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摘 要 对 .+0#,,)& &)</#,#& DEB+ 脂肽类抗菌物质的分离和鉴定进行了系统研究。通过 FZSJ 层析确定 .+0#,,)& &)</#,#& DEB+ 抗菌

物质由多种组分构成，其中含有保留时间与 A,6D40915 相似的成分。通过 >SJ 层析和原位酸解确定 .+0#,,)& &)</#,#& DEB+ 抗菌物质

含有两个具有闭合肽键类的物质，其中之一为迁移率 .D 与标样 A,6D40915 非常相近的组分。通过 NYQG:Y 分析检测到 .+0#,,)&
&)</#,#& DEB+ 抗菌物质含有分子量与 D/5C1015 相同的 =[ >=""M\M、=[ >="$<\K、=[ >="%%\K、=[ >="M=\M 和 =[ >=L#L\M 五种同系物，和

分子量与 A,6D40915 相同的 =[ >=##K\K、=[ >=#!!\K 和 =[ >=#<$\K 三种同系物。
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.+0#,,)& &)</#,#& 在生长代谢过程中能够产生不

同种类的抗菌物质，包括非核糖体合成的脂肽类抗

生素（(18’8/8913/ 4591B1’910A）［=，!］和核糖体合成的细菌

素（ B409/61’015）［<，"］，以 及 .+0#,,)& &)</#,#& 抗 菌 蛋

白［L，$］。.+0#,,)& &)</#,#& 脂肽类物质是由 % ^ =# 个氨

基酸和一个 J=< ^ =% 脂肪酸链构成的环形化合物。

例如 A,6D40915 和 D/5C-015 在脂肪酸链上具有!G_F，形

成 环 形 内 酯 结 构［%，K］， 19,615、E-0’A,B91(15 和

B401((’E-015 在脂肪酸链上具有!G*F!，通常形成环

肽结构［!，M］。脂肽类物质通常由多种同系物组成，例

如 19,615 7 含 有 分 子 量 分 别 为 =#"<‘、=#L%‘ 和

=#%=‘ 的 < 种 同 系 物；A,6D40915 有 分 子 量 分 别 为

=##K‘、=#!!‘ 和 =#<$‘ 的 < 种同系物；D/5C-015 则有

分子量分别为 ="<L‘、=""M‘、="$<‘、="%%‘、="M=‘ 和



!"#"$的 % 种同系物；这些同系物具有相同的氨基

酸序列，只是脂肪酸链长度依次相差&’()。

我们比较早地开展了 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 抗菌物质

对食品腐败菌和致病菌的研究，筛选得到 !"#$%%&’
’&()$%$’ *+,- 菌株，研究了 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 抗菌物质的

抑菌谱；对菌株进行了 ./ 束诱变；对 !"#$%%&’ ’&()$%$’
抗菌物质发酵条件和提取条件进行了优化［!# 0 !1］；并

且研究了 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 抗菌物质的应用效果。本

文报道对 !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+(, 抗菌物质进行了分离

和鉴定研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 菌株为南京农业大学酶工

程实验室分离和鉴定，并已注册（’23’’.45 #671）。

三氟乙酸和乙氰为 389: 公司产品。;<=*>?@AB 标准

样品购于美国 CD23E 公司。

!"# 方法

!"#"! !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗菌物质的发酵和提

取：参考文献［!#］操作。

!"#"# !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗菌物质全波长扫描：

将 !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗菌粗提物在 !6# F !!##B+
范围进行扫描，确定其最大吸收波长，采用紫外&可
见分光光度计（日本 C(D3E$GH HI&)7"#）检测。

