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Brevibacillus brevis HOB1 所产脂肽的 
分离纯化和鉴定 
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(华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 应用化学研究所  上海  200237) 

 
 

摘  要: 用常压反相色谱对从短短芽孢杆菌 HOB1 发酵液中提取到的脂肽类生物表面活性剂进行

了分离纯化, 并用 HPLC 制备了其中的一个化合物。经电喷雾质谱分析得到该化合物的相对分子

量为 1035.7 D, GC/MS 的分析结果显示其脂肪酸部分为 C15 β-羟基脂肪酸, 由 PITC 柱前衍生法测

得该化合物的氨基酸组成比例为: Asp:Glu:Val:Leu = 1:1:1:4。结果显示该脂肽的结构与表面活性素

(C15 surfactin)类似。实验表明, 除芽孢杆菌属外, surfactin 系列脂肽还能为短芽孢杆菌属所产生。 
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Isolation, Purification and Identification of a Lipopeptide 
Produced by Brevibacillus brevis HOB1 

WANG Ji  Namir I A Haddad  YANG Shi-Zhong  MU Bo-Zhong* 
(State Key Laboratory of Bioreactor Engineering and Institute of Applied Chemistry, East China University of Science 

and Technology, Shanghai 200237, China) 

Abstract: The lipopeptide samples were purified by normal reverse-phase column chromatography after 
isolated from the cell free broth of Brevibacillus brevis HOB1. A lipopeptide was separated from these sam-
ples by preparative HPLC, and determined to have a molecular weight of 1035.7 D by ESI-MS. The fatty 
acid part was identified to be C15 β-hydroxyl fatty acid by GC/MS. A quantitative analysis of the 
PITC-derivated amino acids of the lipopeptide by HPLC gave the following molar ratios: Asp 1, Glu 1, Val 1, 
Leu 4. All the results indicated that the lipopeptide has a structure similar to C15 surfactin. This study re-
vealed that surfactin series lipopeptides can be produced by Brevibacillus genus in addition to Bacillus ge-
nus. 
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微生物产生的脂肽是一类重要的生物表面活性

剂。它不仅具有优良的表面活性, 还具有特殊的生
物活性, 如抗细菌、抗真菌、抗凝血、溶血、促进
脂膜中离子通道的形成、抗病毒和抗肿瘤等活性[1]。

因此, 脂肽既可以作为一种低毒、环境友好的表面
活性剂应用到石油开采、环境治理、食品、化妆品、

农业等众多工业领域中, 也可以作为一种药物用于
治疗疾病。 
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脂肽类化合物一般由一个长链脂肪酸和一个多

肽链组成, 通过内酯键或酰胺键形成环状结构或线
性结构。其中组成脂肽的肽链多为七元肽或十元肽, 
组成脂肽的长链脂肪酸为链长为十几个碳的 β-羟基
脂肪酸或 β-氨基脂肪酸。目前发现的脂肽主要有表
面活性素(Surfactin)、地衣素(Lichenysin)、伊枯草菌
素(Iturin)、丰原素(Fengysin)等几个系列, 并多为芽
孢杆菌属所产生。本实验室从油田产出液中分离到

一株脂肽类生物表面活性剂产生菌, 经 16S rRNA
基因鉴定为短短芽孢杆菌 (Brevibacillus brevis)[2], 
本文报道该菌所产脂肽的分离纯化和鉴定。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及培养 
菌株HOB1分离自油田产出液, 经 16S rRNA基

因鉴定为短短芽孢杆菌(Brevibacillus brevis), 并 
鉴定为产脂肽类生物表面活性剂 ,  由本实验室保

存。种子培养基和发酵培养基配方同为(g/L): 蔗糖

10.0, 酵母提取物 0.5, NH4NO3 3.0, MgSO4·7H2O 0.5, 
KH2PO4·H2O 3.0, K2HPO4·3H2O 7.0, CaCl2 0.01, 
EDTA·Na2 0.01和 1 mL/L 的微量元素溶液[配方为

