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海洋解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefacien) 

产抗生素Macrolactin A的碳源优化* 

侯东园  吴祖芳①  张  鑫 
(宁波大学海洋学院  应用海洋生物技术教育部重点实验室  宁波  315211) 

摘要    为提高一株海洋解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)ESB-2 生产大环内酯类抗生素

Macrolactin A的能力, 利用大孔树脂对发酵液进行粗提取, 利用高速逆流色谱法, 高效、快速分离制

备出高纯度的 Macrolactin A。采用高效液相色谱法检测不同碳源对 Macrolactin A产量的影响, 且在

优化基础上采用摇瓶发酵得到海洋解淀粉芽孢杆菌的发酵过程曲线。结果表明: 高速逆流色谱法能

够高效快速的制备出Macrolactin A纯品, 纯度达到 95%以上, 明显优于高效液相色谱; 添加葡萄糖、

蔗糖和麦芽糖均有利于 Macrolactin A 的生成, 麦芽糖为最佳碳源, 最佳浓度为 1%, 其产量达到

18.5mg/L, 是优化前的 2倍多。本研究可为提高 Macrolactin A的产量、解决其药源问题、实现规模

化生产打下了良好的基础。 
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由于从陆地微生物中探查筛选天然药物及发现

新的代谢产物的速率减缓(Tulp et al, 2004), 加之海

洋环境的特殊性 , 从海洋获取药物资源成为新世纪

海洋生物技术的重要发展方向(Haefner, 2003; 王征

等, 2006)。Macrolactin 系列天然产物是美国 Scripps

海洋研究所 Fenical 教授课题组发现的一类具有抗

菌、抗病毒和抗肿瘤等多种药理活性的 24 元环大环

内酯类抗生素(He et al, 2012b), 目前该家族共有 19

个成员(Gustafson et al, 1989; Jaruchoktaweechai et al, 

2000)其中 Macrolatin A是由 24元内酯环、吡喃型葡

萄糖和一个开链的酸构成 , 结构式如图 1 所示。

Macrolactin A不但有抗菌作用, 而且在体外有显著抑制

B16-F10黑色素瘤细胞活性, 更为重要的是Macrolactin A

能有效抑制哺乳动物Ⅰ型和Ⅱ型单纯疱疹病毒

(Herpes simplex)的复制及 HIV 在 T 淋巴细胞内的复

制(Kim et al, 1997; 董晓毅等, 2008)。然而, 由于

Macrolactin A结构复杂、化学合成步骤多, 得率非常

低, 通过天然生物材料直接提取, 分离步骤多, 样品

易变性 , 因此药源不足已成为制约该类化合物进一

步研发的瓶颈。 

为了实现 Macrolatin A的大规模生产, 生物发酵

是其理想途径 , 本研究采用一株前期研究得到的可

稳定产 Macrolactin 类化合物的海洋细菌海洋解淀粉

芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens) ESB-2 (He et al, 

2012a), 能够高效合成 Macrolatin A, 由于发酵法生

产受培养条件和环境等影响较大 , 因此必须通过优

化发酵工艺条件来提高 Macrolatin A的产量。前期研

究中通过发酵条件优化使其产量有所提高(He et al, 

2012a), 鉴于目前国内外还未有对产 Macrolactin A

微生物培养基成分优化的报道(Yang et al, 2009), 作

为培养基重要组分的碳源是细胞生长最重要的营养

和能量来源 , 碳源种类对于细胞催化的次级代谢水

平具有不同的抑制效应(Kim et al, 2005)。而Macrolactin 

A 产生量的检测必需对发酵培养液进行分离纯化

过程 ; 高速逆流色谱法 (high speed countercurrent 

chromatography, HSCCC)作为一种能在一个流程中分
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离复杂样品中极性差异较大的各个组分制备纯品的

分离技术(Ito, 1991), 其方法简捷和快速高效, 仪器

及试剂成本明显低于高效液相色谱(Owen et al, 1997; 