!"#"$ !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗菌物质高效液相色谱

（(JK’）分析：将 !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 粗提物采用

9J&’!L柱（7M% ++!N )"# ++，""+）进行 (JK’（美国

E2DK8.O !!## ;P=AP;）分离纯化。流动相为水和乙氰

（含 1ML++4Q 三氟乙酸），流速为 #M"+KR+AB，梯度洗

脱。检测波长分别为 )1#B+ 和 )!#B+。;<=*>?@AB 标

准样品也在相同条件下进行层析。

!"#"% !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗 菌 物 质 薄 层 色 谱

（OK’）分 析：OK’ 分 析 采 用 硅 胶 板（CAQA?> 2PQ %#，

)#?+N !#?+），层析试剂为三氯甲烷 S甲醇 S水 T %" S
)" S7。首先将抗菌粗提物以及 ;<=*>?@AB 标准样品点

样于硅胶板上，!"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 粗提物各点样两

块板，在层析试剂中展开 7U，挥发干试剂后，其中一

块以茚三酮（#M7V）显色，另一块板放在耐高温的密

闭瓶中，瓶内以小杯盛约 )+K 浓盐酸，将密闭瓶放

入 !!#W烘箱中熏蒸 1U 进行原位酸水解，然后冷却、

吹去盐酸，以茚三酮显色。

!"#"& !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗菌物质电喷雾电离质

谱（8CD&3C）分析：8CD&3C 采用配备了电喷雾离子源

的 K’X$8’E YJ JKHC OUP=+4 ZABBA[>B 液质联用（KC&
3C）设 备（OUP=+4 ’4=\4=>@A4B，HCE）。采 用 3C 柱

（)M% ++!N )"# ++，)"+）进行分析，(JK’ 条件中

流动相和比例与 !M)M1 相同，检测波长为 )1#B+，流

速为 #M)+KR+AB。电喷雾源操作电压为 7M"]I，操作

温度为 1##W，操作压力为 )!##J>。

# 结果

#"! !"#$%%&’ ’&()$%$’ ’()* 抗菌物质全波长扫描

!"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗 菌 粗 提 物 从 !6#B+ 到

!###B+ 全波长扫描结果见图 !。结果表明：*+,- 粗

提物有 1 个吸收峰，分别为 )#%B+ 、)1#B+ 和 )^"B+，

其中 )1#B+ 吸收峰最高，其次为 )#%B+，)^"B+ 最

低。

图 ! !"#$%%&’ ;<,@AQA; *+,- 抗菌物质全波长扫描图谱

ZA[5! OUP ;?>BBAB[ ;\P?@=<+ 4* @UP >B@A+A?=4,A>Q
;<,;@>B?P *=4+ !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,-

#"# !"#$%%&’ ’&()$%$’ ’()* 抗菌物质高效液相色谱

（+,-.）分析

为了鉴定 !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗菌物质中是否

含有脂肽类物质 ;<=*>?@AB，首先将 ;<=*>?@AB 标准样品

进行 (JK’ 层析，结果见图 )。图 ) 表明，;<=*>?@AB 标

准样品并不是单一物质，而是由 7 个组分构成，保留

时 间 分 别 为 %^M^%%+AB、%6M^7!+AB、̂ 1M6!6+AB 和

^7M"%^+AB。这是由于脂肽类抗生素通常以同系物

形式存在，很难获得单一物质。

图 1 为 !"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗菌物质的 (JK’
层析图谱，结果表明，!"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 抗菌物质

在 )1#B+ 下检测包含多个组分。其中保留时间为

)1M!7^+AB 的峰值最高，在保留时间为 !%ML1!+AB、

!6M"%)+AB、)LM%^6+AB、76M^"1+AB 处也有较高的峰。

此外在 %"ML!^+AB、%^M"16+AB 和 %6M)7"+AB 有明显的

峰，其中后两个峰与标准样品 ;<=*>?@AB 中保留时间

为 %^M^%%+AB 和 %6M^7!+AB 的峰很接近。

据报道，;<=*>?@AB 最大吸收峰在 )#% F )!#B+，为

"7%别小妹等：!"#$%%&’ ’&()$%$’ *+,- 脂肽类抗菌物质的分离和鉴定



图 ! "#$%&’()* 标准样品的 +,-. 层析图谱

/)01! +,-. ’2$34&(30$&45 3% 5(&*6&$6 "#$%&’()* 5&4789

图 : !"#$%%&’ ’&()$%$’ %4;< 抗菌物质 +,-. 层析图谱

/)01: +,-. ’2$34&(30$&45 3% (29 &*()4)’$3;)&8 5#;5(&*’9 7$36#’96 ;= !"#$%%&’ ’&()$%$’ %4;<

了进一步确定 !"#$%%&’ ’&()$%$’ %4;< 抗菌物质中是否

含有 5#$%&’()*，将检测波长设为 !>?*4，在相同条件

下对 !"#$%%&’ ’&()$%$’ %4;< 进行 +,-. 层析，结果见图

:（;）。从图 @ 可以看出，!"#$%%&’ ’&()$%$’ %4;< 各组分

与在 !:?*4 下 +,-. 检测的结果一致，各组分保留

时间基本相对应，但是峰值发生了很大变化。图 :