(g/L): FeSO4·7H2O 0.116, H3BO3 0.232, CoCl2·6H2O 
0.41, CuSO4·5H2O 0.008, MnSO4·H2O 0.008, [NH4]6 

Mo7O24 0.022, ZnSO4 0.174]。 

发酵在 15 L 的发酵罐中进行, 装液量为 10 L, 

30°C下培养 72 h, 搅拌转速为 200 r/min, 通气量为

1.0 vvm。 

1.2  脂肽粗品的分离提取 
将发酵液 5000 r/min离心 30 min除去菌体, 上

清液用 6 mol/L HCl调至 pH 2.0, 放置于 4°C冰箱中

过夜。然后 5000 r/min离心 20 min收集沉淀, 用稀

NaOH溶液调至 pH中性后, 进行冷冻干燥。用甲醇

浸提干燥物, 旋转蒸发去除溶剂, 得脂肽粗提物。 

1.3  常压反相柱色谱纯化 
常压柱为 ODS C18填充的反相柱(50 μm, 3.0 cm× 

10 cm), 在 220 nm波长下在线检测吸光度。色谱柱

先用 100%的甲醇冲洗至平衡, 再用 70%的甲醇洗至

平衡。量取 3 mL样品溶液加到柱上方, 先用 70%的

甲醇洗脱至 220 nm下吸光度平衡, 然后再用 100%

的甲醇洗脱至 220 nm 下吸光度平衡。洗脱流速为 

2 mL/min, 洗出液按峰合并为各个组分。然后用薄
层层析色谱对各个组分进行初步鉴定[3]。 

1.4  高效液相色谱分析和分离 
分析条件 :  柱型 ,  Hypersil  ODS C1 8(5 μm,  

4.6 mm×25 cm); 流速, 1 mL/min; 柱温, 30°C; 检测
波长, 214 nm; 流动相 A, 乙腈; 流动相 B, 水(含
0.05% TFA, V/V)。洗脱程序: 0 min, 60% A; 5 min, 
60% A; 10 min, 65% A; 30 min, 75% A; 40 min,  
100% A。 

制备条件: 柱型, HiQ sil C18W(5 μm, 21.2 mm× 
25 cm); 流速, 13 mL/min; 柱温, 30°C; 检测波长: 
214 nm; 流动相 A, 乙腈; 流动相 B, 水(含 0.05% 
TFA, V/V)。洗脱程序: 0 min, 85% A; 10 min, 85% A; 
60 min, 100% A。按 30 s/管收集洗脱液。 

1.5  电喷雾质谱 
脂肽的电喷雾质谱分析在阳离子条件下进行 , 

Capillary电压、Sample cone电压和 Extraction cone
电压, 分别为 3 kV、100 V和 6 V。所用仪器为英国
Micromass 公司的 LCT TOF-MS质谱仪。 

1.6  脂肪酸分析 
在 Φ5 mm×10 cm的玻璃管(一端已封口)中加入

1 mg 脂肽, 再加入 6 mol/L的盐酸 1 mL。然后火焰
封口另一端, 90°C 下水解 18 h。将水解液转移到 
20 mL 的玻璃试管中, 甲醇洗涤酸解管若干次并入
同一试管中, 然后向试管中加入重蒸水至 5 mL。在
酸解液加入 1 mL乙醚萃取 3次, 合并 3次萃取液。
萃取液用重蒸水洗 2 次, 然后吹干乙醚。在吹干后
的脂肪酸中加入 10%(V/V )的硫酸甲醇溶液 ,  在 
55°C下进行酯化反应 6 h。反应结束后, 加入 1:3 体
积的重蒸水, 混匀后用乙醚萃取(每次 1 mL, 共 3
次), 合并乙醚萃取液并用重蒸水洗 2 次。然后吹干
乙醚并加入 500 μL甲醇, 取 1 μL进样进行 GC/MS 
(美国 Agilent 公司的 6890 GC-5975 MSD气质联用
仪)分析。GC/MS 条件 : HP-5MS 石英毛细管柱 
(30 m×0.25 mm×0.25 μm, 5%苯基甲基硅氧烷填充), 
载气为高纯氦气(99.999%), 流速为 1.0 mL/min, 进
样口温度为 250°C, 升温程序: 起始柱温为 120°C, 
保持 3 min, 以 8°C /min升温至 260°C, 保持 5 min。
质谱条件: EI 离子源, 离子源温度 230°C, 四极杆
温度 150°C。 

