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摘  要: 对娄彻氏链霉菌 ATCC10739 固体发酵产生十八元大环内酯抗生素 Borrelidin 进行了发酵

条件的优化。首先筛选得到了理想的发酵培养基; 其次考察了发酵时间、起始 pH 值以及在 ISP-2

培养基中添加附加碳源、氮源对 Borrelidin 产量的影响。初步确定最适发酵条件为: ISP-2 培养基

中添加 1%甘油, 起始 pH 值为 6.0, 培养温度 30 °C, 发酵时间为 7 d, 产量可达 1.336 mg/L。采用

有机溶剂萃取、硅胶层析和半制备型高效液相色谱(HPLC)等分离技术纯化得到 Borrelidin。 
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Borrelidin production by Streptomycete rochei ATCC10739: 
optimization of fermentation, separation and  

purification conditions 
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(College of Chemistry, Chemical Engineering and Biotechnology, Donghua University, Shanghai 201620, China) 

Abstract: The solid fermentation conditions, including fermentation medium, fermentation time, initial 
pH, as well as additional carbon and nitrogen source for borrelidin produced by Streptomycete rochei 
ATCC10739 were investigated. Under the optimal fermentation conditions (ISP-2 medium supple-
mented with 1% glycerol; initial pH 6.0; culture temperature 30 °C; fermentation time, 7 days), the 
highest borrelidin production level was achieved as 1.336 mg/L media. Borrelidin was separated and 
purified by organic extraction, followed by silica gel chromatography and semipreparative high per-
formance liquid chromatography (HPLC). 

Keywords: Streptomycete rochei, Borrelidin, Solid fermentation, Separation and purification 

1949 年 , Berger 等 人 在 娄 彻 氏 链 霉 菌

(Streptomycete rochei)代谢产物中分离得到一种具有

抗包柔氏螺旋体菌 (Anti-Borrelia)活性的十八元大

环内酯类抗生素 Borrelidin (图 1)[1], 其结构于 1967
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年通过 NMR 和 X-ray 得到阐明[2−3]。Borrelidin 具

有抗病毒活性和抗菌活性 [4], 研究表明该抗生素的

活性可能来自于对 Threonyl-tRNA 合成酶的抑制作

用[5]。最近 Borrelidin 被发现具有 CDK (依赖于细胞

周期蛋白的激酶)抑制剂活性和抑制血管生成活性

(IC50 0.8 µmol/L)[6], 其抑制血管生成活性对抗癌治

疗可能有一定影响[7], 具有研究价值。 

Borrelidin 可以采用液体发酵和固体发酵来生

产 [8−9], 也 可 通 过 全 合 成 方 法 获 得 [10−13], 但 由 于

Borrelidin 结构较为复杂, 使用全合成方法合成路线

长、操作繁琐。而通过微生物发酵的方法进行制备

具有耗时短、成本低、发酵重现性好的优势。但液

体发酵 Borrelidin 化合物产量低, 且液体培养基处

理时化合物不稳定。在固体发酵时, 培养基和培养

条件对其产量影响很大 , 条件不合适时产量甚微 , 

甚至不产生。因此, 本工作对娄彻氏链霉菌固体发

酵法生产 Borrelidin 的条件进行优化, 以提高其产

量, 并对菌株所产抗生素进行了分离纯化。 
 

 

图 1  Borrelidin 的结构图 
Fig. 1  Structure of Borrelidin 

1  材料与方法 

1.1  菌种和仪器 
娄彻氏链霉菌 ATCC10739: 购自美国标准菌种

收藏所。 

LC-MS 质谱仪: LCQ Fleet Ion Trap MSn Mass 

Spectrometer (Thermo Fisher Scientific); 高效液相色

谱仪: Agilent 1100 series 及 Agilent 1200 series (美国

Agilent 公司); 冷冻抽干机: ALPHA 1-2 LD, ALPHA 

1-4 (德国 CHRIST 公司); 核磁共振谱仪 : Bruker 

Ultrashield Plus 400M。 

1.2  培养基[14] 
1.2.1  生孢培养基: R2YE 培养基。 

1.2.2  固体发酵培养基: 参照链霉菌手册, 选用常

用链霉菌发酵培养基: R2YE 培养基, MS 培养基, 

Bn-2 培养基, ISP-2 培养基, ISP-4 培养基。所有培养

基均 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.3  实验方法 
1.3.1  发酵: (1) 孢子培养 : 取活化后的孢子接种