Li et al, 2001), 已广泛应用于生物工程、中药成分分

析和制备、天然产物化学等领域(孙媛媛等, 2003), 在

微生物产物的分离纯化方面及多种结构类型抗生素

的分离纯化方面也得到成功的运用 (Dalhoff et al, 

2003; Nishivama et al, 2000)。 

为提高该菌生产 Macrolactin A 的产量, 本研究

采用大孔树脂静态吸附法对该菌株的次级代谢产物

进行粗提取 , 进一步采用高速逆流色谱法对该菌株

的粗提物进行分离提纯, 得到高纯度的单体化合物, 

探究了不同碳源对 Macrolactin A 产量的影响, 现将

主要研究结果报道如下。 

 

图 1  Macrolactin A的化学结构 
Fig.1  The chemical structure of Macrolactin A 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株     海洋解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus 

amyloliquefaciens)ESB-2, 保藏于宁波大学海洋学院

海洋生物实验室。 

1.1.2  培养基    2216E基础培养基, 蛋白胨 5.0g、

酵母粉 1.0g、琼脂 15.0g、海水晶 35.0g、硫酸亚铁

0.1g、1000mL蒸馏水, 用于 ESB-2菌株平板培养; 液

体培养基, 蛋白胨 5.0g、酵母粉 1.0g、海水晶 35.0g、

硫酸亚铁 0.1g、1000mL 蒸馏水, 用于 ESB-2 摇瓶液

体发酵。所有培养基均在 121C, 1×105Pa 下灭菌

20min备用。 

1.1.3  主要仪器及试剂     高效逆流色谱系统 : 

TAUTO HSCCC-TBE300B高速逆流色谱仪(螺旋管行

星式串联三柱逆流色谱仪 , 管径 2.6mm, 柱体积

280mL, 进样体积 20mL), SHP DC-0506低温恒温槽, 

AKTAprime plus 泵 , 上海同田生物技术有限公司 ; 

Waters e2695 高效液相色谱仪, 色谱分析柱 YMC- 

Pack ODS-A(150 mm ×4.6 mm, 5 μm), 美国 Waters公

司; SPX 型智能生化培养箱, 宁波江南仪器厂; GL- 

21MC 台式高速冷冻离心机, 湖南湘仪; UV-3300 紫

外可见光分光光度计; LDZX-50KBS 立式压力蒸汽

灭菌器, 上海申安医疗器械厂; SW-CJ-2D 型超净工

作台; HGC-12D氮吹仪; PHS-3C pH计; RE-52C旋转

蒸发器等。 

甲醇、乙腈(色谱级, CNW公司), 正戊烷、乙酸

乙酯、ADS-30 大孔树脂、无水乙醇, 琼脂粉、氯化

钠、蔗糖、葡萄糖、麦芽糖、糊精、可溶性淀粉、乳

糖、甘油、油酸等(分析纯, 国药)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌株活化及发酵培养    取菌株 ESB-2 在基

础培养基上活化 24h, 接种于装有 100mL基础发酵液

的 250mL三角瓶中, 置于控温摇床中, 30C、150r/min

活化 24h, 作为种子液, 再以 5%接种量, 接种到发酵

培养液中, 30C、150r/min发酵 48h, 发酵液备用。 

1.2.2  菌株发酵产物 Macrolactin A的粗提取    发

酵液用乙酸乙酯等体积萃取三次, 合并提取液, 45C

旋转蒸发至干, 加入 1mL甲醇溶解, 12000r/min离心

15min, 取上清液。 

1.2.3  碳源筛选    选择葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳

糖、糊精、可溶性淀粉、甘油和油酸 8种不同类型的

碳源, 以 1%的添加量添加到基础平板培养基中, 观

察其生长情况, 选择该菌株可利用的碳源。 

1.2.4  碳源优化    可利用碳源添加量为 1%, 接种

同批次种子菌悬液, 5%接种量, 40%装液量, 30C, 摇

瓶转速 150r/min, 发酵 48h, 乙酸乙酯等体积萃取三

次 , 旋转蒸干 , 甲醇溶解离心处理得上清液 , 经 0. 

