
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(6): 1807−1815

抗肠道致病菌化合物的筛选及抗菌作用机制研究
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摘要 : 结直肠癌 (colorectal cancer, CRC) 严重威胁人类生命健康 , 肠道致病菌具核梭杆菌 (Fusobacterium 

nucleatum, Fn) 和产肠毒素脆弱拟杆菌 (enterotoxigenic Bacteroides fragilis, ETBF) 与CRC的发生和发展紧密相关, 

开发针对 Fn和ETBF的新型化合物对于治疗CRC具有重要临床意义。本研究采用微量肉汤稀释法对市售化合物

库中的 3 400个化合物对两种菌进行体外抑菌活性筛选, 以MIC50 ≤ 64 μg·mL-1为标准, 发现了 52个抗 Fn活性化合

物 , 44 个抗 ETBF 活性化合物 , 尤其是化合物 G7 对两种菌具有最好的抑制活性 (Fn, MIC50 = 1 μg·mL-1; ETBF, 

MIC50 = 4 μg·mL-1), 并能通过抑菌进而有效抑制结肠癌细胞迁移; 初步作用机制研究发现, G7通过抑制生物膜的形

成, 同时其抑菌作用与多个与黏附和菌丝形成的基因密切相关。
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Abstract: Colorectal cancer (CRC) poses a serious threat to human life and health. The intestinal pathogenic 

bacteria Fusobacterium nucleatum (Fn) and enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF) are closely associated 

with the occurrence and progression of CRC. The development of novel compounds targeting Fn and ETBF holds 

significant clinical importance for the treatment of CRC. In this study, broth microdilution method was employed 

to screen 3 400 compounds in a compound library for in vitro antibacterial activity against the two bacteria. Using 

a criterion of MIC50 ≤ 64 μg·mL-1, 52 compounds with anti-Fn activity and 44 compounds with anti-ETBF activity 

were identified. Among them, compound G7 exhibited the best inhibitory activity against both two bacteria (Fn, 

MIC50 = 1 μg·mL-1; ETBF, MIC50 = 4 μg·mL-1) and could effectively inhibit the migration of colorectal cancer cells 

by inhibiting bacteria. Preliminary mechanistic studies revealed that G7 exerts its antibacterial effects by inhibiting 

biofilm formation and the expression of multiple genes related to adhesion and hyphal formation.
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结直肠癌 (colorectal cancer, CRC) 严重威胁人类

生命健康, 新发病例数不断攀升, 且逐渐呈现年轻化趋

势, 是当前第四大致命癌症。据统计, 全球每年约有

90万患者死于结直肠癌。2020年, 我国结直肠癌新发

病例数约为 56万, 约占全球新发病例数的 1/3, 死亡病

例数约为 29万, 发病率和死亡率在全部恶性肿瘤中分

别位居第二位和第五位, 其中, 进展期结直肠癌患者的

5 年生存率不足 50%[1], 严重威胁我国人民生命健康, 

给国民经济和社会发展带来了沉重负担。

诱发结直肠癌的因素有很多, 主要包括遗传因素

和环境因素等。作为环境因素中的重要组成部分, 肠

道菌群在塑造炎症环境和促进肿瘤生长及扩散方面发

挥着重要作用[2,3]。与健康人群的肠道菌群丰度相比, 

结直肠癌患者的肠道致病菌群丰度显著升高[4-6], 它们

不仅在结直肠癌的发生、发展、转移、复发和耐药中发

挥着重要作用, 而且还严重影响患者预后, 缩短生存期

等[7-9]。因此, 越来越多的证据提示, 肠道致病菌可以

作为生物标志物和干预对象, 用于结直肠癌治疗[10]。

具核梭杆菌 (Fusobacterium nucleatum, Fn) 作为

一种厌氧机会致病性的革兰阴性杆菌, 常见于口腔与

肠道等部位[11]。产肠毒素脆弱拟杆菌 (enterotoxigenic 

Bacteroides fragilis, ETBF) 作为脆弱拟杆菌的一种, 具

有合成和分泌脆弱拟杆菌毒素 (B. fragilis toxin, BFT) 

