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生物技术与方法                                                              

快速鉴定格尔德霉素产生菌——吸水链霉菌 17997 中的

洋橄榄叶素 

李书芬 1，武临专 1，陈菲菲 1,2，王红远 1，孙桂芝 1，王以光 1 
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摘  要: 对格尔德霉素产生菌吸水链霉菌 17997 的发酵液乙酸乙酯提取物进行了硅胶板 TLC 初步分离和 NaOH 溶液喷

涂显色，对显红色、具有抗革兰阳性菌活性的条带进行了 HPLC 分析，提示抗革兰阳性菌活性化合物可能为大环二内

酯类抗生素洋橄榄叶素；以 dTDP-葡萄糖-4,6-脱水酶 (Tgd) 基因保守区设计 PCR 引物，扩增了吸水链霉菌 17997 基因

组 DNA 中的 tgd 并进行了序列分析，表明吸水链霉菌 17997 含有洋橄榄叶素生物合成基因簇中的 tgd 基因；对 NaOH

溶液喷涂显红色的化合物进行 LC-(+)-ESI-MS 分析，证实其为洋橄榄叶素。因此，吸水链霉菌 17997 产生洋橄榄叶素；

同时，建立了一种快速鉴定洋橄榄叶素及其产生菌的方法，主要包括 TLC 硅胶板分离、NaOH 溶液显色、HPLC 和 LC-MS

分析，以及 tgd 的 PCR 检测与序列分析。 

关键词 : 吸水链霉菌 17997，洋橄榄叶素，液相色谱-质谱联用 (LC-MS)，dTDP-葡萄糖-4,6-脱水酶，格尔德霉素 

Rapid identification of elaiophylin from Streptomyces  
hygroscopicus 17997, a geldanamycin producer 
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Abstract:  To identify the anti-bacterial compound(s) from Streptomyces hygroscopicus 17997, a geldanamycin producer, silica 
gel thin layer chromatography (TLC) TLC was used to separate the secondary metabolites of S. hygroscopicus 17997. 
Compound(s) from the silica gel TLC with anti-Gram positive bacteria activity and becoming red upon color reaction by 
2.0 mol/L NaOH was analyzed by HPLC. The UV absorption profile and the retention time of a peak of HPLC were identical to 
those of authentic elaiophylin. A conserved region of dTDP-glucose-4,6-dehydratase (Tgd) gene was amplified by PCR from the 
genomic DNA of Streptomyces hygroscopicus 17997. DNA sequence analysis of the amplified DNA fragment indicated that it 
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should be the tgd gene of elaiophylin biosynthetic gene cluster. These results implied that the compound in the peak of HPLC was 
elaiophylin, a macrodiolide antibiotic. The compound was then confirmed to be elaiophylin by LC-(+)-ESI-MS, which revealed 
that Streptomyces hygroscopicus 17997 was an elaiophylin producer. At the same time, a fast procedure, which consisted of silica 
gel TLC, color reaction, HPLC, PCR detection and DNA sequence analysis of tgd gene, and LC-(+)-ESI-MS, was established for 
rapid identification of elaiophylin and its producer. 

Keywords:  Streptomyces hygroscopicus 17997, elaiophylin, liguid chromatography-mass spectrometry (LC-MS), dTDP- 
glucose-4,6-dehydratase, geldanamycin 

在对格尔德霉素 (Geldanamycin，GDM；一种

苯 醌 型 安 莎 类 抗 生 素 ) 产 生 菌 吸 水 链 霉 菌 

Streptomyces hygroscopicus 17997 的次级代谢产物进

行研究时，发现其发酵上清液具有抗革兰阳性菌活

性[1]。格尔德霉素具有抗真菌活性，但不具有抗革

兰 阳 性 菌 活 性 。 萘 安 莎 类 抗 生 素 如 利 福 霉素 

(Rifamycin)、萘霉素  (Naphthomycin) 和红迪菌素 

(Rubradirin) 等，具有显著的抗革兰阳性菌活性。在

吸水链霉菌 17997的基因组 DNA 中存在可能负责萘

安莎类抗生素生物合成的基因[1-3]，因而曾经推测该

菌株具有萘安莎类抗生素产生潜能，但是该推测始

终没有得到证实。 

本研究对吸水链霉菌 17997 产生的一个具有抗

革兰阳性菌活性化合物进行了快速鉴定，确证为洋

橄榄叶素 (Elaiophylin；又称阿沙霉素 B，azalomycin 

B；化学结构见图 1)，具体报道如下。

 

图 1   洋橄榄叶素化学结构 
Fig. 1  Chemical structure of elaiophylin. 
 