45μm微孔滤膜过滤, HPLC法检测得到Macrolactin A

的产量 , 比较加入不同碳源的培养基得到的该菌株

产物 Macrolactin A的含量。 

1.2.5  Macrolactin A 纯品的制备    Macrolactin A

粗品的制备: 分批次摇瓶共培养 30L发酵液, 对发酵

液进行菌体离心(8000 r/min, 10min)、利用 ADS-30大

孔树脂静态吸附上清液, 选择无水乙醇解吸附, 得到

无水乙醇洗脱液, 旋转蒸发至干得到活性浸膏, 纯水

悬浮, 采用乙酸乙酯萃取三次, 旋转蒸干用甲醇溶解, 

得到 Macrolactin A的粗提取物, 氮气吹干备用。 

逆流分离: 按照 V(乙酸乙酯) : V(正己烷) : V(甲

醇)︰V(水)为 4︰3︰4︰3 溶剂体系将所有溶剂加入

分液漏斗中, 充分振摇后静置待其分层分相; 取上相

作为高速逆流色谱的固定相, 取下相为流动相, 上、

下相超声脱气 20 min 备用; 用流动相与固定相的混

合溶液 [按照 V(流动相) : V(固定相) = 1︰1的比例] 
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配制样品液(章能胜等, 2010)。高速色谱系统开机预

热, 将固定相以 30mL/min的恒定速度泵满螺旋管柱, 

开启速度控制器 , 使高速逆流色谱仪螺旋管柱按顺

时针方向旋转转速为 800 r/min, 再以流速为 10mL/min

泵入流动相, 检测波长 280nm, 根据色谱图手动收集

色谱峰组分。 

纯度分析: 利用 HPLC法对制备得到的样品进行

纯度分析 , 所用色谱分析柱为 YMC-Pack ODS-A 

(150 mm × 4.6 mm, 5 μm), 检测波长 280nm, 柱温

30C, 流动相为甲醇和水; 梯度洗脱 60min内甲醇由

10%升至 90%, 然后用甲醇和水继续洗脱 10min, 流

速 0.8mL/min, 进样量 10μL。 

1.2.6  Macrolactin A 含量的检测    标准曲线的制

作, 准确称取高速逆流色谱法制备的纯品做对照品, 

用甲醇溶解并定容至浓度 1mg/mL, 用甲醇逐级稀释

到 0.2、0.04 和 0.008mg/L 浓度的纯品溶液测定, 以

各个浓度标准溶液测定出的峰面积对应的质量浓度

作图, 得到标准曲线并求出回归方程。 

含量检测: 利用高效液相色谱法测定Macrolactin A

的含量, 测定条件为色谱柱YMC-Pack ODS-A (150 mm × 

4.6 mm, 5 μm), 检测波长 280nm, 柱温 30C, 流动相

(A)甲醇: (B)水; 梯度洗脱 60min内甲醇(A)由 10%升

至 90%, 流速 0.8mL/min, 进样量 10μL。 

1.2.7  菌株生长曲线、pH 及总糖的测定    引用相

关文献方法(杨云喜等, 2014), 将上述 ESB-2 种子液

以 5%的接种量接种于麦芽糖培养基中, 采用空白培

养基对照, 三次平行, 每隔 2h 取 5mL 发酵液迅速测

其 OD值并记录; 采用 pH计直接测发酵液 pH; 采用

蒽酮比色法测定总糖。 

2  结果与分析 

2.1  Macrolactin A纯品的制备 

2.1.1  Macrolactin A 的 HSCCC 分离及纯度检测    

采用 V(乙酸乙酯) : V(正己烷) : V(甲醇) : V(水)为 4︰  

3︰4︰3的溶剂体系, 按照 1.2.5的方法进行分离, 将

样品溶于 10mL等体积上相和下相混合溶液中, 进行

HSCCC 分离, 得到 HSCCC 分离图(图 2), 测得固定

相的保留率为 48%。根据色谱图手动收集各色谱峰组

分, 利用 HPLC 将每一试管收集的组分进行分析, 根

据 HPLC 色谱图上的保留时间及光谱图可以初步判

断收集的馏分 A为Macrolactin A, 同时采用 HPLC峰

面积归一化法, 计算分离得到的馏分纯度达 95.8%, 

其 HPLC图谱与光谱图结果如图 3所示。 

 

