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摘要: 通过正交设计试验, 优化了青霉 (Penicillium ) 属真菌 SH ZK- 15产胞外布雷菲德菌

素 ( Brefe ldin-A, 简称 BFA ) 的液体发酵条件。最佳的 BFA发酵条件为: 培养基含马铃薯

200g (煮汁 ) , 葡萄糖 20g, ( NH4 ) 2 SO4 410g, KH2PO4 110g, M gSO4 # 7H 2O 21 0g, C aCO 3

51 0g, pH自然 , 瓶装量为 100mL /250 mL, 培养温度为 28e , 转速为 120 r/m in, 培养时间

为 7d, BFA的最高产量可达 15116mg /L。
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Abstact: Through orthogonal experim en ,t th e op t ima l cond it ion s were given for producing extracellu lar BFA of

Pen ic illium1 Its opt im al cond it ion swere as fol low s ( g /L ): potato 200, g lucose 20, ( NH 4 ) 2 SO4 410, KH2 PO 4

110, M gSO4# 7H2O 210, CaCO 3 510, the pH was natu ra,l cu lturem ed ium volum e 100mL /250mL, culture tem-

peratu re 28e , revolu tions 120r /m in and cu ltu re tim e 7 days1The biggest product ion of BFA was 15116mg /L1

K ey words: Brefeld in-A , Penicill ium, Ferm en tat ion, O rthogonal experim ent

布雷菲 菌素 A ( B refe ld in A, 简称 BFA ) , 是一种大环内酯类抗生素, 1958年分

离自 P enicillium brefeld ianum。它具有多种生物活性, 如抗真菌
[ 1]
, 抗病毒

[ 2]
, 抗肿

瘤
[ 1, 2]

, 抗线虫
[ 3]
等。 BFA的主要功能是能诱导高尔基体的分解, 抑制蛋白从内质网

( ER ) 中转移为高尔基体的复合物 (小分子 BFA能非竞争性的抑制蛋白 ) , 目前被作

为一种重要的分子工具而广泛应用于哺乳动物信号传导途径的研究
[ 4]
。最近, 国际肿

瘤协会在抗肿瘤体外筛选中发现 BFA作为血疗法试剂有很大的应用前景
[ 5]
。鉴于 BFA

具有多种生物活性及潜在的药用价值
[ 6]
, 故开发和研究布雷菲 菌素的工作已受到人

们的广泛重视, 是目前国际上抗癌药物研究的一个热点。国外在 BFA的生物活性方面

做了大量工作, 但是国内对该化合物的研究甚少, 特别在微生物发酵生产 BFA方面尚

属空白。本文采用正交试验对青霉 ( Penicillium ) 属真菌 SHZK - 15液体发酵产生布雷
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菲 菌素 A的培养条件进行了研究, 并对多个因素进行优化处理, 确定了最佳培养基

和发酵条件, 为布雷菲 菌素 A的研制提供了科学的依据。

1 材料与方法

111 材料

11111 菌株: 菌株 SHZK - 15为青霉 (P en icillium ) 属真菌, 分离自福建沙溪土壤,

并经初步鉴定和命名, 为本实验室所保藏菌种。

11112 培养基: 固体培养基: PDA斜面培养用于菌种保藏。液体培养基: 不同温度试

验的培养基为 PDA培养基: 马铃薯 (煮汁 ) 200g, 葡萄糖 2010g, pH自然。正交试验

培养基: 马铃薯 (煮汁 ) 其他成分采用本文优化后条件, pH自然。

11113 主要试剂: 甲醇 (色谱纯 S igma) , 三蒸水。主要仪器: Ag ilent 1100高效液相色

谱仪, Varian Prostar 210高效液相色谱仪, B ruker E squ ire 3000 P lus离子阱质谱仪。

112 方法

11211 发酵方法: 采用摇瓶发酵法, 在 250mL三角瓶中加入 100mL的培养液, 并接种

一定量的菌丝块, 置于往复式恒温水浴振荡器中培养 ( 28e , 120r /m in) 7d。

11212 布雷菲 菌素 A的鉴定和测定方法: 按方美娟等
[ 7]
报道的方法, 用 HPLC-M S /

M S联用技术对样品进行 BFA的鉴定, 再用 HPLC内标工作曲线法定量分析样品中的

BFA含量。

11213 工作曲线的制定: 配制不同浓度的 BFA标样溶液, 在 HPLC上分别测定它们的

峰面积, 绘制内标工作曲线 (图 1)。

图 1 BFA标样的工作曲线

y= 2E+ 07x- 106997, R2 = 019968

11214 色谱分离条件: 色谱柱: Rasc il C18反相柱 ( 250mm @ 416mm ); 流动相为:

