胞壁酸、3-磷酸甘油酸、5-磷酸甲羟戊酸、6-氨基己酸、

硫鸟嘌呤，下调的差异代谢物 7个，分别为组氨酸、精氨酸、S-腺苷甲硫氨酸、磷酸乙醇

酸、磷脂酰胆碱、硫苷脂、3-氧代硬脂酸（见表 2）。

表 2差异代谢物的筛选

Table 2 Screening of differential metabolites

差异代谢物表达量变化 差异代谢物 VIP P值
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Changes in the expression

levels of differential metabolites

Differential metabolite P-Value

上调代谢物

Up-regulated metabolites

胱硫醚 Cystathionine 1.32 0.01

尿刊酸 Urocanic acid 1.32 0.02

亮氨酸 Leucine 1.22 0.01

缬氨酸 Valine 1.29 0.01

异亮氨酸 Isoleucine 1.36 0.00

甜菜碱 Betaine 1.22 0.02

N-乙酰胞壁酸 N-Acetylmuramic acid 1.39 0.00

二十一碳酸 Heneicosanoic acid 1.51 0.00

N-乙基甘氨酸 N-Ethylglycine 1.38 0.02

3-磷酸甘油酸 3-Phosphoglyceric acid 1.48 0.01

5-磷酸甲羟戊酸Mevalonic acid 5-phosphate 1.50 0.04

6-氨基己酸 Caplamin 1.36 0.00

硫鸟嘌呤 Thioguanine 1.40 0.00

下调代谢物

Down-regulated metabolites

S-腺苷甲硫氨酸 S-Adenosylmethionine 1.36 0.02

磷酸乙醇酸 Phosphoglycolic acid 1.49 0.00

硫甘脂 Sulfatide 1.46 0.00

精氨酸Arginine 1.28 0.02

组氨酸 Histidine 1.45 0.00

3-氧代硬脂酸 3-Oxostearic acid 1.53 0.00

磷脂酰胆碱 phosphatidylcholine 1.51 0.00

2.2.4差异代谢物的 KEGG富集分析及其相关蛋白酶

差异代谢物的 KEGG 富集分析结果显示，20 种差异代谢物中有 16 个物质注释到

KEGG数据库中，共参与 35条代谢通路，主要涉及甘油磷脂代谢、甘氨酸、丝氨酸和苏氨

酸代谢、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成与降解、氨酰-

tRNA生物合成、碳代谢、核苷酸代谢、戊糖和葡萄糖醛酸的相互转化、抗坏血酸与醛酸

代谢、乙醛酸和二羧酸代谢、硫代谢、α-亚麻酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、组氨酸代谢

等，选择前 20条代谢通路绘制气泡图（见图 3）并分析前 20条代谢通路涉及的差异代谢

物上下游蛋白，包括 S-腺苷甲硫氨酸合成酶（S-adenosylmethionine synthetase，SAM）、

组氨酸激酶（histidine kinase，HK）、GTP3',8-环化酶（GTP3',8-cyclase，GTPC）、磷酸乙
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醇酸磷酸酶（phosphoglycolate phosphatase，PP）、组氨酸水合酶（urocanate hydratase，

UH）、甜菜碱醛脱氢酶（betaine-aldehyde dehydrogenase，BD）、组氨酸解氨酶（histidine

ammonia-lyase，HA）、环吡喃蝶呤单磷酸合成酶（ cyclic pyranopterin monophosphate

synthase，CPMS）。其中组氨酸在 HA作用下形成尿刊酸，进一步在 UH作用下形成 4-咪

唑啉酮-5-丙酸酯富集于组氨酸代谢通路。另外，HK使组氨酸磷酸化，进而调节细菌的毒

力和耐药性表达。甜菜碱可由甜菜醛在 BD作用下形成，富集于代谢通路、ABC转运蛋白、

甘氨酸、丝氨酸及苏氨酸代谢通路。S-腺苷甲硫氨酸由 SAM催化合成，富集于氨基酸的生

物合成、辅因子的生物合成、硫代谢、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢通

路。磷酸乙醇酸在 PP作用下形成，富集于乙醛酸、二羧酸代谢、碳代谢。

图 3差异代谢物 KEGG通路富集分析

Fig.3 The KEGG pathway enrichment analysis of differential metabolites

2.3雀石蕊抗菌化合物与差异代谢物相关蛋白的分子对接

分子对接结合能越低，表示亲和力越高，一般认为对接结合能小于−5 kcal/mol判断为

结合良好[16, 17]。本次对接结果显示 PBP2A、NorA以及尿刊酸、组氨酸、甜菜碱、S-腺苷

甲硫氨酸等差异代谢物涉及的蛋白酶分别与雀石蕊中的松萝酸、珠光酸、黑茶渍素、去甲
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环萝酸和亚油酸（分子式见表 3）均有结合潜力（见表 4），初步验证了代谢组学的结果，