于 R2YE 培养基的玻璃培养皿中, 30 °C 培养 7 d 后, 

用 20%甘油冲洗孢子 , 玻璃珠打散 , 孢子悬液于

−80 °C 保存。 

(2) 固体发酵 : 直径 150 mm 玻璃培养皿装

50 mL 固体培养基, 每块培养皿接种 120 μL 孢子悬

液, 30 °C 培养。不同实验因素根据设计实施。 

1.3.2  发酵产物中 Borrelidin 含量的测定方法: (1) 
样品处理 : 取固体发酵产品于−80 °C 冰箱冷冻过

夜后冷冻抽干, 培养基研磨后加 300 mL 甲醇萃取, 

在冰水浴中超声破碎处理 30 min, 悬浮液搅拌 1 h, 

抽滤后滤液浓缩至 400 μL, 转至 EP 管中, 保存于

−20 °C 冰箱, 即为待分析样品。 

(2) Borrelidin 含量测定: 采用高效液相色谱法

分析, 色谱柱为 Diamonsil 5 μm C18 柱, 流动相中 A

相为水 , B 相为乙腈 , 两相均添加 1‰ HCOOH, 

紫 外 检 测 器 的 检 测 波 长 为 254 nm, 体 积 流 量 为

1 mL/min, 进样量 20 µL, 洗脱梯度见表 1。 
 

表 1  HPLC 洗脱梯度 
Table 1  Elution gradient of HPLC 

HPLC 分析 
HPLC analysis 

 半制备 HPLC 
Semipreparative HPLC 

时间 
Time (min) 

B 相 
B% 

 时间 
Time (min) 

B 相 
B% 

0 10  0 10 

5 10  1 10 

25 85  3 85 

27 85  9 85 

29 10  10 10 

30 10  11 10 
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1.3.3  发酵产物中 Borrelidin 的分离与纯化: (1) 
Borrelidin 的粗提: 方法同样品处理, 甲醇萃取液即

为粗提浸膏。 

(2) 两次硅胶柱层析纯化: 硅胶采用湿法装柱, 
粗提物拌样后干法上柱。第一次柱层析洗脱剂为石

油醚:乙酸乙酯=8:2、6:4、4:6、2:8、0:10 (V/V), 每

个梯度洗 3 个柱体积, 分部收集并进行 HPLC 检测。

将含有化合物的各部分合并旋干, 用少量甲醇溶解

进行第 2 次柱层析纯化, 洗脱剂为石油醚:乙酸乙

酯=7:3 (V/V), 含有化合物的部分旋干后用甲醇溶

解, 准备半制备 HPLC 纯化。 
(3) 半制备 HPLC 纯化: 将硅胶柱层析后收集

到的样品用半制备 HPLC 纯化, 采用 Phenomenex 
Luna 5 μm C18 半制备柱, 流动相中 A 相为水, B 相为

乙腈, 两相均添加 1‰ HCOOH, 流速为 3 mL/min, 

紫外检测器的检测波长为 254 nm, 洗脱梯度见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  发酵条件的优化 
2.1.1  不同培养基对 Borrelidin 产量的影响 : 
150 mm 玻璃培养皿装 50 mL 固体培养基, 分别为

R2YE、 MS、 ISP-4、 ISP-2、 Bn-2 培 养 基 , 进行

Borrelidin 固体发酵, 30 °C 培养 9 d。Borrelidin 产量

见图 2。 
如图 2 所示, ISP-2 培养基固体发酵 Borrelidin

的产量最高。实验发现 ISP-2 培养基固体发酵生孢

情况较差, 菌丝生长也较差, 平板上只有较薄的一 
 

 

图 2  不同固体培养基对 Borrelidin 产量的影响 
Fig. 2  Effect of different media on the Borrelidin pro-
duction 

层菌丝体; ISP-4 培养基固体发酵情况与 ISP-2 培养

基类似, 平板上只有较薄的一层菌丝体, 菌丝体密

度略好于 ISP-2; MS 培养基生孢一般, 孢子化程度

一般, 菌丝生长较好, 平板一般为灰白色; Bn-2 培

养基生孢一般, 孢子化程度一般, 平板部分区域呈

灰褐色; R2YE 培养基固体发酵生孢较好, 孢子化程

度高, 发酵 9 d, 平板基本呈灰褐色。 
2.1.2  培养时间对 Borrelidin 产量的影响: 150 mm
玻璃培养皿装 50 mL ISP-2 培养基, 进行 Borrelidin
固体发酵。因发酵时间太短 Borrelidin 产量低 , 所

以发酵时间定为 6−10 d。每天收取玻璃培养皿于

−80 °C 冷冻处理, 结果见图 3。 
 

 

图 3  不同培养时间对 Borrelidin 产量的影响 
Fig. 3  Effect of different days on the Borrelidin production 
 