图 2  Macrolactin A粗提物的 HSCCC色谱图 
Fig.2  HSCCC chromatogram of the crude extract of 

Macrolactin A 

 

图 3  HSCCC分离纯化得到的 Macrolactin A高效液 

相色谱图(a)及紫外光谱图(b) 
Fig.3  HPLC and UV of Macrolactin A by HSCCC 

 
本研究首先采用 ADS-30大孔树脂对发酵液进行

初步纯化的处理, 取代乙酸乙酯萃取, 节约了有机溶

剂的使用, 使用高效液相色谱测得其纯度达 23%以

上。继而利用 HSCCC对其进一步分离纯化, HSCCC

分离中容积体系的选择对分离效果至关重要, HSCCC

分离规律显示 , 一个好的容积系统固定相要有较高

的保留率, 两相系统分离时间小于 30s; 分配系数 K

尽量符合 0.5<K<2 (Cao et al, 2011)。本实验采用的正

己烷-乙酸乙酯-甲醇-水的容积系统在 HSCCC中经常

被用到, 保留率为 48%, 粗分离样品量 350mg, 经过

HSCCC一次性分离得到Macrolactin A共 50.4mg, 制

备量大且回收率较高, 由此可见, HSCCC在海洋微生

物产抗生素的分离纯化中具有非常广泛的应用前景。 

2.1.2  Macrolactin A 标准曲线    用甲醇溶解以上

制备的纯品并定容至浓度 1mg/mL, 用甲醇逐级稀释

到 0.2、0.04、0.008mg/L浓度的纯品溶液测定, 以各
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个浓度标准溶液测定出的峰面积对应的质量浓度作

图, 测得 Macrolactin A 色谱峰面积与其质量浓度的

线性方程为 Y=2.9E+6X–33234, 相关系数 R2=0.998。 

高效液相色谱法虽耗时比较长、成本较高, 但是

目前测定抗生素效价最为准确的方法。试验采用外标

法, 分别将对照品与待测物质进行液相色谱法测定, 

可根据相同保留时间对应的峰值的峰面积的比例来

测定待测物的含量(王洪强等, 2013)。 

2.2  碳源筛选优化分析 

2.2.1  碳源筛选    选择乳糖、葡萄糖、麦芽糖、蔗

糖、半乳糖、甘油、糊精、可溶性淀粉和油酸对 ESB-2

进行不同碳源利用实验, 添加浓度均为 1%, 固定培

养基其它成分, 培养条件 30C, 24h。通过平板培养计

数观察发现(图 4), 2216E基础培养基与添加了乳糖、

葡萄糖、蔗糖、半乳糖、甘油、糊精和可溶性淀粉这

几种碳源的培养基均可被该菌株利用 , 油酸抑制该

菌株生长。其中较好利用的分别为淀粉、麦芽糖和乳

糖, 其它几种碳源利用情况相对较差。 

 

图 4  碳源对 ESB-2的菌落总数的影响 
Fig.4  Effect of carbon sourceon thenumber of totalcolony of 