的能力, 这种细菌在人体内的存在位置主要集中在肠

道, 尤其是结肠中[12,13]。研究表明, Fn或ETBF与CRC

的发生和发展紧密相关[14]。因此, 开发针对Fn和ETBF

的新型化合物, 以阻断其在CRC中的致病作用, 具有

重要的临床意义和应用前景。目前, 虽然已有一些针

对Fn和ETBF的治疗方法, 如抗生素治疗等, 但这些方

法往往存在不良反应大、易产生耐药性等问题[15,16]。首

选治疗肠道致病菌药物甲硝唑 (metronidazole, MDZ), 

不仅存在神经毒性和妊娠禁忌, 而且也出现耐药性对

肠道致病[16]。因此 , 研发新型高效低毒的抗 Fn 化合

物, 成为CRC治疗领域待解决的关键问题之一[15,16]。

表型筛选在药物研发领域内扮演着举足轻重的角

色, 相较于传统基于靶点的药物设计, 表型筛选通过直

接衡量化合物在细胞层面的活性表现, 能够高效地识

别出活性化合物, 进而发掘出具有潜力的苗头化合物

与先导化合物。这一技术路径已经成为探寻新型抗感

染及抗肿瘤小分子药物不可或缺的有效手段[17,18]。鉴

于 Fn和ETBF与小分子晶体复合物尚未报道, 基于结

构的合理药物设计尚不可行。尽管已有报道证实了黏

附素/侵袭素 (Fusobacterium adhesin A, FadA)、宿主内

皮细胞的钙黏蛋白VE-cadherin、上皮细胞及结直肠癌

细胞的钙黏蛋白E-cadherin等与具核梭杆菌致病性密

切相关[19], 但是, 通过晶体结构分析发现, FadA是通过

两个方向平行螺旋的 8个氨基酸“发卡环”连接成的二

聚体, 缺乏小分子药物结合位点[20]; 而 VE-cadherin是

一个含 785个氨基酸的大型蛋白聚集体, E-cadherin是

含 543个氨基酸的蛋白聚集体, 也没有蛋白与小分子

药物复合物晶体结构和活性测试方法[21], 并且这两个

蛋白都还是宿主正常功能蛋白, 应尽量避免基于这些

宿主蛋白开展药物设计, 避免未知风险。BFT是一种

锌依赖性金属蛋白酶, 与各种肠道疾病密切相关, 其分

子结构复杂, 可能包含多个活性位点和结构域[22]。这

种复杂的分子结构可能使得 BFT 与小分子蛋白的结

合变得困难, 因为小分子蛋白可能无法与BFT的所有

活性位点和结构域都形成稳定的相互作用。BFT分子

的表面电荷和疏水性可能不利于与小分子蛋白的结

合。因此, 本研究设想通过表型筛选商业化合物库发

现抗两种肠道致病菌的化合物以期为研发抗肠道致病

菌药物提供先导结构, 为结直肠癌的治疗提供新策略。

基于此, 本研究采用了《厌氧菌药物敏感性试验方

法》(第七版) 中规定的微量肉汤稀释法, 对市售化合物

库中的 3 400个化合物进行了体外抗肠道致病菌抑制

活性筛选, 以MIC50值小于 64 μg·mL-1作为有抗菌活性

的入选标准, 共发现了 52个抗Fn活性化合物、44个抗

ETBF活性化合物, 其中, 有一个化合物G7 (图 1) 对Fn

和ETBF具有活性最好的生长抑制活性, MIC50分别为

1和 4 μg·mL-1, 其对两种菌具有抑制作用尚未见报道, 

同时, 在肠菌与CRC细胞共孵育情况下, 该化合物能

够有效抑制结肠癌细胞迁移。本研究又进一步通过对

生物膜形成抑制实验、实时荧光定量聚合酶链式反应 

(real-time reverse transcription quantitative polymerase 

chain reaction, RT-qPCR)、扫描电镜 (scanning electron 

microscope, SEM) 和透射电镜 (transmission electron 

microscope, TEM) 细胞形态学和相关基因表达情况 , 

初步探讨了G7抗两种肠道致病菌的作用机制。

材料与方法

实验菌株、细胞 具核梭杆菌 (ATCC 23726)、产

肠毒素脆弱拟杆菌 (ATCC 43860) (上海市肿瘤研究

所); 培养人 CRC细胞系 HCT116 (上海中国科学院细

胞中心)。

试 剂 材 料 化 合 物 (LF9000-Cysteine Focused 

Covalent Inhibitor Library, 上海陶素生物科技有限公

司); 蛋白胨、酵母浸膏、营养肉汤等培养液 (美国BD公

司); 糖类、抗菌药物、缓冲液、培养基等其他基础试剂 

(上海生工生物科技有限公司); 脱纤维马血和结晶紫 

(上海碧云天生物技术有限公司); 引物 [生工生物工程 
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(上海) 股份有限公司]; 真菌/细菌微量RNA提取试剂