如图 3 所示 , 固体培养 6 d, Borrelidin 产量迅

速增加 , 8−9 d 出现负增长 , 可能是菌体在生长过

程中有所消耗, 第 10 天化合物产量有所回升。从

Borrelidin 的积累量来看, S. rochei ATCC10739 固体

发酵的周期以 7 d 为宜。 

2.1.3  起始 pH 值对 Borrelidin 产量的影响: 分别

调整起始 pH 值至 3.0、4.5、6.0、7.5、9.0, 按上述

条件进行固体发酵培养, 测定 Borrelidin 产量, 结果

见图 4。起始 pH 值为 3.0 时, 固体培养基无法凝固。

起始 pH 值不同对 Borrelidin 产量有一定影响, 由实

验结果可知弱酸性 pH 较利于 Borrelidin 的产生。 
2.1.4  附加碳源对 Borrelidin 产量的影响: 以 ISP-2

培养基为对照, 选择乳糖、糊精、淀粉、甘油及蔗

糖 作 为 附 加 碳 源 , 比 较 不 同 质 量 分 数 碳 源 对

Borrelidin 产量的影响, 结果见图 5。 
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图 4  起始 pH 对 Borrelidin 产量的影响 
Fig. 4  Effect of initial pH on the Borrelidin production 

图 5 表明, 在所选择的 5 种附加碳源中, 甘油、

乳糖和淀粉最好。加入质量分数为 1.0%的甘油 , 

Borrelidin 产量可达 1.336 mg/L 培养基; 加入质量分

数为 1.0%的乳糖, Borrelidin 产量达 1.110 mg/L 培

养基; 加入质量分数为 1.5%的淀粉, Borrelidin 产量

可达 0.994 mg/L 培养基。显然, 利用甘油作为附加

碳源 Borrelidin 产量最高。 

2.1.5  附加氮源对 Borrelidin 产量的影响: 选取

黄豆饼粉、草酸铵、硝酸钠、胰蛋白胨和硫酸铵为

附加氮源进行比较 , 培养条件同附加碳源和结果

见图 6。 
 

 

图 5  不同附加碳源及其质量分数对 Borrelidin 产量的影响 
Fig. 5  Effect of different additional carbon source and its concentration on the Borrelidin production 

 

 

图 6  不同附加氮源及其质量分数对 Borrelidin 产量的影响 
Fig. 6  Effect of different additional nitrogen source and its concentration on the Borrelidin production 
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图 6 表明, 在所选择的 5 种氮源中, 加入质量分

数为 2.0%的 NaNO3, Borrelidin 产量达 0.930 mg/L 培

养基, 加入胰蛋白胨 Borrelidin 产量下降, 添加不同

氮源化合物产量都没有明显增加反而降低, 所以试

验中不再选用附加氮源。 

2.2  Borrelidin 的分离纯化 
2.2.1  硅胶柱层析纯化 : Borrelidin 粗提浸膏经

2 次 硅 胶 柱 分 离 后 , 由 液 质 检 测 (ESI-MS m/z 
488.35 [M-H]−)确证化合物成功提取分离, 化合物出

峰时间为 24.51 min。 
2.2.2  半制备 HPLC 纯化: 经半制备 HPLC 纯化, 
得 到 较 纯 的 Borrelidin 样 品 , HPLC 出 峰 时 间 为

24.244 min, 经高分辨质谱检测和 1HNMR 确证化合

物 , HR-ESI-MS m/z 488.3033 [M-H]−( 计 算 值

C28H42NO6, 488.3090), Borrelidin 的 1HNMR 数据与

文献[15]报道相符 , 确证纯化得到的化合物为目标

产物。 

3  结论 

本文对娄彻氏链霉菌 ATCC10739 固体发酵产

Borrelidin 条件的研究结果表明, 不同培养基对该菌

产 Borrelidin 影响很大, ISP-2 培养基较最初的 R2YE
培养基 Borrelidin 产量提高近 20 倍; 其次是附加碳

源能显著提高 Borrelidin 产量, 尤其是添加 1%的甘

油 ; 培养基的起始 pH 值也是较重要的影响因素 ; 
附加氮源对产量提高作用不明显。通过发酵条件优

化, 化合物产量稳定在约 1 mg/L 培养基, 产量显著

提高, 国内对 Borrelidin 发酵的研究较少, 若要进一

步提高化合物产量, 可尝试对化合物基因簇进行异

源表达或尝试更多的发酵培养基及廉价的营养源。

经 硅 胶 柱 层 析 、 半 制 备 高 相 液 相 色 谱 纯 化 得 到

Borrelidin 抗生素, 有关 Borrelidin 的生物活性研究

正在进行之中。 
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