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液相色谱-四极杆飞行时间质谱法筛选 
产来氟米特芽胞杆菌菌株 

陈  峥, 刘  波*, 朱育菁, 潘志针 
(福建省农业科学院农业生物资源研究所, 福州  350003) 

摘  要: 目的  筛选产来氟米特的芽胞杆菌菌株。方法  采用液相-四级杆飞行时间质谱的方法分析了 31株芽

胞杆菌菌株的发酵液胞外成分。结果  在谱库扫描得到的代谢物中, 来氟米特的含量相对较高, 且与谱库的匹

配率最高。筛选出含来氟米特成分的菌株为科恩芽胞杆菌 (Bacillus cohnii FJAT-10017)、嗜碱芽胞杆菌(Bacillus 

alcalophilus FJAT-10014)、土壤短芽胞杆菌 (Brevibacillus agri FJAT-10018)、解硫胺素解硫胺素芽胞杆菌

(Aneurinibacillus aneurinilyticus FJAT-10004)、蜥蜴纤细芽胞杆菌(Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266)。其中

该成分含量最高的为蜥蜴纤细芽胞杆菌(Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266), 占其发酵液总代谢物相对含量

的 12.16 %。结论  蜥蜴纤细芽胞杆菌(Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266)为来氟米特高产菌株。该研究为

芽胞杆菌来源的免疫调节剂的开发与利用提供理论依据。 
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Screening of Bacillus strains producing Leflunomide based on liquid 
chromatography-hybrid quadrupole time-of-flight mass spectrometry 

CHEN Zheng, LIU Bo*, ZHU Yu-Jing, PAN Zhi-Zhen 
(Institute of Agro-biological Resources, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou 350003, China) 

ABSTRACT: Objective  To screen Bacillus strains producing Leflunomide. Methods  Extracellular metabolites 
of 31 Bacillus strains were analyzed by liquid chromatography-hybrid quadrupole time-of-flight mass spectrometry 
(LC-QTOF MS). Results  Extracellular metabolites were detected in 31 Bacillus strains. The content of Leflunomide 
was relatively high in the detected compounds, and with the highest match degree. The result showed that six Bacillus 
strains contained Leflunomide, including Bacillus cohnii FJAT-10017, Bacillus alcalophilus FJAT-10014, Brevibacil-
lus agri FJAT-10018, Aneurinibacillus aneurinilyticus FJAT-10004, and Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266. The 
content of Leflunomide was highest in Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266, with the relative content of 12.16 %. 
Conclusion  Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266 was the high-yield Bacillus strain producing lefunomide. This 
result provided the theory basis for development and utilization of this immunomodulator from Bacillus. 
KEY WORDS: liquid chromatography-hybrid quadrupole time-of-flight mass spectrometry; Bacillus; Leflunomide 
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1  引  言 

芽胞杆菌能产生内生芽胞, 具有抵抗所生存环
境中干燥、热、紫外线辐射所造成的伤害, 该生物学
特性使芽胞杆菌具有非常良好的应用前景[1]。在工业

上用于淀粉酶和蛋白酶的生产, 在农业上用于生物
农药和饲用微生物制剂等, 在医学上用于活菌制剂、
药物和蛋白质载体等。芽胞杆菌种类繁多, 数量大, 
能够产生应用及潜在应用价值的菌株, 而这些应用
的提前就是对菌株及其代谢物的挖掘和利用。 

免疫抑制剂是对机体的免疫反应有抑制作用的

药物, 主要功能为抑制机体异常的免疫应答反应[2]。

从 20 世纪 60 年代至今, 已获得近 30 种不同微生物
来源的免疫抑制剂[3]。20 世纪 70 年代末, 具有免疫
抑制活性的环孢菌素 A(CsA)被发现, 成为脏器移植
中抗排异反应的首选药物, 并应用与治疗一些自身
免疫性疾病中[4]。重要的微生物来源的免疫抑制剂包