盒 (TR214, 简石生物技术有限公司); 乙酸 (011010788, 

上海泰坦科技股份有限公司)。

实验仪器 生物安全柜 (BSC-1004IIA2, 苏州安

泰空气技术有限公司); 倒置荧光显微镜 (TS2 FL, 尼康

株式会社); 多功能微孔板读板机 (SpectraMax® iD3; 美

谷分子仪器公司); 实时定量热循环仪 (FTC-3000, 加

拿大Funglyn Biotech Inc公司)。

菌株活化 从−80 ℃的冰箱取出装有 Fn和ETBF

的冻存管 , 吸出 1 mL 冻存液至 6 mL 脑心浸液肉汤 

(brain heart infusion broth, BHI), 在无氧条件下培育24 h

后, 混匀, 吸取 1 mL再次放入 7 mL BHI中, 继续在无

氧条件下培育 24 h, 使菌达到指数生长期便可用于后

续实验。

MIC50测定 菌株活化, 待菌达到指数生长期后, 

将离心管放入离心机中, 8 000 r·min-1旋转 7 min, 弃上

清, 加入 1 mL布氏肉汤混匀。标准比浊管定标后, 将

玻璃试管放入比浊仪 , 加入 4 mL 布氏肉汤 , 用棉签

刮取生长良好的菌, 在玻璃试管内摩擦至 0.5 麦氏浊

度 (菌的浓度为 1×108 CFU·mL-1)。加入 4 mL 浓度为

0.5麦氏浊度的菌液到装有 36 mL布氏肉汤的试管内, 

最后加入 4.4 mL脱纤维马血, 涡旋振荡器混匀 (菌液∶

肉汤∶马血 = 1∶9∶1.1) 即为实验用菌悬液。配制好的

菌悬液加入 96孔细胞培养板中, 每孔加入 100 μL, 化

合物从 64 μg·mL-1开始依次倍半稀释, 使其终质量浓

度为 64～0.125 μg·mL-1。将 96 孔细胞培养板置于厌

氧箱中并放入 37 ℃恒温培养箱中静置培养 48 h, 培养

完成后使用酶标仪测定每孔细菌在 630 nm处的吸光

度 (OD630) 值, 平行测定 3次。取抑制率 ≥ 50%时所对

应的浓度即为该化合物MIC50。最后一列仅含有布氏

肉汤, 倒数第二列仅含有实验用菌悬液, 分别作为阴性

对照和背景对照。

生长曲线实验 菌株活化, 待菌达到指数生长期

后, 然后振荡标准比浊管, 定标后, 将玻璃试管放入比浊

仪, 加入 4 mL BHI, 用棉签刮取生长良好的菌, 在玻璃

试管内摩擦至 0.5麦氏浊度。将配好的菌液用BHI稀

释至浓度为 1×106 CFU·mL-1的菌液, 涡旋振荡器混匀。

加药 : 取 6 个 15 mL 离心管 , 分别加入 7 mL 浓度为

1×106 CFU·mL-1的菌液, 使每个离心管中Fn和ETBF药

物质量浓度分别为 1、0.5、0.25、0.125、0.062 5 μg·mL-1

和 4、2、1、0.5、0.25 μg·mL-1。将离心管放入厌氧罐中, 

在无氧条件下, 37 ℃孵育, 并于加药后 0、4、8、12、24、

48 h时每个离心管吸出100 μL混匀的菌液置于96孔板, 

3个复孔, 用多功能微孔板读板机测OD630值并记录。

细胞迁移 (Transwell) 实验 使用 24 孔板将

HCT116 以每孔 3×104 个的密度培养在含 5% FBS 的