ESB-2 

培养基的碳源是能够向微生物提供组成细胞

物质或者代谢产物中碳骨架的营养物质 , 是组成培

养基的重要成分之一 , 本研究选择了单糖 , 双糖 , 

多糖等多种类碳源对其进行碳源利用实验。由结果

可以看出碳源对海洋解淀粉芽孢杆菌 ESB-2 菌株

的生物量具有重要的的影响 , 从而选择出乳糖、葡

萄糖、蔗糖、半乳糖、甘油、糊精、可溶性淀粉作为

碳源, 进一步考察不同碳源对该菌株产Macrolactin A

的影响。  

2.2.2  碳源对 ESB-2 菌株产 Macrolactin A 的影响    

用基础培养基做对照 , 选择乳糖、葡萄糖、蔗糖、

半乳糖、甘油、糊精、可溶性淀粉 7种不同的碳源, 

其质量浓度均为 1% (W/V), 培养基其它成分不变 , 

进行发酵 , 其对菌体的生物量和 Macrolactin A 的

产量影响如表 1 所示。由表 1 所知 , 菌体生长和

Macrolactin A 的产生并无直接关系, 加入淀粉的培

养基中菌体生物量最高, 其产物与基础培养基中持平, 

即较高的菌体生长不一定得到较高的Macrolactin A的

积累量。 

由 Macrolactin A产量可以初步判断该菌株可以

有效利用多种单糖、双糖碳源(刘俊, 2010), 与文献

报道一致(贺娟, 2011); 添加乳糖、甘油和糊精的产

量比较低 , 其原因可能是海洋解淀粉芽孢杆菌降解

多糖或者发酵乳糖的能力较差 , 其中麦芽糖、葡萄

糖和蔗糖均能够得到有效的利用, 其 Macrolactin A

的产量均超出 2216E 基础培养基 , 通过数据软件

SAS 分析, 可得到麦芽糖是其最佳碳源, 鉴于蔗糖成

本高于葡萄糖, 葡萄糖与麦芽糖成本相当, 综合考虑, 

故选择产量更高的麦芽糖作为最佳碳源更利于工业

化生产。 

表 1  碳源对 ESB-2 菌株生物量及 Macrolactin A 产量的影响 
Tab.1  Effects of carbon source on biomass and Macrolactin A production by ESB-2 

碳源 最终 pH 菌落总数(108cfu/mL) Macrolactin A产量(mg/L) 

基础培养基 8.59 10.5±1.0 e* 9.034±0.451 d 

葡萄糖 Glucose 5.91 3.00±0.50 d 17.643±0.131 b 

麦芽糖 Maltose 5.62 46.66±1.80 b 18.816±0.220 a 

乳糖 Lactos 7.16 39.33±3.11 c 5.095±0.110 de 

可溶性淀粉 Starch 6.32 55.67±5.17 a 9.322±0.153 d 

糊精 α-cyclodextrin 8.58 10.50±1.32 e 0.665±0.114 f 

蔗糖 Sucrose 5.96 7.00±1.32 ef 15.788±0.321 c 

甘油 Glycerol 4.45 3.67±0.57 f 1.545±0.211 e 

* 实验结果表示为平均值±标准方差的形式, 同时用数据软件 SAS表示各组数据之间的显著性(P<0.05) 
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2.2.3  麦芽糖浓度对Macrolactin A产量的影响    通过

添加不同浓度的麦芽糖(5、10、20、30和 40 g/L), 其

它培养条件一致, 测定其Macrolactin A的产量, 结果

如图 5所示。从图 5中可以看出, Macrolactin A的产

量随着麦芽糖的浓度的变化有显著变化 , 麦芽糖过

低, 不利于菌体的生长, 在麦芽糖浓度为 10 g/L以下

时, MA产量基本呈线性增加, 在 10 g/L以上时, 随着

麦芽糖浓度增加 Macrolactin A 的产量迅速降低, 表

明过高的麦芽糖浓度则会对菌体产次级代谢产物产

生抑制作用。当麦芽糖浓度为 10 g/L时, Macrolactin A

含量最高, 为 18.816 g/L, 是基础培养基的 2.08 倍, 

表明麦芽糖浓度对发酵活力有很大影响, 1%浓度为

其最佳添加浓度。 

 

图 5  麦芽糖浓度对 Macrolactin A产量的影响 
Fig.5  Effects of maltose concentration on Macrolactin A 