括硫唑嘌呤、咪唑立宾、麦考酚酸、环孢素、他克莫

司、西罗莫司、15-去氧精胍菌素、麦考酚酯等[3]。

近年来, 一大批具有免疫抑制活性的化合物也分离
成功, 其中一些已用于临床[4]。微生物来源免疫剂成

为研究的热点。 
来氟米特(Leflunomide, LEF)是一个具有多重生

理活性的新型免疫调节剂[5]。通过其活性代谢产物

A-771726 抑制二氢乳清酸脱氢酶活性, 抑制嘧啶的
从头合成途径, 从而抑制 T、B细胞增殖和抗体的合
成; 抑制 NF KB 的活化, 下调多种炎性因子包括
IL-1、TNF等。医药上使用的来氟米特是人工合成的
小分子异噁唑衍生物。陈峥等[6]从吉氏芽胞杆菌中检

测出该成分, 匹配得分为 90.89, 相对含量为 1.14%。
我们从 31个芽胞杆菌种类筛选到 5个能产来氟米特
的芽胞杆菌种类 , 包括了科恩芽胞杆菌 (Bacillus 
cohnii)、嗜碱芽胞杆菌(Bacillus alcalophilus)、解硫胺
素解硫胺素芽胞杆菌 (Aneurinibacillus aneurinilyti-
cus)、土壤短芽胞杆菌(Brevibacillus agri)、蜥蜴纤细
芽胞杆菌(Gracilibacillus dipsosauri), 并对其进行分
析检测。本研究选用液相四级杆飞行时间质谱

(LC-QTOF-MS), 对 31 个芽胞杆菌菌株发酵液中来
氟米特成分进行快速筛选和研究, 初步构建从大量
菌株中快速筛选功能代谢物的方法, 为了进一步探
索能具有生物活性的成分提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

供试菌株: 芽胞杆菌菌株 31株, 来自 7个属, 具
体见表 1, 由福建省农业科学院农业生物资源研究所
提供。菌株种子培养基: 淀粉 1.0 %, 牛肉膏 0.5 %, 
蛋白胨 0.3 %, 蔗糖 1.0 %, 酵母粉 0.5 %, CaCl2 0.5 %, 
pH 7.0。菌株发酵培养基: TSB。实验试剂: TSB培养
基(美国 BD公司), 色谱纯乙腈(美国 JT Baker公司), 
色谱纯乙酸铵(CNW, 上海安谱科学仪器有限公司)。 

实验仪器 : 液相四级杆飞行时间质谱联用仪
Agilent 1260/6520(美国安捷伦科技公司); 电子天平
METTLER TOLEDO AL104(瑞士梅特勒·托利多仪器
有限公司); 恒温培养震荡器智城 ZHWY-2102C(上海
智城分析仪器有限公司); pH计 Sartorius PB-10(德国
赛托利斯公司)。 

2.2  方  法 

发酵液制备: 用 LB培养基平板将芽胞杆菌菌株
划线活化并培养 24 h。取活化的菌株接入 20 mL LB
种子培养基中, 以 37  200 r/min℃ 振荡培养 12 h, 成
为种子液。取该种子液以 1 %接种量接入预先装入 50 
mL的 TSB液体培养基中, 继续 37  200 r/min℃ 振荡

培养 48 h。将芽胞杆菌发酵液密封后, 置于 4 ℃冰箱
中准备制备。 

样品制备方法: 取 50 mL 芽胞杆菌发酵液, 离
心取上清液, 过 0.25 μm微孔滤膜后, 加入 GC小瓶。
置于 4 ℃冰箱保存, 等待进样。色谱质谱条件: 色谱
柱为 Agilent ZORBAX Extend C18 (2.1 μm×50 mm, 
1.8 μm); 柱温: 35 ℃; 进样量: 2 μL; 流动相: A=10 
mmol/L 乙酸铵+水, B=乙腈; 流速: 0.2 mL/min; 梯
度程序: 90%B 0～3 min; 50%B 3～25 min; 90%B 
25～35 min; MS运行条件: 负离子模式; 干燥气温度 
300 ℃, 干燥气流速 5 L/min;  喷雾 30 psig; 毛细
管电压 3500 V; 碎裂电压 175 V; 分流电压 65.0 V;  
扫描范围 150～1000 m/z。 

3  结果与分析 

3.1  产来氟米特芽胞杆菌的筛选 

从 31个芽胞杆菌菌株的代谢物分析中得到产来
氟米特的菌株 5 株(见表 2), 分别为: 解硫胺素解硫 
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表 1  供试芽胞杆菌菌株 
Table 1  Bacillus strains for test 