DMEM 培养基中。Fn 菌悬液的配置: 振荡标准比浊

管, 定标后, 将玻璃试管放入比浊仪 , 加入 4 mL 含 5% 

FBS 的 DMEM 培养基 , 用棉签刮取生长良好的菌, 在

玻璃试管内摩擦至 0.5麦氏浊度。将配好的初始菌液

用含 5% FBS的DMEM培养基稀释 10倍, 使菌的浓度

为 1×107 CFU·mL-1。将配置好的菌悬液放于 24 孔

Transwell 系统的下室 , 每孔 600 μL, 同时设置每孔药

物质量浓度分别为 4、2、1、0.5 和 0 μg·mL-1。将每孔

100 μL HCT116 细胞混悬液培养于 24 孔 Transwell 系

统的上室中。48 h后吸出培养基, PBS清洗, 4%多聚

甲醛固定 15 min, 0.1%结晶紫染色 5 min, 用棉签擦干

后, 用光学显微镜观察 (200×)。

生物膜抑制实验 菌株活化, 待菌达到指数生长

期后, 将离心管放入离心机中, 8 000 r·min-1旋转 7 min, 

弃上清, 加入1 mL BHI混匀。标准比浊管定标后, 将玻

璃试管放入比浊仪, 加入4 mL BHI, 用棉签刮取生长良

好的菌, 在玻璃试管内摩擦至 0.5麦氏浊度 (菌的浓度

为1×108 CFU·mL-1) 即为实验用菌悬液。将配置好的菌

Figure 1　Workflow and filter of the drug screening. Fn: Fusobacterium nucleatum; ETBF: Enterotoxigenic Bacteroides fragilis
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悬液放入 96 孔板中 , 每孔 100 μL, 针对 Fn 和 ETBF

处理组 , 分别加入不同质量浓度 (4、2、1、0.5、0.25、

0.125 μg·mL-1) 和 (16、8、4、2、1、0.5 μg·mL-1) 的化合物

G7。在37 ℃厌氧条件下孵育48 h, 每孔用无菌PBS洗

涤 3次去除未贴壁的Fn, 然后用多聚甲醛固定 15 min。

PBS每孔冲洗 2次, 用 0.1%结晶紫溶液染色 5 min后, 

加入 33%乙酸 (100 μL) 溶解生物膜, 37 ℃孵育 15 min

后, 转移至新的96孔板, 最后, 用酶标仪测量570 nm处

的OD值, 定量生物膜的生物量。

SEM及TEM实验 菌株活化及菌液的配置同生

长曲线实验。将离心管放入厌氧罐中, 在无氧条件下, 将

15 mL离心管加入7 mL浓度为1×106 CFU·mL-1的菌液

并加入 3.5 μL G7 (2 mg·mL-1) 于 37 ℃孵育 48 h。孵育

结束后, 将离心管置于离心机中, 8 000 r·min-1离心8 min, 

弃上清, 用无菌的PBS轻轻清洗2次后, 弃PBS, 用电镜

固定液将菌吹均匀, 悬浮于固定液中, 室温下固定 2 h, 

再离心取沉淀交由上海圆创生物科技有限公司拍摄。

RT-qPCR 参照TR214真菌/细菌RNA提取试剂

盒使用说明进行总RNA的提取。逆转录方案为 37 ℃

反转录反应 15 min, 85 ℃酶失活反应 5 s, 4 ℃保持 ; 