70%甲醇和 30%的水, 流速 016mL /m in, 进样量为 5LL, 柱后流出物依次经 UV和

MSD检测。UV检测波长为 230nm, 经 UV检测器流出的流份进入电喷雾离子化 ( ESI)

喷雾室。

11215 质谱检测参数: m / z扫描范围 50100~ 800100, 干燥气温度 320e , 干燥气流速

1510L /m in, 雾化气压力 40Pa, 电喷雾电压 40000V, 离子化方式: ES I, 质谱扫描间隔

0120 Da。
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2 结果与讨论

211 预备试验

21111 温度的选择: 温度会影响布雷菲 菌素 A的产量, 为便于分析比较不同温度对

布雷菲 菌素 A的产量的影响程度, 固定 PDA培养基为液体发酵培养基, 在不同温度

下振荡培养 ( 120 r/m in) 7d, 测定布雷菲 菌素 A的产量, 结果见表 1。

表 1 发酵温度对青霉 (Pen ic illium ) 属真菌 SHZK- 15产胞外布雷菲德菌素 A的影响

温度 22e 24e 26e 28e 30e 32e 34e

BFA产量 ( mg /L ) 9517 10614 11115 11613 8412 5115 719

  从表 1可以看出, 发酵温度对布雷菲 菌素 A的产量影响较大, 其中以 28e 时产

量最高, 为发酵培养的最佳温度。本实验中以 28e 作为正交试验的固定温度。

21112 因素水平的确定: 根据其它一些预备试验, 选定 7个重要影响因素, 设计一个

7因素 3水平的正交试验 (见表 2)。

表 2 7因素 3水平表

水平

A

碳源

(% )

B

氮源

(% )

C

CaCO 3

(% )

D

M gSO 4 + ZnSO 4

(% )

E

通气量

(mL)

F

KH 2 PO 4

(% )

G

发酵天数

( d )

1 葡萄糖 210 NH4C l 014 0 012 + 0 50 0 5

2 乳糖  210 (NH 4 ) 2 SO 4 014 0125 011 + 011 100 011 6

3 麦芽糖 210 NH 4NO 3 014 0150 0 + 012 150 012 7

图 2 HPLC内标法测定 SH ZK- 15的发酵液

a 215LL BFA+ 215LL PDA- 26样品 HPLC色谱图, b 5LL PDA - 26样品的 HPLC色谱图,

c 5LL BFA ( 0110m g /mL) 标样 HPLC色谱图

212 样品的 HPLC测试结果分析

用 HPLC对样品进行定性分析, 发现在相同的条件下样品的 HPLC色谱图 (图 2)

中的 BFA的保留时间和标样 BFA色谱图的保留时间一致 (均为 8145m in), 重现性好。

根据液相色谱图中 BFA标准品的峰位和峰的保留时间以及被测样品内、外标吸收峰的

#54# 微 生 物 学 通 报             2005年 32 ( 6)



增减和叠合情况, 说明样品中保留时间为 8145m in的峰位可能是 BFA。

图 3 样品 ( lwy-10-02) 的 T IC总离子流图

图 4 样品 ( lwy-10-02) 在保留时间 tR = 101 0m in时的质谱图

213 样品 TIC总离子流图和质谱图分析

图 3为 T IC总离子流图, 相对于色谱图, 总离子流的质谱图更能给出混合样品中

物质的信息。不同于色谱只能依靠 230nm下的吸收峰判断是否有物质流出, 总离子流

的质谱图可以根据不同时间的总离子强度变化来判断是否有物质流出, 总离子流质谱

图给出的信息更全面。根据 T IC总离子图可以获得菌株发酵产物中可能存在的几种主

要物质。实验发现, 在相同分析条件下, 取 BFA保留时间作分析时, 样品和 BFA标样

具有同样的质谱图。图 4是样品 ( lw y-10-02) 在采用 HPLC-M S联用技术时, 保留时间

tR = 1010m in时的质谱图, 图中显示了 BFA的几种准分子离子峰 28017 [ M + H ]
+
,

29812 [M + NH 4 ]
+
, 31911 [M + K ]

+
) 和自身二聚的特征离子峰 56017 [ 2M + H ]

+
,

58214 [ 2M + N a]
+
, 59816 [ 2M + K ]

+
) , 并且在 1010m in时只发现了 BFA。为了进一

步探讨 28017的正离子峰为 BFA, 实验中对该目标离子峰进行了 C ID- M S /MS谱的测

定, 发现与 BFA标样的 C ID-M S /M S谱完全一致。综合上述结果, 可以判定样品在保留

时间 8145m in所出的是 BFA的峰, 因此, 可以运用 HPLC内标工作曲线法定量测试样
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品中的布雷菲 菌素 A含量。