1  材料与方法 

1.1  材料 
菌种：吸水链霉菌 17997，GDM 产生菌；枯草

芽胞杆菌 63501，革兰阳性检定菌；上述菌株均为

本实验室保藏。 

培养基：ISP2 培养基：酵母提取物 0.4％，麦

芽提取物 1.0％，葡萄糖 0.4％，琼脂粉 1.8％。液

体发酵培养基：淀粉 2％，棉子饼粉 0.5％，葡萄糖

0.5％，玉米浆 1.0％，酵母粉 0.5％，CaCO3 0.2％。

生物检定培养基：蛋白胨 0.6％，牛肉膏 0.3％，酵

母膏 0.3％，葡萄糖 0.1％，琼脂 1.2％，pH 7.2。 

试剂：酵母提取物 (Yeast extract)、麦芽提取

物 (Malt extract)，英国 Oxoid 公司产品，葡萄糖为

国产分析纯试剂。TLC 硅胶板 (GF254)，山东烟台

吉德精细化工有限公司或青岛海洋化工分厂产品。

乙酸乙酯 (EtOAc)、甲醇、二氯甲烷、环己烷等有

机溶剂为北京化工厂分析纯试剂。洋橄榄叶素对
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照品由中国科学院成都生物研究所李国友博士惠