qPCR 方案为 95 ℃下启动 10 min, 95 ℃、30 s 变性 , 

60 ℃、30 s退火, 72 ℃下延伸 30 s, 进行 40个循环。逆

转录体系为加入 4 μL逆转录预混液, 总体积为 20 μL, 

RNA根据计算使其终浓度为 1 μg·μL-1, 再加入DEPC。

聚合酶链式反应 (polymerase chain reaction, PCR) 体

系如表 1。内参基因为 16S rRNA, 目的基因如表 2所

示。基因表达量差异计算方法为 2-ΔΔCt法, 2-ΔΔCt即为待

测基因在G7加药处理组菌株的表达量相较于无药对

照组菌株的比值, 引物序列见表2。

统计学分析 每组数据均进行 3次独立重复实验,

实验数据以均值 ± 标准差表示 , 采用 GraphPad Prism

进行绘图和统计分析。采用单因素方差分析 one-way 

ANOVA 评价组间差异。P < 0.05 表示差异有统计学

意义。

结果

1　抗Fn和ETBF体外活性筛选及分析

本研究对市售商业化合物库中 3 400个化合物进

行抑菌活性筛选 (测试的两个菌株分别为 Fn 和

ETBF)。以化合物的MIC50 ≤ 64 μg·mL-1来评价其是否

具有体外抗肠道致病菌活性。结果显示, 有 52个化合

物展现出抗 Fn 活性 , 44 个化合物展现出抗 ETBF 活

性。活性较好的化合物 (Fn: MIC50 ≤ 4 μg·mL-1, ETBF: 

MIC50 ≤ 16 μg·mL-1) 如表3所示。

通过查阅Schifinder发现, 本研究中具有抗菌活性

的化合物多为重要的药物合成中间体, 例如, 化合物 6 

(表 3) 是合成去泛素化酶 (ubiquitin specific peptidase 

14, USP14) 小分子抑制剂的关键中间体, IU1-47作为

一种 USP14 抑制剂增强细胞中蛋白质降解的能力可

加快野生型 tau、病理性 tau 突变体 P301L 和 P301S 及

A152T tau变体的降解速率[23]; 化合物 3是许多抗菌剂

的合成中间体, 同时对多种细菌具有较好抗菌活性[24]。

化合物 7 (SC-43) 是一种非受体型酪氨酸蛋白磷酸酶 

(src homology region 2 domain containing phosphatase 

1, SHP-1) 激动剂, 可与上市药物索拉非尼联用治疗晚

期肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC)[25]。在所

有测试化合物中, 化合物G7 (表 3中化合物 2) 具有最

优的抗菌活性, 其对Fn和ETBF的MIC50值分别为 1和

4 μg·mL-1。化合物G7为一种具有共价作用机制的小

分子化合物, 其可能通过特异性靶向蛋白质半胱氨酸

残基形成共价键以发挥生物学效应。截至目前, 尚未

见诸文献报道该化合物在疾病治疗领域的系统性研究

或临床前应用数据, 为后续基于G7的药物研发提供了

良好的开端。

2　化合物G7能够有效抑制Fn和ETBF的生长

通过筛选获得了多个活性优秀的抗Fn和ETBF的

活性化合物, 本研究优选活性最优化合物G7开展了后

续研究。首先, 通过生长曲线法考察化合物 G7对 Fn

Table 1　PCR system

Reagent

TB Green Premix Ex Tag II

PCR Forward Primer (10 µmol·L-1)

PCR Reverse Primer (10 µmol·L-1)