同时表明 PBP2A、NorA可能是雀石蕊的抗菌靶点。选取结合能小于-8.0 kcal/mol的蛋白与

配体构象进行分子对接结果可视化（见图 4），结果显示各蛋白酶与化合物都能形成氢键

相互作用。

表 3雀石蕊中的抗菌化合物

Table 3 Antibacterial compounds in C. stellaris

序号
No.

化合物
Compound

分子式
Molecular formula

参考文献
Reference

1 松萝酸 Unsic acid C18H16O7

182 珠光酸 Perlatolic acid C25H32O7

3 黑茶渍素Atranorin C19H18O8

4 去甲环萝酸 Evernic acid C17H16O7 9

5 亚油酸 Linoleic acid C18H32O2 19

表 4分子对接结合能

Table 4 Molecular docking binding energies

蛋白名称

Protein name

结合能

Binding energy（kcal/mol）

去甲环萝酸

Evernic acid

松萝酸

Unsic acid

黑茶渍素

Atranorin

珠光酸

Perlatolic acid

亚油酸

Linoleicacid

NorA -8.8 -7.0 -8.0 -6.4 -5.9

PBP2A -7.9 -8.5 -7.3 -6.6 -5.5

SAM -6.8 -6.9 -8.2 -6.3 -5.7

HK -7.0 -6.0 -8.1 -7.0 -5.3

GTPC -7.4 -8.0 -7.7 -7.4 -4.9

PP -7.7 -8.0 -7.4 -7.8 -5.5

UH -7.8 -6.6 -7.9 -7.8 -6.1

BD -7.9 -7.1 -7.0 -6.2 -4.9

HA -7.2 -7.0 -6.8 -6.7 -6.0

CPMS -6.7 -6.2 -7.2 -6.7 -4.6
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图 4雀石蕊抗菌成分与蛋白靶点分子对接可视化图

Fig.4 Visualization of molecular docking between antibacterial components and protein targets of C. stellaris

注：A：PBP2A与松萝酸；B： NorA与去甲环萝酸；C：SAM与黑茶渍素； D：HK与黑茶渍素。

Note: A: PBP2A and unsic acid; B: NorA and evernic acid; C: SAM and atranorin; D: HK and atranorin.

3讨论与结论

雀石蕊富含多种酚类、酚酸类和缩酚酸类化合物，是抗菌素的重要来源[5]，研究表明，

酚酸类及缩酚酸类物质主要是通过破坏菌体包被结构、螯合金属离子、抑制多药外排系统、

增强机体免疫力等[20]而发挥抗菌作用，但具体的抗菌靶点及作用模式尚不清楚。为进一步

探究雀石蕊抗菌作用机制，本文以MRSA为指示菌，利用代谢组学和分子对接研究雀石蕊

抗MRSA的机理，为后续探究雀石蕊抗MRSA机制和应用提供依据，为地衣酚类、酚酸类、

缩酚酸类抗菌物质的作用机制提供参考依据。

在探究雀石蕊抗MRSA机理之前，我们采用体外抗菌实验先明确其抗菌活性，结果表

明，雀石蕊对多种革兰氏阳性菌如球菌，以及部分革兰氏阴性菌，如甲型副伤寒杆菌、肺

炎克雷伯杆菌具有良好的体外抗菌活性，与其他地衣相比，它具有较宽的抗菌谱。与单增

李斯特氏菌相比，雀石蕊对斯氏李斯特氏菌抑制作用更强，表现为极度敏感，这与单增李

斯特氏菌更强的抵抗化学胁迫能力有关[21]。对李斯特氏菌展现出良好的抗菌活性，表明雀

石蕊具有开发为冷藏食品天然保鲜剂的潜能。值得关注的是，雀石蕊对MRSA的敏感性高
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于金黄色葡萄球菌，而MRSA耐药产生正是抗生素与其细胞膜上耐药蛋白PBP2A亲合力降

