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摘要：目的　开发制备型高压液相色谱分离杆菌肽各组分的方法。方法　根据杆菌肽各组分化学结构性质，采用纳微 Ｕｎｉｓｉｌ
Ｃ１８柱，通过改变流动相ｐＨ和流动相配比，以及不同的上样量，探索杆菌肽各组分分离的方法。收集分离得到的不同组分，经
脱盐冷冻干燥，得到相应杆菌肽组分冻干粉。结果　 纳微 ＵｎｉｓｉｌＣ１８柱可以用于杆菌肽各组分的分离，流动相配比为甲醇

（Ａ）∶［１．５４‰乙酸铵水溶液（乙酸调ｐＨ至５．０）乙腈（９∶１，Ｖ／Ｖ）］（Ｂ）＝９．０∶１１．０（Ｖ／Ｖ），总流速４０ｍＬ·ｍｉｎ－１，上样量２００
ｍｇ，检测波长为２５４ｎｍ。制备得到的杆菌肽各组分纯度均大于９５％。结论　该方法上样量大，稳定性好，收集到的各组分纯
度高，为杆菌肽各组分的分离制备提供了借鉴。
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ｚｈａｎｇｘｕｅｘｉａｚｘｘ＠１６３．ｃｏｍ

　　杆菌肽是多肽类抗生素，１９４３年被美国 Ｊｏｈｎ
ｓｏｎ第一次发现，可以从枯草杆菌和地衣芽胞杆菌
发酵液中提取分离制得［１］。杆菌肽由１２个氨基酸
组成［２］，含有Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ等至少９种组分，
其中，杆菌肽Ａ为主要活性组分［３］，杆菌肽 Ａ在碱
性条件下可自发氧化，形成没有抗菌活性的杆菌肽

Ｆ组分［４］。杆菌肽的抗菌谱与青霉素相似，主要用

于治疗耐青霉素的葡萄球菌感染［５］。由于其副作

用大，在临床上主要是外用，广泛用于治疗深部真

菌、皮肤［６］和黏膜真菌等疾病。杆菌肽还是一个重

要的饲料添加剂，５×１０－６～１００×１０－６浓度可促进
家禽和牲畜对食物的利用以增重［４］。

目前，对于杆菌肽的提取分离方法［７］以及分析

检测方法［８１０］的报道已经不少，但是对于分离制备杆

菌肽各组分的报道极少，并且工艺复杂。本文运用制

备型高压液相色谱技术，优化工艺条件，分离制备出

了杆菌肽组分Ａ、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３，其化学结构式
见图１，为杆菌肽的进一步研究奠定了基础。

图１　杆菌肽各组分的结构式
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１　材料与方法
１．１　材料与仪器　杆菌肽粗粉，华北制药新药研
发中心自制；ＨＺ８１６大孔吸附树脂，上海华震科技
有限公司；甲醇（制备级），安徽时联特种溶剂股份