214 实验结果分析

影响产布雷菲 菌素 A能力的因素分析: 由正交试验结果 (表 3) 的极差 R值可

以看出, 影响青霉产胞外布雷菲 菌素 A产量的 7种因素的主次顺序为 C> G > A > E>

B> D> F, 其中, 因素 C即 CaCO3含量的影响最大。在不加 CaCO3情况下, 产量很低,

说明霉 SHZK- 15发酵过程中产生大量酸性物质, 且在酸性环境下产 BFA的能力急剧

下降。其次是因素 G, 由图 5可以看出, 随着时间的延长, BFA产量不断增加, 但增

加的趋势越来越小, 在 7d时才达到最大值。因素 A, 即碳源的影响也较明显, 在本试

验条件下, 葡萄糖是产 BFA的最佳碳源。通氧量对 BFA产量的影响也比较明显, 从表

3中可以看出, 在 250mL的三角瓶中装入 100mL培养基时产量最高。实验发现, 培养

基中添加 014%的氮源可能偏高, 含氮量越高, BFA的产量越低, 且加入 (NH4 ) 2 SO4

最好。培养基中添加 012% M gSO4 # 7H 2O和 011% KH 2 PO4, 对 BFA的产量影响不大,

不过可以适当提高 BFA的产量。

表 3 7因素 3水平正交试验结果

实验序号

列号

A B C D E F G

BFA产量

(m g /L)

1 1 1 1 1 1 1 1 14183

2 1 2 2 2 2 2 2 115120

3 1 3 3 3 3 3 3 95189

4 2 1 1 3 2 3 2 21104

5 2 2 2 1 3 1 3 82182

6 2 3 3 2 1 2 1 33143

7 3 1 2 3 3 2 1 65190

8 3 2 3 1 1 3 2 97117

9 3 3 1 2 2 1 3 30151

10 1 1 3 1 2 2 3 146170

11 1 2 1 2 3 3 1 13197

12 1 3 2 3 1 1 2 92136

13 2 1 2 2 1 3 3 70132

14 2 2 3 3 2 1 1 78152

15 2 3 1 1 3 2 2 16114

16 3 1 3 2 3 1 2 71193

17 3 2 1 3 1 2 3 15154

18 3 3 2 1 2 3 1 43185

K1 47819 39017 11210 40114 32317 37110 25015 E = 1106112

K2 30213 40312 47015 33514 43518 39215 41318

K3 32419 31212 52316 36913 34616 34212 44118

k1 79182 65112 18167 66190 53195 61183 41175

k2 50138 67120 78142 55190 72163 65142 68197

k3 54119 52103 87127 61155 57177 57103 73163

R 29144 15117 68160 11100 18168 8139 31188
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215 培养条件的优化处理
由表 3可知, A1 B2C3D1E2 F2G3为优势组合, 在 18次试验中, 10号试验 A1 B1 C3D1

E2 F2G3产 BFA的能力最强, 产量高达 14617mg /L, 与优势组合基本吻合。从各列因素

各位级相应的 K值来看, 通过趋势图 (图 5) 分析: 可以得知 A、B、D、E、F均已取

得最佳值, C和 G似乎任有潜力可挖。按照优势组合进行试验, 测得其 BFA的产量为

15116mg /L, 进一步验证了优势组合。综合考虑培养基成本与产 BFA能力提高程度等

诸多因素, 最终确定搭配为: A1B2C3D1 E2 F2G 3。因此, 最佳的 BFA发酵条件为: 培养

基含马铃薯 200g (煮汁 ) , 葡萄糖 20g, (NH4 ) 2 SO 4 410g, KH 2PO4 110g, M gSO4 # 7H2O

210g, CaCO 3 510g, pH 自然, 瓶装量为 100mL /250mL, 培养温度为 28e , 转速为

120r/m in, 培养时间为 7d, BFA的最高产量可达 15116mg /L。

图 5 因素、水平与 k值的关系 (趋势图 )

实验同时对胞内样品也进行了检测, 发现胞内也有少量的 BFA产生, 估计此菌株

产 BFA的总量至少可以达到 160mg /L以上。并且从该菌株发酵液的 HPLC图谱和 TIC

总离子图上也可以看出, 发酵产物大部分是 BFA, 非常容易从发酵液中分离提纯出来。

该菌株产 BFA的能力很强, 又因为 BFA具有多种生物活性, 拥有很大的潜在药用价

值, 是目前国际上抗癌药物研究的一个热点, 因此, 获得大量的高品质 BFA是至关重

要的。本菌株具有广阔的应用价值和开发前景, 并且发酵所用的原料价格低廉易得,

条件简单, 必将为 BFA的研究带来无可估量的推进作用。
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