（;）中保留时间为 >ABCD:4)*、>EBCA!4)*、!:B>C:4)*
和 @EB>AF4)* 等 峰 值 明 显 减 小，说 明 这 些 组 分 在

!:?*4 下 吸 收 峰 比 !>?*4 高，而 AFBFC:4)*、

ADB@C>4)* 和 AEBD@:4)* 等峰值显著增大，说明这些

组分在 !>?*4 有更高的吸收峰。图 :（;）再次证明

’&()$%$’ %4;< 抗菌物质中含有保留时间与 5#$%&’()* 相

A@A *+$,-’- ./&0,"% /1 !$/)-#+,/%/23 生物工程学报 !??A，G38B!!，H3B@



似的成分。

!"# !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗 菌 物 质 薄 层 色 谱

（()*）分析

薄层色谱（!"#）层析是许多混合物分离和定性

鉴定 的 重 要 手 段 之 一，为 了 进 一 步 确 定 !"#$%%&’
’&()$%$’ $%&’ 抗菌物质的组成和种类，本研究对两种

菌株抗菌粗提物进行了 !"# 层析，结果见图 (。

图 ( !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗菌物质 !"# 层析

)*+,( !"# -./0%120+/1%3 0$ 2.4 152*%*-/0&*16 37&3215-4
8/097-49 &: !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’

1：75;1-*9*<49；&：1-*9*<49；= > ?：2.4 152*%*-/0&*16 37&3215-4；(：2.4

321591/9 37/$1-2*5 ,

图 @ !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗菌物质电喷雾阳离子流图

)*+,@ !.4 80302*A4 *05 $60B 384-2/1 0$ CDE;FD $0/ 2.4 152*%*-/0&*16 37&3215-4 8/097-49 &: !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’

!"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗菌粗提物 !"# 层析包括 1 和 &
两块板，在相同条件下同时进行 !"# 层析，层析结

束后 1 板直接用茚三酮显色，而 & 板层析后再进行

原位酸解，然后用茚三酮显色。从图 (（1）可以看

出，1 板上 = > ? 样品条带完全一致，都有 ? 个明显红

色斑点!、"和#，表明这 ? 个组分含有游离氨基；

而 & 板上，除了与 1 板对应的位置上有 ? 个橙红色

的斑点，还有两个较大的橙红色的斑点$和%。这

G 个大斑点在未进行原位酸解前是没有显色的，说

明这两个点所代表的成分在未酸解前不含有游离氨

基，在酸解后带有游离氨基从而显色。通常脂肽类

物质为环型结构，不带有游离氨基，酸解后环型结构

被打开，游离氨基会暴露出来。本实验可以初步推

测 !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗菌粗提物中斑点$和%具

有闭合的肽键。

图 (（1）和（&）中的第 ( 个点样位置为 37/$1-2*5
标样，可以看出 37/$1-2*5 在酸解前没有显色，而原位

酸解后再显色出现明显的橙红色斑点%。这一斑点

的迁移率 H$ 与 & 板 = > ? 样品中斑点%的 H$ 基本

一致（见表 =），因此可以证明 !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗

菌粗提物中含有脂肽物质 37/$1-2*5 成分。

表 + !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗菌粗物质主要组分的迁移率

(,&-. + (/. %012,3041 2,3. 5$ 3/. %,04 65%754.438 $25% 3/.
,430%0625&0,- 89&83,46. 725:96.: &; !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’

!.4 %1*5 -0%8054523 !.4 %0A*5+ /124（H$）

! IJ=?K
" IJ=LI
# IJG(G
$ IJ((K
% IJM@G

37/$1-2*5 IJMK(

!"< !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗菌物质 =>?@A> 分析

从 !"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 抗菌物质电喷雾阳离子

流图 中（图 @），获 得 保 留 时 间（H!）为 ?JNG%*5、

(J?N%*5、(JMN%*5 和 @J@I%*5 的抗菌物质电喷雾质谱

图（图 K）。

图 K（ 1）呈 现 出［F O P］O 为 *Q +=((LJL 和

*Q +=(MMJM的信号；图 K（&）呈现出［F O P］O 为 *Q +

M(K别小妹等：!"#$%%&’ ’&()$%$’ $%&’ 脂肽类抗菌物质的分离和鉴定



图 ! !"#$%%&’ ’&()$%$’ "#$% 抗菌物质 &’()*’ 图

+,-.! &’( #/00 012345/ 6" 472 /84,#,356$,/9 0:$04/832 156;:32; $< !"#$%%&’ ’&()$%$’ "#$%