ROX Relerence Dye

DNA

DEPC

Total system

Volume/L

4×10-6

0.8×10-6

0.8×10-6

0.4×10-6

2×10-6

6×10-6

20×10-6

Concentration

1×

0.4 µmol·L-1

0.4 µmol·L-1

1×

/

/

/

Table 2　Primers used for real-time PCR. 16S: 16S ribosomal-RNA; OMPA: Outer membrane protein; BMEB3: RND-type efux pump; MP: 

Metallopeptidase

Gene

16S

OMPA

BMEB3

MP

Forward primer

AGTAGAGGTGGGGGGAATTC

GGATATGACGGTGTTGCCAG

GTACCGGAAGTTCAAGGTGT

TGCGGCGAACTCGGTTTATGC

Reverse primer

GTGTCAGTTGCAGTCCAGTG

TAGCAGCAGCCATGTCATTC

GAGCAGCCTCGATATTCTGT

CAGTAAAGCCATCCAGCCCTTCATC

·· 1810



陈 凤等: 抗肠道致病菌化合物的筛选及抗菌作用机制研究

和ETBF的抑菌效果。以不同浓度的化合物分别与两

种菌加入到 96孔板中共孵育 48 h, 在化合物质量浓度

为 0.062 5、0.125、0.25、0.5、1 μg·mL-1时处理 48 h测定

其对Fn生长抑制作用, 在化合物质量浓度为 0.25、0.5、

1、2和 4 μg·mL-1时测定其对ETBF生长抑制作用。结

果如图 2所示, 化合物在 48 h内呈剂量依赖关系抑制

Fn和ETBF的生长, 即随着浓度的增加, 化合物对两种

菌的生长抑制增强。与对照组相比, Fn组的化合物在

1 μg·mL-1时的抑菌率为78.80%, 即使在低于MIC50 16×

的情况下 (0.062 5 μg·mL-1) 其抑制率仍为 34.67%, 而

ETBF组化合物在 4 μg·mL-1时的抑菌率为 91.55%, 低

于MIC50 16×的情况下 (0.25 μg·mL-1) 抑制率为20.59%, 

尤其化合物G7是在 4 μg·mL-1质量浓度下对 ETBF的

生长有明显的抑制作用 (抑制率为 91.55%)。抑菌曲

线实验结果表明G7通过抑制细菌生长而非杀菌发挥

抗菌作用的。

3　化合物G7抑制Fn诱导的CRC细胞迁移

研究发现Fn能促进结直肠癌细胞的增殖和侵袭[7]。

本研究通过Transwell实验来研究化合物G7是否能够

降低 Fn 诱导的人源结直肠癌细胞株 HCT116 的迁移

能力。结果如图3A所示, HCT116细胞与Fn共孵育时, 

HCT116细胞数量显著增加, 表明Fn促进了HCT116细

胞的迁移。相反, 化合物单独使用时无法阻止HCT116

细胞的迁移。在共孵育试验中, 化合物有效降低了Fn

的密度, 并且以剂量依赖性方式抑制了 HCT116的迁

移。当化合物 G7的质量浓度增加到 2 μg·mL-1时, 能

够完全抑制HCT116细胞的迁移 (图 3A), 表明化合物

G7抑制了Fn诱导的CRC细胞迁移。

4　化合物G7显著抑制Fn生物膜的形成

细菌群落形成的细菌生物膜对细菌病原菌的耐药

Table 3　Representative anti-Fn and anti-ETBF hits by phenotype screening (Fn: MIC50 ≤ 4 μg·mL-1, ETBF: MIC50 ≤ 16 μg·mL-1). MIC50: 

Minimum inhibitory concentration

Compd.