低和或MRSA细胞膜上的多药外排泵把抗生素从细胞内部排出到细胞外，从而使抗生素失

效等[22]，因此PBP2A和多药外排泵均可能作为雀石蕊的抗MRSA蛋白靶点。

明确雀石蕊对 MRSA 具有较好抗菌活性之后，运用代谢组学方法获取雀石蕊处理

MRSA后的差异代谢物变化及其相关蛋白，以分析其抑菌机理。结果显示，雀石蕊处理

MRSA菌体后，共检测到 20种显著差异代谢物。与对照组相比，亮氨酸、异亮氨酸、缬氨

酸显著上调，研究表明，较高含量的支链氨基酸会显著阻碍糖类的代谢，从而影响细菌的

生命活动[23]。尿刊酸上调，尿刊酸是组氨酸脱氨过程形成谷氨酸的代谢中间体，谷氨酸经

谷氨酸脱氢酶转氨形成α-酮戊二酸参与三羧酸循环，表明雀石蕊干扰组氨酸代谢从而影响

三羧酸循环。值得关注的是，最近提出的抗菌策略是针对 MRSA的“双组分系统”（Two-

component systems），MRSA依赖它们的双组分系统来感应外界温度、PH等各种胁迫，从

而调节毒力因子及耐药性表达，这个双组分系统包括了组氨酸激酶感应器和一个效应调节

蛋白（response regulator）[24]。当 MRSA感受到外界刺激时，细胞膜上的 HK使组氨酸磷

酸化，随后，转运到效应调节蛋白上，从而调控细菌的响应。本研究中组氨酸下调，可能

是细菌应对化学胁迫被大量消耗所致。与此同时，甜菜碱上调，甜菜碱又名三甲基甘氨酸，

由甘氨酸甲基化形成，在细胞中具有调节渗透压，保护细胞结构的作用，而甜菜碱过多会

导致细胞膜渗透性增加[3]。另一方面，甜菜碱作为甲基供体，参与同型半胱氨酸代谢，与

生物体氧化应激反应有关，表明雀石蕊处理MRSA后，导致菌体内部渗透压和氧化还原稳

态失调。S-腺苷甲硫氨酸显著下调，S-腺苷甲硫氨酸是一种存在于所有生命体中的重要代

谢中间体，由 SAM催化腺苷三磷酸和甲硫氨酸合成，承担着转甲基、转硫和转氨丙基的

作用[25]。甲硫氨酸在比较组间并没有显著差异，但其产物 S-腺苷甲硫氨酸下调，说明雀石

蕊可能抑制了 SAM的活性或者限制了其生物合成，从而下调 S-腺苷甲硫氨酸。磷脂的甲

基化反应以 S-腺苷甲硫氨酸为甲基供体，将磷脂酰乙醇胺转换成卵磷脂，这种转换的比率

决定了膜的流动性和黏性，在维持细胞膜的完整性中起着重要的作用[26]。同时，二十一碳

酸是饱和的脂肪酸，其含量显著上调，而膜脂质层中饱和脂肪酸含量升高可增加细胞膜的

硬度，降低膜流动性[27]。这些说明雀石蕊可抑制细胞膜成分合成，且通过干扰脂类代谢而

影响菌体细胞膜功能。

代谢组学分析获取雀石蕊抗MRSA的潜在蛋白靶标，进一步采用分子对接进行初步验

证，结果显示，以结合能小于-8.0 kcal/mol为指标，筛选出结合潜能较大的HK、PBP2A和
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NorA均是目前研究热门的抗菌靶点，HK是MRSA的“双组分系统”成员之一，参与调节细菌

的毒力与耐药性[24]； PBP2A是β-内酰胺类抗生素主要的耐药靶点， NorA是金黄色葡萄球

菌对喹诺酮类抗生素耐药靶点之一[22]。另外，SAM催化合成的S-腺苷甲硫氨酸在细菌中参

与转甲基、转硫等多种过程，是重要代谢中间体[26]。这表明HK、PBP2A、NorA和SAM可

为雀石蕊抗MRSA的4个潜在不同靶点。研究表明，单一靶点药物组合或多靶点药物是防止

耐药性发展的最佳策略[28]，本研究中，雀石蕊具有多靶点抗菌的潜能。因此，后续课题组

将采用靶向蛋白组学技术，验证雀石蕊抗菌成分对上述4个潜在抗菌靶点表达的影响。本研

究为后期明确雀石蕊抗MRSA的分子机制提供了研究思路与方向。此外，也可以进一步探

索地衣中其他潜在的抗菌成分，为开发新型抗菌剂提供更广阔的空间。
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