有限公司；乙醇（工业级），沧州兴隆化工有限公司；

甲醇（色谱级），美国Ｍｅｒｃｋ公司；乙腈（色谱级），美
国Ｍｅｒｃｋ公司；去离子水，华北制药新药研发中心
自制；其它试剂均为国产分析纯。高压液相制备色

谱仪，汉邦科技有限责任公司；ＬＡ２０１０Ａ型高效液
相色谱仪，岛津公司；冻干机，德国 ＭａｒｔｉｎＣｈｒｉｓｔ公
司；ＲＥ５２ＡＡ型旋转蒸发器，上海荣生化仪器厂；ｐＨ
计，梅特勒·托利多实验室 ｐＨ计 ＦＥ２０；Ｎｉｃｏｌｅｔ
ＭａｇｎａＩＲ５５０型傅立叶红外光谱仪，美国 Ｎｉｃｏｌｅｔ公
司；ＴＵ１９０１紫外可见分光光度计，北京普析通用仪
器有限责任公司；ＩＮＶＯＡ５００型核磁共振波谱仪，
美国 Ｖａｒｉａｎ公司；ＺＭＤＭｉｃｒｏｍａｓｓ型质谱仪，美国
Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　色谱条件　（１）分析色谱条件。分析型色
谱柱：纳微 ＵｎｉｓｉｌＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）；流动相：Ａ为甲醇；Ｂ为１．５４‰乙酸铵水溶液
（乙酸调ｐＨ至５．０）乙腈（９∶１，Ｖ／Ｖ）；Ａ∶Ｂ＝５３∶４７；
柱温：４０℃；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：１０μＬ；
分析时间：４０ｍｉｎ；检测波长：２５４ｎｍ。（２）高压液相
制备色谱条件。制备型色谱柱：纳微 ＵｎｉｓｉｌＣ１８色谱
柱（３０ｍｍ×２５０ｍｍ，１０μｍ）；流动相：Ａ为甲醇（制
备级）；Ｂ为１．５４‰乙酸铵水溶液［（乙酸调节 ｐＨ
至５．０）乙腈＝（９∶１，Ｖ／Ｖ）］；Ａ∶Ｂ＝９．０∶１１．０；总流
速：４０ｍＬ·ｍｉｎ－１；上样量：２００ｍｇ；分析时间：６０
ｍｉｎ，检测波长：２５４ｎｍ。
１．２．２　杆菌肽粗粉的纯化　称取１３０ｇ杆菌肽粗
粉用３００ｍＬ去离子水溶解，注入４ＬＨＺ８１６吸附树
脂柱，流速６０ｍＬ·ｍｉｎ－１，弃去柱流出液。吸附完
成后，用３ＢＶ（ＢＶ：树脂柱床体积）３０％乙醇溶液洗
涤，弃去柱流出液。再以４ＢＶ６０％乙醇溶液洗脱，
收集洗脱液。将洗脱液中的乙醇经旋转蒸发回收

后，浓缩液冷冻干燥，得４２ｇ杆菌肽样品。
１．２．３　杆菌肽各组分的制备　称取杆菌肽样品
２．０ｇ，加入２０ｍＬ流动相溶解，０．４５μｍ微孔滤膜
过滤，注入分析型高压液相色谱仪，根据色谱图分

别收集各组分流出液［８］。分别合并分析型高压液

相色谱仪检测后单个组分含量高于９０％的杆菌肽
组分收集液，４５℃真空浓缩，除去甲醇（回收）后，
上ＨＺ８１６树脂柱吸附，水洗，６０％乙醇解析，解析液
浓缩至杆菌肽组分大约６０ｇ·Ｌ－１，冷冻干燥，得杆

菌肽组分冻干粉。

２　结果
２．１　高压液相制备色谱条件的确立　由于杆菌肽
组分的化学结构式中有大量的酰胺键（酰胺基）、羧

基、氨基等，分子极性较大；从电荷性质看，单个分

子中含有两个游离羧基、两个游离氨基、两个含氮

唑环，整体偏碱性更多一些，在这个基础上选用纳

微ＵｎｉｓｉｌＣ１８反相色谱柱进行分离制备，检测波长选
定为２５４ｎｍ。根据参考文献［１１１２］，最终对制备
色谱条件的流动相配比、ｐＨ值、上样量等因素进行
优化。

２．１．１　流动相ｐＨ的确立　由于杆菌肽 Ａ在碱性
条件下可自发氧化，形成没有抗菌活性的杆菌肽Ｆ，
所以选用了偏酸性的ｐＨ进行实验。从制备色谱图
上看，见图２，ｐＨ为５．０时分离效果比较好，从高压
液相色谱仪检测结果看，在此 ｐＨ值各组分的收集
液纯度均达到９５％以上，因此选用 ｐＨ值５．０制备
杆菌肽各组分，见表１。

图２　不同ｐＨ的流动相下杆菌肽各组分的高压液相色谱图

表１　杆菌肽各组分的结构式

杆菌肽组分 Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３

Ａ －ＣＨ３ －ＣＨ３ －ＣＨ３

Ｂ１ －Ｈ －ＣＨ３ －ＣＨ３

Ｂ２ －ＣＨ３ －Ｈ －ＣＨ３

Ｂ３ －ＣＨ３ －ＣＨ３ －Ｈ

Ｃ１ －Ｈ －Ｈ －ＣＨ３

Ｃ２ －Ｈ －ＣＨ３ －Ｈ

Ｃ３ －ＣＨ３ －Ｈ －Ｈ
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表２　不同ｐＨ的流动相制备杆菌肽各组分的ＨＰＬＣ结果