序号 菌株编号 学名 中文名称 属名 

1 FJAT-10004 Aneurinibacillus aneurinilyticus 解硫胺素解硫胺素芽胞杆菌 解硫胺素芽胞杆菌属 

2 FJAT-8775 Bacillus mycoides 蕈状芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

3 FJAT-10012 Bacillus funiculus 绳索状芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

4 FJAT-10013 Bacillus agaradhaerens 黏琼脂芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

5 FJAT-10016 Bacillus clarkia 克氏芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

6 FJAT-14260 Bacillus safensis 沙福芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

7 FJAT-14270 Bacillus cohnii 科恩芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

8 FJAT-10022 Bacillus halmapalus 盐敏芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

9 FJAT-14248 Bacillus macyae 马氏芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

10 FJAT-14249 Bacillus methanolicus 甲醇芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

11 FJAT-14250 Bacillus subtilis subsp. spizizenii 枯草芽胞杆菌斯氏亚种 芽胞杆菌属 

12 FJAT-14251 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 枯草芽胞杆菌 inaquosorum亚种 芽胞杆菌属 

13 FJAT-14252 Bacillus isronensis 印空研芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

14 FJAT-14253 Bacillus taeanensis 大安芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

15 FJAT-14254 Bacillus subtilis subsp. subtilis 枯草芽胞杆菌枯草亚种 芽胞杆菌属 

16 FJAT-14257 Bacillus shackletonii 沙氏芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

17 FJAT-14258 Bacillus murimartini 马丁教堂芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

18 FJAT-14261 Bacillus selenitireducens 还原硒酸盐芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

19 FJAT-14262 Bacillus selenatarsenatis 硒砷芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

20 FJAT-14231 Bacillus seohaeanensis 西岸芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

21 FJAT-14846 Bacillus thermoamylovorans 热噬淀粉芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

22 FJAT-10014 Bacillus alcalophilus 嗜碱芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

23 FJAT-10025 Bacillus altitudinis 高地芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

24 FJAT-14247 Bacillus hwajinpoensis 花津滩芽胞杆菌 芽胞杆菌属 

25 FJAT-10018 Brevibacillus agri 土壤短芽胞杆菌 短芽胞杆菌属 

26 FJAT-14266 Gracilibacillus dipsosauri 蜥蜴纤细芽胞杆菌 纤细芽胞杆菌属 

27 FJAT-10007 Paenibacillus chondroitinus 软骨素类芽胞杆菌 类芽胞杆菌属 

28 FJAT-10020 Paenibacillus glucanolyticus 解葡聚糖类芽胞杆菌 类芽胞杆菌属 

29 FJAT-14255 Psychrobacillus psychrotolerans 耐冷嗜冷芽胞杆菌 嗜冷芽胞杆菌属 

30 FJAT-10026 Viridibacillus arenosi 沙地绿芽胞杆菌 绿芽胞杆菌属 

31 FJAT-10028 Viridibacillus arvi 田地绿芽胞杆菌 绿芽胞杆菌属 

 
表 2  产来氟米特芽胞杆菌列表 

Table 2  List of Bacillus strains which produce Leflunomide 

序号 菌株名称 菌株编号 保留时间 匹配度 相对含量 精确分子量 [M-H]- 

1 蜥蜴纤细芽胞杆菌 FJAT-14266 6.350 97.42 12.16 270.0615 269.0615 

2 科恩芽胞杆菌 FJAT-10017 6.459 91.63 1.59 270.0613 269.0613 

3 土壤短芽胞杆菌 FJAT-10018 6.400 79.60 0.40 270.0612 269.0612 

4 嗜碱芽胞杆菌 FJAT-10014 6.490 59.38 0.25 270.0624 269.0624 

5 解硫胺素解硫胺素芽胞杆菌 FJAT-10004 6.438 56.17 0.18 270.0606 269.0606 
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续表 2 