1.7  氨基酸分析 
将上述经乙醚萃取过的酸水解液用空气吹干 , 

然后加入 1 mL重蒸水, 混匀。然后用异硫氰酸苯酯
(Phenyl isothiocyanate, PITC)柱前衍生化法[4]对其进
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行氨基酸组成的测定。方法如下:  
衍生化操作: 取 30 μL上述样品于 2 mL离心管

中, 依次加入 170 μL重蒸水、100 μL 0.1 mol/L PITC 
的乙腈溶液和 100 μL 1 mol/L 三乙胺的乙腈溶液, 
混合物漩涡振荡 1 min, 静置 40 min。然后向混合物
中加入 400 μL正己烷, 漩涡振荡 2 min, 静置 5 min。
用注射器小心吸取下相, 并用 0.22 μm 的有机滤膜
过滤。取 20 μL进样 HPLC进行分析。 

色谱条件: Hypersil ODS C18 色谱柱(5 μm,  
250 mm×4.6 mm), 柱温 38°C; 检测波长 254 nm。流动
相 A: 乙腈-水(体积比为 4:1)溶液; 流动相 B: 0.1 mol/L
醋酸钠-乙腈(体积比为 97: 3)溶液。线性梯度洗脱 
程序: 0 min, 0% A; 13 min, 7% A; 23 min, 23% A;  
29 min, 35% A; 35 min, 40% A; 40 min, 100% A; 
45 min, 100% A; 47 min, 0% A。流动相流速 
1.0 mL/min。 

摩尔浓度均为 0.2 mmol/L 的 L-Asp、L-Glu、
L-Val、L-Ile、L-Leu的混合溶液为标准氨基酸溶液。
重蒸水为空白对照。柱前衍生化反应和 HPLC 操作
条件与前面一致。 

2  结果与讨论 

2.1  脂肽的纯化与制备 
Brevibacillus brevis HOB1 的发酵液经离心除

菌、酸沉、干燥和有机溶剂浸提等步骤获得脂肽的

粗品。然后用常压反相柱色谱对其进行纯化, 洗脱

曲线如图 1。图 1显示了 a、b、c三个峰, 其中 a峰

为 70%甲醇洗脱出来的, b峰和 c峰是用 100%甲醇

洗脱出来的。用薄层层析色谱结合茚三酮显色的方

法对这三个组分分别进行初步的鉴定。由于脂肽分

子所含的肽链呈闭合状态, 它的茚三酮显色反应应

该呈阴性 , 而在脂肽酸解后 , 肽键被打断 , 氨基游

离出来, 此时的茚三酮显色反应则呈阳性。b组分恰

好符合脂肽的显色规律, 因此初步确定 b 为含脂肽

组分。 

HPLC 分析显示 b 组分是一组脂肽类化合物的
混合物 , 为了得到脂肽的单个组分 , 用制备型
HPLC对其进行了分离, 结果如图 2所示。图 2中的
S 峰分离效果最好, 含量较高, 因此收集制备了 S 峰, 
后面将对其做进一步的鉴定。 

2.2  脂肽的鉴定 
图 3 为 S 组分的电喷雾质谱分析, 图中显示的 

 

图 1  反相柱色谱的洗脱曲线 
Fig. 1  Elution curve in reverse-phase column chromatog-
raphy 
 

 

图 2  脂肽的制备型高效液相色谱分离谱图 
Fig. 2  Separation profile of lipopeptide by prep HPLC 

 
m/z为 1036.7、1058.7、1072.7的峰恰好分别与准分
子离子峰[M+H]+、[M+Na]+、[M+K]+相对应。由此

判断 S的分子量为 1035.7 D。 
将脂肽 S 用酸水解后对其脂肪酸部分进行了分

析。从气相色谱(图 4 A)可知, P1和 P2为样品中的主

要成分, 其质谱鉴定结果如图 4 B和 4C所示。质谱
图中的基峰 103 为典型的 β-羟基脂肪酸甲酯的特征
峰, 即[CHOHCH2COOCH3]+碎片离子。222、254、
271等峰分别对应于[M-H2O-CH3OH]+、[M-H2O]+、