=>!?@A 和 *B +=>CC@D 的信号；图 !（3）呈现出［* E
F］E 为 *B +=>CC@A 和 *B +=>D=@D 的信号；图 !（;）呈

现出 *B +=GHG@D 信 号。可 以 看 出，*B +=>>D@D、*B
+=>!?@A、*B +=>CC@A、*B +=>D=@D 和 *B +=GHG@D 分别

与 I=G J I=D 的 "28-,3,8K 或 者 与 I=? J I=C 的

"28-,3,8L 的分子量相同（图 A）。此外 G 种物质之间

分子量依次相差 =>M，恰好为脂肪酸链长度)IFN。

因此推测 !"#$%%&’ ’&()$%$’ "#$% 抗菌物质中含有 G 种

脂肽类物质 "28-,3,8 同系物。

从 !"#$%%&’ ’&()$%$’ "#$% 抗菌物质电喷雾图谱中，

还获得保留时间（OP）为 GH@D=#,8 和 G>@>N#,8 的抗

菌物质电喷雾质谱图，即图 !（2）和图 !（ "）。图 !
（2）呈现出［* E F］E 为 *B +=HHA@A 和 *B +=H?!@C 的

信号；图 !（ "）呈现出［* E F］E 为 *B +=HNN@D 的信

号，可以看出，*B +=HHA@A、*B +=HNN@A 和 *B +=H?!@A
等 ? 种物质之间分子量依次相差 =>M，恰好为脂肪

酸链长度)IFN，分别与 I=? J I=G 的 0:5"/34,8 分子量

相同。因此推测 !"#$%%&’ ’&()$%$’ "#$% 抗菌物质中含

A>! ,-$./’/ 01&2."% 13 !$1)/#-.1%145 生物工程学报 NHH!，Q69@NN，R6@>



有 ! 种脂肽类物质 "#$%&’()* 同系物（图 +）。

图 + 脂肽类物质 "#$%&’()* 和 %,*-.’)* 的分子结构

/)-0+ 1$)2&$. "($#’(#$, 3% "#$%&’()* &*4 %,*-.’)*

! 讨论

多年来，国内对 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 对植物病原菌的

生物防治作用报道很多，并且对 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 抗菌

蛋白的分离纯化进行了较多研究［5 6 7，89］，而事实上

!"#$%%&’ ’&()$%$’ 还能够产生抗菌效果很强的脂肽类

和细 菌 素 等 物 质。 据 :&$()* ;3<&== 等［+］ 报 道，

!"#$%%&’ ’&()$%$’ >;? 8@5 能够产生多种 A8! B A85 的

"#$%&’()* 的 同 系 物；C33DE)* AF3 等［85］ 研 究 发 现

!"#$%%&’ ’&()$%$’ ;C@! 能 够 产 生 ! 种 A88 B A8! 的

)(#$)*G 的同系物；H&#$,*( I3=J3* 等［87］报道了 !"#$%%&’
’&()$%$’ KAL?MM+N 可以产生 J=)J&"(&()*"（%,*-.’)*"）G 和

?。其中，!"#$%%&’ ’&()$%$’87M 是在国外被研究得最深

入的菌株，该菌株能够产生 ! 种核糖体合成的细菌

素（O&"G，"#P()=3")*，"#P=&*’)*），N 种非核糖体合成脂

肽类抗生素（"#$%&’()* 和 P&’)=.’)*）和一种新的磷脂

类抗生素（P&’)=."3’)*），这也是目前发现的产生抗菌

物质种类最多的 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 菌株。与已有报道

的主要区别在于，本文立足于对食品腐败菌和致病

菌具有抗菌作用的 !"#$%%&’ ’&()$%$’ %2PE 的研究，通过

QCLD:C 分析初步验证 !"#$%%&’ ’&()$%$’ %2PE 产生两种

脂肽类抗菌物质 %,*-.’)* 和 "#$%&’()*，同系物数量繁

多，与前人报道的均不相同。
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