赠 [4]，以及澳大利亚 Bioaustralis 公司产品。PCR

引物及相关试剂由宝生物工程 (大连) 有限公司合

成或提供。 

1.2  方法  
吸水链霉菌 17997 的培养与发酵：新鲜的吸水

链霉菌 17997 孢子斜面 (ISP2 培养基，28 ℃培养

7~10 d，挖块接种于液体发酵培养基，28 ℃振荡 

(200 r/min) 培养 48~96 h。发酵液离心后，弃沉淀；

发酵上清液用于乙酸乙酯 (EtOAc) 提取分析等。 

EtOAc 提取：取吸水链霉菌 17997 发酵上清液

25 mL，用等体积 EtOAc 萃取，倾出 EtOAc 萃取液，

室温吹干，复溶于约 0.5 mL EtOAc 中。 

硅胶板 TLC 分离检测以及 NaOH 显色：取上述

20 μL EtOAc 提取物浓缩液，硅胶板 TLC 初步分离，

在 EtOAc∶二氯甲烷∶正己烷∶甲醇 (9∶6∶6∶2，

V/V/V/V) 溶媒系统中展开后，用 2.0 mol/L NaOH 溶

液喷涂 (一种针对格尔德霉素及其生物合成类似物

的显色方法[5])，照相记录。 

抗革兰阳性菌活性检测：将上述 TLC 硅胶板 

(没有用 NaOH 溶液喷涂显色) 贴到含枯草芽胞杆菌

63501 的生物检定培养基平板上约 1 min，揭去硅胶

板，将平板置于 37 ℃培养 16 h，平板上透明带对应

的硅胶板条带含有抗革兰阳性菌活性化合物。 

HPLC 和 LC-MS：将硅胶板上含有抗菌活性化

合物的条带用 EtOAc 洗脱下来后，吹干，复溶于少

量甲醇中，进行 HPLC 和 LC-MS 分析。HPLC 分析：

Dikma Diamonsil C18 反相色谱柱，(5 μm，150 mm× 

4.6 mm)；20％~100％甲醇梯度洗脱，30 min；流速

1 mL/min；检测波长 256 nm。LC-MS 分析：Agilent 

1200 液相色谱系统与 Applied Biosystems/MSD 

SCIEX (Concord，Ont，Canada) 公司的 Qstar LC-MS

质谱仪联用，配有 Turbo Ionspray 离子化源。液相色

谱条件同 HPLC。质谱检测条件：喷雾电压 5.5 kV；

温度 450 ℃；解簇电压 80 V；雾化气 40 相对单位，

辅助气 30 相对单位，均为氮气；全扫描监测，正离

子方式，质荷比 (m/z) 范围为 100~1 300；采用信

息依赖扫描模式获得二级质谱；碰撞压力设为高；

碰撞能量为 50eV。 

dTDP-葡萄糖-4,6-脱水酶基因保守区的 PCR 扩

增：上游引物 P1 序列 5′-GSGGSGSSGCSGGSTTC 

ATSGG-3′，下游引物 P2 序列 5′-GGGWRCTGGYRS 

GGSCCGTAGTTG-3′[6]；其中，R=A/G，W=A/T，

Y=C/T，S=C/G。吸水链霉菌 17997 总 DNA (PCR 模

板) 提取，微波法[7]；使用宝生物工程 (大连) 有限

公司 Taq LA 聚合酶、GC Buffer I 进行 PCR，PCR

主要参数为：96 ℃变性 30 s，65 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 1 min，30 个循环。 

2  结果与讨论 

2.1  抗菌活性化合物的 HPLC 分析 
在对吸水链霉菌 17997 次级代谢产物分析时，

发现一条在 TLC 硅胶板上用 NaOH 溶液喷涂显红色

的条带 (图 2)。抗菌活性分析显示：该红色条带所

对应的化合物 (未显色) 具有抗革兰阳性菌活性。将

该条带所含化合物从硅胶板上洗脱下来后进行

HPLC 分析，出现一个显著的洗脱峰，其紫外吸收

峰形与保留时间均与文献报道的洋橄榄叶素基本一

致[8-9]。有报道在格尔德霉素产生菌的次级代谢产物

中发现洋橄榄叶素[9-10]。 

 

图 2  吸水链霉菌 17997 发酵液乙酸乙酯提取物经 TLC
硅胶板分离后用 2.0 mol/L NaOH 溶液喷涂显色结果 
Fig. 2  Color reaction by spraying 2.0 mol/L NaOH onto the 
TLC silica gel of EtOAc extract of the fermentation supernatant 
of Streptomyces hygroscopicus 17997. 
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图 3  吸水链霉菌 17997 所产生的抗革兰阳性菌活性化合

物的 HPLC 谱图 
Fig. 3  HPLC profile of the compound with anti-Gram positive 
bacteria activity from Streptomyces hygroscopicus 17997. 
 

对吸水链霉菌 17997 菌丝体用丙酮浸泡提取和

分析后，发现更多的 NaOH 溶液喷涂显红色化合物，

这与洋橄榄叶素作为次级代谢产物主要存在于菌丝

体内的报道相符合[11]。将该化合物与洋橄榄叶素对

照品混和后进行 HPLC 分析，二者的保留时间和紫

外吸收峰形一致；洋橄榄叶素对照品在 TLC 硅胶板

上用 NaOH 溶液喷涂显示相同的红色。因此，该化

合物很可能是洋橄榄叶素。 

2.2  吸水链霉菌 17997基因组 DNA含有洋橄榄叶

素 dTDP-葡萄糖-4,6-脱水酶 (Tgd) 基因 
洋橄榄叶素化学结构中含有 2-脱氧-L-岩藻糖 

(2-deoxy-L-fucose) 组分。已知葡萄糖通过磷酸化、

dTDP 化、脱水、还原、差向异构化等反应生成 2-

脱氧-L-岩藻糖，再经糖基转移酶催化进入到洋橄榄

叶素分子中； 2-脱氧 -L-岩藻糖的生物合成需要

Tgd[12]。采用 tgd 基因保守区设计的引物，以吸水链

霉菌 17997 基因组 DNA 为模板，PCR 得到一条预

计大小 (约 0.6 kb) 的特异性 DNA 条带 (图 4)。对

该 DNA 条带进行测序  (GenBank Accession No. 