1

2

3

4

5

6

7

8

Structure Therapeutic use

/

/

/

/

/

/

SHP-1 agonist

/

Previously described

as antibacterial drug

No

No

No

No

No

No

No

No

MIC50/μg·mL-1

Fn

2

1

4

2

4

4

4

4

ETBF

8

4

16

16

16

8

16

16
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性和耐受性至关重要[26]。具体而言, 生物膜能够使细

菌耐受恶劣条件, 并对抗菌治疗产生耐药性。此外, 生

物膜还与一系列慢性疾病的发生有关, 如牙周炎、心内

膜炎、骨髓炎和尿路感染等, 但由于细菌耐药性的存

在, 并不能有效治疗这些疾病[26,27]。结晶紫是一种碱

性染料, 具有与生物膜中特定成分结合的能力[28]。据

此, 作为初步的作用机制研究, 以MDZ为阳性对照, 采

用结晶紫染色法评价化合物G7对具核梭菌生物膜形

成的影响。结果如图 4所示, 随着G7浓度的增加, 结

晶紫溶液的蓝色逐渐变淡直至变得澄清, 以上现象直

接反映了生物膜结构的破坏和细菌细胞外聚合物 

(extracellular polymeric substances, EPS) 的减少 , 表明

化合物G7对 Fn和ETBF的生物膜形成具有明显抑制

作用, 并呈现出明显的剂量依赖性。

5　化合物G7能够显著抑制Fn细胞膜稳定性

SEM能够产生样品表面的高分辨率图像, 从而揭

示其微观结构和形态。TEM能够穿透薄样品, 观察其

内部结构。因此, 作为初步的作用机制研究, 本研究进

一步通过SEM和TEM实验初步研究该化合物对Fn的

作用机制, 以MDZ为阳性对照, 结果如图 5所示, 加入

化合物G7后, Fn脂多糖或者代谢产物减少, 而TEM实

验中经G7化合物处理过的Fn, 颜色更淡更容易穿透细

胞膜, 且内溶物增多, 说明经过化合物处理的 Fn细胞

膜更加不完整, 表明该化合物影响了Fn的细胞膜。同

时, 研究还发现MDZ和化合物G7对Fn作用后的TEM

明显不同, MDZ可能是破坏细胞壁外层结构, 而化合

物 G7可能是影响 Fn内部某些结构抑制其生长, 说明

化合物G7与甲硝唑对Fn的抗菌作用机制可能不同。

6　G7影响ETBF相关基因的表达

外膜蛋白 (outer membrane protein, OMPA) 基因编

码的外膜蛋白是ETBF等革兰阴性菌外膜的重要组成

成分, 对维持外膜结构的稳定性和完整性具有重要作

用[29]。RND 型外排泵 (RND-type efux pump, BMEB3) 

基因是RND型外排泵家族中的一员, 编码的蛋白能够

将有害物质 (如抗生素) 从细菌细胞内主动排出, 从而

赋予细菌对多种抗生素的耐药性[30]。RND 型外排泵

是细菌产生多重耐药性的重要机制之一。金属肽酶 

(metallopeptidase, MP) 基因编码的金属肽酶是一类能

够降解细胞外基质和其他蛋白质的酶类, BFT是一种

锌依赖性的金属蛋白酶。这类酶在细菌的生长、繁殖

和致病过程中发挥重要作用, 如促进细菌对宿主的侵

袭和扩散等[31]。OMPA基因、BMEB3基因和锌依赖性

MP基因[32,33]均是已报道的ETBF可能的作用靶点。据

此, 进一步通过RT-qPCR实验验证化合物是否会影响

Figure 2　Inhibition curve of the compound G7. n = 3, 
-
x ± s. ***P < 0.001 vs control

Figure 3　Using different concentrations of compound G7, Fn was allowed to co-incubate with HCT116 cells for 48 hours. Fluorescence 

microscopy was used to capture images and observe the effect of G7 on inhibiting Fn-induced migration of CRC cells. Additionally, 

compound G7 was used at its MIC50 to treat ETBF for 48 hours, and its effects on the OMPA gene, BMEB3 gene, and MP gene were 

assessed. A: Effects of different concentrations of compound G7 on the migration ability of HCT116 induced by Fn, with magnifications of 