[M-H]+, 据此可得到脂肪酸甲酯的分子量为 272, 那
么此脂肪酸甲酯为 C15 β-羟基脂肪酸甲酯。P1和 P2

的质谱图近乎一致, 但不难发现两者峰 43 和峰 57
的丰度比有着明显的差异, 杨世忠等 [5]报道了根据

I43/I57(即峰 43和峰 57的丰度比)可以鉴定出 β-羟基
脂肪酸甲酯的支链类型。根据这种方法, 得到 P1和

P2分别为异构(iso)和反异构(anteiso)类型的 C15 β-羟
基脂肪酸甲酯。 

图 5 显示的是对 S 酸水解产物的水溶性部分进
行的氨基酸分析结果。对照标准氨基酸谱图(图 5A)
和空白对照(图 5C), 不难得出 S 酸水解产物的样品 
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图 3  S组分的电喷雾质谱谱图 
Fig. 3  The ESI-MS spectrum of fraction S 

 

 

图 4  脂肪酸部分的 GC/MS 色谱和质谱图 
Fig. 4  The chromatograph and MS spectrum of fatty acids by GC/MS 

Note: A: Gas chromatogram of fatty acids; B, C: EI mass spectra of P1 and P2. 
 

(图 5B)中含有 Asp、Glu、Val、Leu等氨基酸。通过
峰面积的计算, 得到水解样品中所含 Asp、Glu、Val、
Leu的摩尔比约为 1:1:1:4。 

天然的 Surfactin、Lichenysin、Iturin、Fengysin
等脂肽一般都由一组相对分子量相差 14 D(即-CH2-)
的同系物组成。其中, Surfactin 有 994(或 993.6, 取
四舍五入, 下同)、1008、1022、1036、1050等系列
的分子量[6], Lichenysin有 993、1007、1021、1035、

1049等[7], Iturin有 1042、1056、1070、1084、1098、
1112等[8,9], Fengysin有 1478、1492、1506等[10]。在

脂肪酸部分上, Surfactin、Lichenysin、Fengysin为 β-
羟基饱和脂肪酸, Iturin为 β-氨基饱和脂肪酸。此外, 
它们在肽链部分上的结构也互不相同。 

Surfactin 是脂肽中较常见的一类, 多由枯草芽
孢杆菌(Bacillus subtilis)产生, 此外地衣芽孢杆菌
(Bacillus licheniformis)、纳豆芽孢杆菌(Bacillus natto)  
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图 5  氨基酸的 HPLC 色谱图 
Fig. 5  The chromatograph of amino acids determined by 
HPLC 
Note: A: Standard amino acid; B: Hydrolysate of fraction S; C: 
Negative control. 

 
也能产生 Surfactin, 它是目前发现最有效的生物表

面活性剂之一。Surfactin 的肽链部分的氨基酸序列

一般为 : N-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu- 

L-Leu-C[11,12], 但 2、4、7位也可被同类的疏水性氨

基酸替代[13−16]。脂肪酸部分为链长从 C13到 C15 的

β-羟基饱和脂肪酸 , 每个链长主要存在两种构型 , 

C13和 C15有异构(iso)和反异构(anteiso), C14有正构

(normal)和异构[17,18]。 

本实验中分离到的脂肽 S 从分子量看, 应属于

Surfactin 系列脂肽, 并且其脂肪酸部分恰好鉴定为

C15 β-羟基脂肪酸, 氨基酸组成也与 Surfactin相同。

根据分子量、脂肪酸结构、氨基酸组成三者信息, 我

们判定脂肽 S为 C15 Surfactin结构类似物。 

 

3  结论 

本文从短短芽孢杆菌 HOB1 的发酵液中分离

制备了一个脂肽化合物, 利用 ESI-MS、GC/MS 和

HPLC 等方法分别分析了它的分子量、脂肪酸结 

构和氨基酸组成, 结果显示, 短短芽孢杆菌 HOB1

产生的脂肽由 β-羟基脂肪酸与七元肽组成 , 属于

C15 Surfactin结构类似物。本实验表明, 除芽孢杆菌

属外 , Surfactin 系列脂肽还能为短芽孢杆菌属所 

产生。 
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