杆菌肽组分
各组分纯度／％

ｐＨ４．０ ｐＨ５．０ ｐＨ６．０

Ａ ８９．５ ９７．５ ９１．３

Ｂ１ ８０．２ ９６．４ ７５．７

Ｂ２ ７５．９ ９５．８ ７６．２

Ｂ３ ８６．４ ９５．２ ８０．３

Ｃ１ ７８．１ ９７．３ ９０．６

Ｃ２ ６３．６ ９６．６ ７０．８

Ｃ３ ８０．９ ９８．７ ８９．５

２．１．２　流动相配比的确立　不同的流动相配比对
分离度和柱压都有一定的影响，因此本实验分别考

察了 Ａ∶Ｂ＝８．０∶１２．０、Ａ∶Ｂ＝９．０∶１１．０、Ａ∶Ｂ＝
１０．０∶１０．０、Ａ∶Ｂ＝１１．０∶９．０配比下杆菌肽各组分的
分离情况，结果表明：Ａ比例越高，各组分出峰越快，
可以缩短制备周期，但是 Ａ比例过高，分离度明显
下降，以至于不能收集到高纯度的 Ｃ３组分，适当降
低Ａ比例，有利于提高分离度，使各组分有效分离，
但Ａ比例太低，柱压会升高，各组分出峰时间会延
迟。综合考虑，选择Ａ∶Ｂ＝９．０∶１１．０为最佳流动相
配比。

２．１．３　上样量的确立　由于杆菌肽样品中各杂质
组分含量较低，尤其是 Ｃ３组分含量仅有５％左右，
上样量太小，影响制备量，制备周期延长，耗时耗

材，因此分别考察上样量为１００、１５０、２００、２５０ｍｇ的
分离效果，以收集到的 Ｃ３组分纯度为指标，结果表
明，上样量太大，分离度明显下降，收集不到高纯度

的Ｃ３组分。为了避免载样过量，保证一定的分离
度，以及避免样品可能在柱子顶部沉积，对柱子造

成损害，综合考虑，确定上样量为２００ｍｇ。
２．２　样品检测　冷冻干燥制得的杆菌肽各组分，
经分析型高压液相色谱仪测定分析，结果发现各组

分色谱图基本为单一色谱峰，如图３所示，采用面
积归一化法计算，纯度均在９５％以上。制得的各组
分红外光谱测定数据与其分子中功能团所应具有

的红外吸收峰一致（见表３）。在水溶液中，经紫外
可见分光光度计测定，制得的各组分最大吸收波长

为２５１ｎｍ，与杆菌肽各组分的化学结构应表现的性
质一致。经质谱仪和核磁共振波谱仪对各组分进

行波谱分析和结构鉴定，所得数据与文献［１３］报道
一致。

表３　杆菌肽各组分红外（ＩＲ）吸收峰及其归属

样品吸收峰／ｃｍ－１ 振动类型 基团 吸收峰强度

３３０４ Ｎ－Ｈ伸缩振动 ＮＨ ｍ

２９６３ Ｃ－Ｈ伸缩振动 ＣＨ３，ＣＨ２ ｍ

１６５４ Ｃ＝Ｏ伸缩振动 酰胺 ｓ

１５３２ Ｎ－Ｈ弯曲振动 ＮＨ ｓ

１３８９ Ｃ－Ｈ弯曲振动 ＣＨ３ ｍ

１２５０ Ｃ－Ｎ伸缩振动 酰胺 ｍ

图３　杆菌肽原粉及各组分的ＨＰＬＣ色谱图

３　讨论
杆菌肽是一种多组分的多肽类抗生素，在发酵

产物中Ａ和Ｂ的含量总和在９６％左右，其它组分含
量很低。要分离制备出杆菌肽的各组分，难度很

大，目前相关方面的报道极少，并且工艺复杂。本

文主要介绍用制备型高压液相色谱仪分离制备出

杆菌肽 Ａ、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３等７个组分的方法
（７个组分的详细分析数据和谱图将另文发表），产
品纯度均在９５％以上。此方法操作简单，所用有机
溶剂可回收，对环境污染小，为杆菌肽的分离纯化

奠定了基础。
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