HQ260658)，它所编码的氨基酸序列，与美国专利

US 7595187 报道的洋橄榄叶素生物合成基因簇中

dTDP-葡萄糖 -4,6-脱水酶基因  (EMBL Accession 

No. GP697132) 保守区编码氨基酸序列几乎完全相

同  (Identities=154/158 (97％ )，Positives=156/158 

(98％)，Gaps=1/158 (0％))[13]，从而确证 PCR 扩增

的 DNA 片段属于洋橄榄叶素生物合成基因簇中的

tgd 基因保守区。吸水链霉菌 17997 中存在洋橄榄

叶素 tgd 基因，提示其具有产生洋橄榄叶素的遗传

基础。  

2.3  抗菌活性化合物与洋橄榄叶素具有相同的

LC-MS 谱 
为了确证吸水链霉菌 17997 中的抗革兰阳性菌

活性化合物为洋橄榄叶素，对其进行了 LC-(+)-ESI- 

MS 分析 (图 5)：MS1 显示一个 m/z=1 047.7 的加合 

 

图 4  PCR 扩增吸水链霉菌 17997 中的 tgd 保守区 
Fig. 4  PCR amplification of the conserved region of tgd from 
Streptomyces hygroscopicus 17997. 1: DNA marker; 2: the 
conserved region of tgd (600 bp) from Streptomyces 
hygroscopicus 17997. 

 

图 5  吸水链霉菌 17997 中产生的抗菌活性化合物的二级

MS 谱图 
Fig. 5  The MS2 profile of the compound with antibacterial 
activity from Streptomyces hygroscopicus 17997. 
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离子 ([M+Na]＋)，其 MS2 主要碎片离子为 m/z=729.4

和 411.2。已知洋橄榄叶素的分子式为 C54H88O18，

精确分子质量 1 024.60。该化合物与文献所述的洋

橄榄叶素 MS1 和 MS2 结果一致[14]。其中，m/z=729.4

碎片离子系分子丢失两个 2-脱氧-L-岩藻糖组分形

成，m/z=411.2 碎片离子系分子的内酯环组分进一步

脱水形成。因此，该抗菌活性化合物被证实为洋橄

榄叶素。 

3  讨论 

吸水链霉菌是链霉菌属中的一个比较常见种。

据不完全统计，吸水链霉菌能够产生 100 多种不同的

次级代谢产物；此外，同一菌株产生一种以上不同

化学结构的抗生素并不少见。洋橄榄叶素是一种大

环二内酯类抗生素，在雷帕霉素 (Rapamycin)、尼日

利亚菌素 (Nigericin) 和除莠霉素 (Herbimycin) 等

抗生素产生菌 (属于吸水链霉菌) 的次级代谢产物

中均发现了洋橄榄叶素[15-16]。 

近年来，对微生物次级代谢产物、特别是抗生

素的生物合成机制有了越来越多的研究和认识，并

积累了大量的抗生素生物合成基因 (簇) 序列信息。

基于特定生物合成必需基因的保守序列设计寡核苷

酸引物，通过 PCR 可以快速筛选潜在的具有特定化

学结构特点的抗生素产生菌[17-19]；再通过序列分析

与比对，可以为推测菌株可能产生的抗生素化学结

构或类型提供重要的提示或参考。本文通过证实吸

水链霉菌 17997 含有 dTDP-葡萄糖-4,6-脱水酶基因，

并通过序列分析表明它属于洋橄榄叶素生物合成基

因簇中与 2-脱氧-L-岩藻糖生物合成相关的 dTDP-葡

萄糖-4,6-脱水酶基因，提示该菌株具有产生洋橄榄

叶素的遗传基础，为推测抗革兰阳性菌活性化合物

为洋橄榄叶素提供了重要的参考。 

洋橄榄叶素具有抗革兰阳性菌、抗线虫、抗原

生动物、免疫抑制和抗哺乳动物肿瘤细胞等多种生

物学活性；在基于单纯的生物活性筛选模式的微生

物次级代谢产物研究中，被重复发现 (分离纯化和

化学结构解析) 多次。本文报道了洋橄榄叶素及其

产生菌的一种快速、简易鉴定方法；其中，洋橄榄

叶素在 TLC 硅胶板上用 NaOH 溶液喷涂显红色的特

性属于首次报道，其 ESI(+)-MS2 谱图是首次公开给

出，适用于洋橄榄叶素类化合物及其产生菌的早期

快速鉴别和排重。洋橄榄叶素用 NaOH 溶液处理显

红色的原理，推测是由于分子中的内酯键在碱性条

件下发生水解后分子再脱水增加一个共轭双键，以

及分子生成钠盐所致。 

致谢：中国科学院成都生物研究所李国友博士惠赠

洋橄榄叶素对照品。中国医学科学院药物研究所分

析中心完成 LC-MS 分析。 
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