production 
 

通过对麦芽糖浓度优化, 寻找到该菌株产Macrolactin 

A的最适浓度, 试验中发现, 麦芽糖浓度会对Macrolactin A 

的产量有非常显著的影响 , 通过本次最佳碳源及其

最佳浓度的发酵优化, 虽然大大提高了Macrolactin A

的发酵产量 , 但是该产量还不足以达到日后产业开

发的需求 , 更多的优化研究需要进一步的开展 , 诱

变、基因改造都可以进一步的尝试(李兴艳等, 2013)。 

2.2.4  摇瓶发酵曲线    利用上述优化的发酵培养

基, 进行摇瓶发酵得到 ESB-2 的发酵过程曲线(0— 

48h), 其发酵曲线如图 6 所示, 整个发酵过程中, pH

先下降后上升, 总糖不断被消耗, 产物不断积累。发

酵 0—12h, 菌体处于对数生长期, 基质快速消耗, 此

时该菌株的次级代谢产物 Macrolactin A 含量很低, 

pH 下降其原因可能是菌株生长较快呼吸作用释放出

二氧化碳与有机酸导致。发酵 12—24h, 菌体进入稳

定期, pH略微上升, 基质快速消耗, 此时 Macrolactin 

A的产量呈现上升趋势。发酵 24—48h, pH逐步上升

可能是菌株产物呈现碱性的缘故 , 随着菌体浓度的

上升, 次级代谢产物积累较多, 说明发酵产物和菌体

的生长是部分偶联的(刘朝辉等, 2008)。基质还原糖

浓度的消耗过程跟菌体的生长、发酵产物的合成呈现

对应关系, 发酵 24h 后, 基质消耗缓慢, 此时消耗的

基质主要用于合成代谢产物。 

摇瓶发酵曲线为其放大发酵提供必要的依据(刘

超超, 2013), 通过对摇瓶发酵曲线的模拟, 可以发现

该菌株产抗生素的周期较短 , 通过对该菌株发酵条

件的控制 , 有望在发酵罐中的生产能力将比摇瓶发

酵条件下有较好的提高。 

 

图 6  ESB-2摇瓶发酵过程曲线 
Fig 6  The fermentation curves of shaking flask culture 
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3  结论 

在科研和制药工业等药物质量控制中都需要大

量的高纯度单体化合物, 然而应用传统的分离方法, 

例如通过薄层色谱、柱色谱或者高效液相制备色谱从

植物、微生物中制备分离纯化单体活性化合物是比较

困难和繁琐的。本研究利用 ADS-30大孔树脂静态吸

附结合高速逆流色谱法从海洋解淀粉芽孢杆菌体的

发酵液分离出 Macrolactin A 纯品, 纯度达到 95.8%, 

分离时间短且效率较高 , 为进一步实验分析提供了

依据。继而, 通过对 ESB-2初步的碳源优化, 得到麦

芽糖为最佳碳源, 最佳浓度 1%, 且发酵 2d 产量可达

到 18.82 mg/L, 是其优化前的 2倍多, 与国内现有产

Macrolactin A 菌株需要发酵 7d 相比, 发酵周期短, 

其日产量是已报道的产 Macrolactin A菌株的 3.5倍。

说明该菌株是一株具有极高应用价值的菌株 , 也为

下一步发酵培养基中氮源、无机盐、前体物质的优化

及发酵扩大培养提供了可行的方法 , 可为进一步的

工业化生产打下基础。 
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OPTIMIZATION OF CARBON RESOURCE FOR MACROLACTIN A PRODUCTION 
FROM MARINE BACILLUS AMYLOLIQUEFACIEN 

HOU Dong-Yuan,  WU Zu-Fang,  ZHANG Xin 
(Ningbo University, Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo 315211, China) 

Abstract    To optimize the production of Macrolactin A from a marine Bacillus amyloliquefaciens ESB-2, we extract 

crude material with macroporous adsorptive resin and then purified in high-speed counter-current chromatography 

(HSCCC). The purity of separated component was determined and the influence of different carbon sources on Macrolactin 

A yield was detected, in high performance liquid chromatography (HPLC). The fermentation curve of marine Bacillus 

amyloliquefaciens was obtained under optimization condition. The results show that Macrolactin A could be purified 

quickly in HSCCC, and the purity of the product reached >95%. The carbon sources of glucose, sucrose, and maltose were 

conducive for the accumulation of Macrolactin A, and maltose was the best carbon source at concentration of 1%, under 

which the concentration of Macrolactin A could reach 18.5 mg/L and the production was more than doubled. 

Key words    high-speed counter-current chromatography (HSCCC);  Bacillus amyloliquefaciens;  Macrolactin A;  

carbon resource optimization 

 

 