序号 菌株名称 菌株编号 保留时间 匹配度 相对含量 精确分子量 [M-H]- 

6 蕈状芽胞杆菌 FJAT-8775 - - 0 - - 

7 绳索状芽胞杆菌 FJAT-10012 - - 0 - - 

8 黏琼脂芽胞杆菌 FJAT-10013 - - 0 - - 

9 克氏芽胞杆菌 FJAT-10016 - - 0 - - 

10 沙福芽胞杆菌 FJAT-14260 - - 0 - - 

11 盐敏芽胞杆菌 FJAT-10022 - - 0 - - 

12 马氏芽胞杆菌 FJAT-14248 - - 0 - - 

13 甲醇芽胞杆菌 FJAT-14249 - - 0 - - 

14 枯草芽胞杆菌斯氏亚种 FJAT-14250 - - 0 - - 

15 枯草芽胞杆菌 inaquosorum亚种 FJAT-14251 - - 0 - - 

16 印空研芽胞杆菌 FJAT-14252 - - 0 - - 

17 大安芽胞杆菌 FJAT-14253 - - 0 - - 

18 枯草芽胞杆菌枯草亚种 FJAT-14254 - - 0 - - 

19 沙氏芽胞杆菌 FJAT-14257 - - 0 - - 

20 马丁教堂芽胞杆菌 FJAT-14258 - - 0 - - 

21 还原硒酸盐芽胞杆菌 FJAT-14261 - - 0 - - 

22 硒砷芽胞杆菌 FJAT-14262 - - 0 - - 

23 西岸芽胞杆菌 FJAT-14231 - - 0 - - 

24 热噬淀粉芽胞杆菌 FJAT-14846 - - 0 - - 

25 高地芽胞杆菌 FJAT-10025 - - 0 - - 

26 花津滩芽胞杆菌 FJAT-14247 - - 0 - - 

27 软骨素类芽胞杆菌 FJAT-10007 - - 0 - - 

28 解葡聚糖类芽胞杆菌 FJAT-10020 - - 0 - - 

29 耐冷嗜冷芽胞杆菌 FJAT-14255 - - 0 - - 

30 沙地绿芽胞杆菌 FJAT-10026 - - 0 - - 

31 田地绿芽胞杆菌 FJAT-10028 - - 0 - - 

 
 

 

胺 素 芽 胞 杆 菌 FJAT-10004 、 嗜 碱 芽 胞 杆 菌
FJAT-10014、科恩芽胞杆菌 FJAT-10017、土壤短芽
胞杆菌 FJAT-10018、蜥蜴纤细芽胞杆菌 FJAT-14266。
其他菌株暂无检出该成分。其中, 蜥蜴纤细芽胞杆菌
FJAT-14266、科恩芽胞杆菌 FJAT-10017中的来氟米
特与谱库检索得分(Score)较高, 均在 90 以上。蜥蜴
纤细芽胞杆菌胞外代谢物中来氟米特的相对含量最

高, 为 12.16%。 

3.2  芽胞杆菌来源的来氟米特成分分析 

有检出来氟米特成分的芽胞杆菌离子提取色谱、

质谱图 , 见图 1~7。其中蜥蜴纤细芽胞杆菌
FJAT-14266 中来氟米特的离子提取色谱图的丰度大

约为 1.4×105,而解硫胺素解硫胺素芽胞杆菌
FJAT-10004的离子提取色谱图的丰度仅约为1.2×103。

来氟米特在不同样品中的相对含量不同。 
蜥蜴纤细芽胞杆菌 FJAT-14266 的质谱图结果

见图 6, 谱图提供了同位素峰的相对强度和同位素

峰的间距。由于本试验采用负离子模式电离, 负离

子模式下产生的不同的分子离子 , 如 [M-H]-、

[M+X]-(X 为所有溶剂或缓冲剂阴离子)等。故判断

269.0542峰为[M-H]-分子离子峰。根据所预测的分

子式结果 , 同时参考同位素峰的相对强度和间距 , 

以及 metlin库中匹配的分值, 基本可以确定该成分

为来氟米特。 
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图 1  蜥蜴纤细芽胞杆菌 FJAT-14266来氟米特离子提取色谱图 
Fig. 1  Extracted ion chromatogram (EIC) of Leflunomide in Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266 

 
 
 

 
 
 

图 2  科恩芽胞杆菌 FJAT-10017来氟米特离子提取色谱图 
Fig. 2  Extracted ion chromatogram (EIC) of Leflunomide in Bacillus cohnii FJAT-10017 

 
 
 

图 3  土壤短芽胞杆菌 FJAT-10018来氟米特离子提取色谱图 
Fig. 3  Extracted ion chromatogram (EIC) of Leflunomide in Brevibacillus agri FJAT-10018 
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图 4  嗜碱芽胞杆菌 FJAT-10014来氟米特离子提取色谱图 
Fig. 4  Extracted ion chromatogram (EIC) of Leflunomide in Bacillus alcalophilus FJAT-10014 