200×. B: Effects of compound G7 on the expression of OMPA and BMEB3 gene in ETBF. n = 3, 
-
x ± s. ***P < 0.001 vs control
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以上 3 个基因。循环阈值 (cycle threshold, CT)是 RT-

qPCR实验中的重要参数, CT值大于35, 通常意味着目

标核酸的初始浓度非常低, 小于 35, 表示目标核酸的

初始浓度较高。结果如图 3所示, 对于MP基因, 化合

物 G7作用后, 其 CT值均大于 35, 这可能是因为样本

中目标核酸浓度极低, OMPA 和 BMEB3基因 CT 值均

小于 35, 结果显示明显增加了两者基因的表达量 (图

3B)。说明G7化合物能够通过影响OMPA、BMEB3基

因从而产生抑制ETBF的作用。

讨论

鉴于Fn和ETBF在结直肠癌的发生发展中具有较

为明确的促进作用, 发现抗两种肠道致病菌药物对于

结直肠的治疗具有重要意义。本研究通过表型筛选含

有 3 400个化合物的商业化合物库, 发现了多个具有活

性苗头化合物。优选活性最好化合物G7评价了其对

两种菌的抑菌活性, 均表现出优秀的抗菌活性, 即使在

低于MIC50值, 作用 48 h, 也能有效抑制 Fn和ETBF的

生长。通过细胞迁移实验进一步验证了 Fn 促进

HCT116细胞的迁移, 而加入化合物G7可以通过抑制

Fn的生长从而有效抑制HCT116细胞迁移。

细菌生物膜不仅可以帮助细菌逃避机体的先天性

免疫和适应性免疫系统, 还可以阻止外界抗菌物质进

入, 为细菌提供一个有利的环境。通过生物膜生长抑

Figure 4　The effects of different concentrations of compound G7 on biofilms when applied to Fn and ETBF for 48 hours were investi‐

gated. A: The relative inhibitory effects of the active compound and metronidazole (MDZ) on Fn biofilm; B: The relative inhibitory effects 

of the active compound and MDZ on ETBF biofilm. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs MDZ. ns: No significance

Figure 5　SEM and TEM were employed to observe the effects of MDZ, G7 at a concentration of MIC₅₀ , and 0.6% dimethyl sulfoxide 

(DMSO) on Fn, with magnifications of 20 000× and 80 000×, respectively. SEM: Scanning electron microscopy; TEM: Transmission electron 

microscopy
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制实验进一步深入了解细菌生物膜的形成机制, 结果

表明该化合物能够显著抑制生物膜的形成。

进一步通过 SEM和TEM直观地展示了生物膜在

化合物作用下的形态变化。在未添加化合物的对照组

中, Fn的生物膜呈现出立体、成熟且完整的结构, 细胞

排列紧密, 形态规则。然而, 当向体系中加入化合物

G7后, Fn的生物膜完整性受损, 缺乏成熟结构, 细胞

间连接变得松散, 甚至出现了细胞溶解的现象, 从微观

层面证实了化合物对生物膜的破坏作用。结合 TEM

的细胞形态学改变, 可以发现G7还可能直接作用于细

胞质, 表现为细胞质变得稀薄、不均匀, 出现明显的物

质流失现象。表明其可能通过多种作用机制发挥抗菌

作用。

OMPA、BMEB3和MP基因是ETBF可能的作用靶

点。通过 RT-qPCR 实验测试化合物 G7 对以上 ETBF

潜在靶点基因表达的影响。结果显示, G7对MP基因

的表达影响甚微, 但却显著增加了OMPA和BMEB3基

因的表达量, 推测可能的作用机制通过增加该基因的

表达量从而负反馈影响生物膜。

综上所述, 本研究通过表型筛选 3 400个共价化合

物, 发现了多个苗头化合物, 优选高活性化合物G7通

过生物膜、SEM、TEM、RT-qPCR 和 Transwell 等实验 , 

初步探讨了其可能的作用机制。同时, G7作为一种共

价高活性化合物, 含有硝基和氰基等共价官能团, 其可

能是活性重要官能团。通过文中所述实验及G7的结

构特性将为未来开发新型抗肠道致病菌药物奠定一定

基础。
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