 

 
 

图 5  解硫胺素解硫胺素芽胞杆菌 FJAT-10004来氟米特离子提取色谱图 
Fig. 5  Extracted ion chromatogram(EIC)of Leflunomide in Aneurinibacillus aneurinilyticus FJAT-10004 

 

 
 

图 6  蜥蜴纤细芽胞杆菌 FJAT-14266中来氟米特质谱图 
Fig. 6  Mass spectrum of Leflunomide in Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266 
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图 7  蜥蜴纤细芽胞杆菌 FJAT-14266中来氟米特同位素峰结果 
Fig.7  Isotopic peak of Leflunomide in Gracilibacillus dipsosauri FJAT-14266 

 
 

4  讨  论 

在芽胞杆菌发酵液代谢物研究方面, 常规方法
包括常规柱色谱(硅胶柱、凝胶柱等)[7-9]、薄层层析
[7,10]、高效液相色谱[7-9]、气相色谱-质谱联用[10,11]、

液相色谱-质谱联用[12]及理化(温度、酸碱度、紫外线
照射、有机溶剂和蛋白酶处理稳定性等)[8,9,13]和波谱

分析等方法[8]等, 从而检测或获取目标化合物。常规
芽胞杆菌发酵液的化学成分研究方法获得的代谢物

鉴定结果虽然较可靠, 但分析的周期较长, 不适用于
大量样品的研究。尤其在对菌株功能性代谢物的快速

筛选上, 存在严重不足。本研究采用液相-四级杆飞
行时间质谱联用仪(LC-QTOF MS)对芽胞杆菌发酵液
进行代目标化合物的快速筛选与检测。利用该仪器的

高灵敏度、高分辨率、高质量精度、高选择性等特点
[14]和强大的定性分析能力[15], 实现对产来氟米特芽
胞杆菌菌株的快速筛选。 

来氟米特 (LEF), 化学名为 N-(4-三氟甲基苯
基)-5-甲基异嗯唑-4-甲酰胺, 化学式为 C12H9F3N2O2, 
是一个具有抗增殖活性的异唑类免疫调节剂。主要功

效在于治疗自身免疫性疾病、肾小球疾病、皮肤疾病、

强直性脊柱炎等, 并在器官移植中被应用[16]。LEF是
一个具有多种活性的免疫调节剂, 在体内快速转化
为活性代谢物 A-771726, 抑制酪氨酸磷酸化和嘧啶
核苷酸的合成, 并通过抑制表皮生长因子受体酪氨
酸激酶实现抗癌作用[17]; LEF 对酪氨酸激酶(PTK)有
较强的抑制作用, 可阻断 T细胞活化信号转导, 减少

单核细胞在炎症部位的聚集。并能抑制炎症前白细胞

介素-2 水平、细胞表面白细胞介素-2 受体和转铁蛋
白受体的表达, 具有抗炎作用[18]。LEF的主要作用机
制包括三个方面[16]: (1)抑制 T、B淋巴细胞的增殖及
影响细胞因子及其受体的表达; (2)抑制蛋白酪氨酸
激酶的活性; (3)抑制二氢乳清酸脱氢酶的活性。 

在医学上, 来氟米特主要通过化学合成来获得。
在芽胞杆菌中存在为首次发现, 为芽胞杆菌来源的
该免疫调节剂的开发与利用提供理论依据。含来氟米

特 成 分 的 芽 胞 杆 菌 菌 株 为 科 恩 芽 胞 杆 菌

FJAT-10017、嗜碱芽胞杆菌 FJAT-10014、土壤短芽
胞杆菌 FJAT-10018、解硫胺素解硫胺素芽胞杆菌
FJAT-10004及蜥蜴纤细芽胞杆菌 FJAT-14266。其中
来氟米特含量最高的为蜥蜴纤细芽胞杆菌

FJAT-14266, 占其发酵液总代谢物相对含量的
12.16%。初步认定该菌为来氟米特的高产菌株。为进
一步开发利用该菌株建立理论基础。另外发酵液中与

质谱谱库无匹配或者匹配率较低的成分有很多, 说
明该微生物主要的次生代谢成分有待深入研究。该成

分是否是为来氟米特或者是来氟米特的同分异构体, 
还有待进一步分离验证。 
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