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摘 　 要 　 该研究建立了检测吸水链霉菌 ( LP-93) 发酵液中波拉霉素 A 含量的 HPLC 方法,使用 C18 色谱柱

(250 mm × 4. 6 mm,5 μm),确定了流动相 [ V(乙腈) ∶ V(水) = 45 ∶ 55]及相关参数:流速 1 mL / min,检测波长

220 nm,进样量 10 μL,柱温 30 ℃ 。 并在此基础上建立了波拉霉素 A 的高效制备色谱( high performance prepara-
tive chromatography, HPPC)分离纯化方法,使用 C18 色谱柱(250 mm × 21. 2 mm,7 μm),流速 15 mL / min,进样量

3 mL。 进一步使用超高效液相色谱-四极杆-飞行时间串联质谱( ultra-high performance liquid chromatography qua-
drupole time-of-flight mass spectrometer, UPLC-Q-TOF)对纯化组分进行了定性分析。 结果表明,该检测方法在

2. 5 ~ 500 mg / L 线性关系良好(R2 = 0. 999 8),平均回收率在 90. 53% ~ 101. 96% ,相对标准偏差( relative standard
deviation, RSD) < 2% 。 纯化方法得到较高纯度的波拉霉素 A 溶液,平均纯度 87. 52% ,平均得率 71. 84% ,并获

得波拉霉素 A 的一级和二级质谱图。 该操作方法简便,分析快速,结果准确,可用于吸水链霉菌发酵液中波拉霉

素 A 的含量测定,并为该天然产物的分离纯化提供了参考。
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　 　 全球范围内,植物病害直接或间接造成的经济损

失约 400 亿美元 / 年,严重影响全球作物、水果的生产

及粮食安全 [1] ,植物病害中最常见的类型是真菌病

害(约占 70% ~ 80% ) [2] 。 化学防霉剂是当前防治植

物真菌病害的主要手段,但由于化学农药在减轻植物

病害的同时会对人类健康、环境和生物多样性产生不

利影响,因此,越来越多的研究表明,生物源防霉剂是

极具潜力的选择之一 [3] 。
波拉霉素( polaramycin)是由中国医学科学院医

药生物技术研究所和中国农科院生物防治研究所首

次发现的一种新型农用天然抗菌化合物 [4] ,由波拉

霉素 A 和 B 2 个组分组成,是从吸水链霉菌 LP-93
(Streptomyces hygroscopicus LP-93)发酵培养物中分离

得到的具有很强抗真菌活性的多羟基大环内酯类抗

生素 [5] ,其中波拉霉素 A 占比超过 90% [6] 。 波拉霉

素除对酵母菌、丝状真菌和革兰氏阳性菌有抑制作用

外,特别是对许多引起植物病害的真菌具有较高的抑

制活性 [7] ,是一类广谱抗真菌抗生素。
目前,大环内酯类抗生素的 检 测 方 法 主 要 以

HPLC[8] 、液相色谱-质谱联用法[9] 以及免疫分析方法[10]

为主。 由于现阶段关于波拉霉素检测方法的相关报道

较少,且没有基于 HPLC 法开发的测定、分离纯化发酵液

中波拉霉素的方法,因此,为了推进波拉霉素生物合成

的相关研究,应对菌株改造、发酵条件优化等大量样品

检测及产物分离纯化工作,需要一种可准确定量且相对

快速的检测方法及有效的分离鉴定方法。
本研究建立了吸水链霉菌发酵液中波拉霉素 A

含量的 HPLC 检测方法,并利用高效制备色谱仪(high
performance preparative chromatography, HPPC)从发酵

培养物中分离纯化得到了较高纯度波拉霉素 A 溶液,
并通过超高效液相色谱-四极杆-飞行时间串联质谱

(ultra-high performance liquid chromatography quadru-
pole time-of-flight mass spectrometer, UPLC-Q-TOF)获

得了其质谱图,为波拉霉素的应用研究提供技术支持。

1　 材料与方法

1. 1　 材料与试剂

波拉霉素标准品、波拉霉素 B 标准品(纯度均 >90%),
实验室自制;乙腈、甲醇 (均为色谱纯),德国 Merck
公司。
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1. 2　 仪器与设备

UltiMate 3000 超高效液相色谱仪,美国赛默飞世

尔科技公司;1290-6545 超高效液相色谱-四极杆-飞行

时间质谱联用仪、PrepHT XDB-C18 色谱柱(21. 2 mm ×
250 mm,7 μm),美国安捷伦科技有限公司;COSMOSIL
5C18-MS-Ⅱ色谱柱(250 mm × 4. 6 mm,5 μm),日本 Na-
cai Tesque 公司;Prostar 高效制备色谱仪,美国 Varian
公司。
1. 3　 波拉霉素 A 检测方法的建立

1. 3. 1　 色谱条件

色谱柱:COSMOSIL 5C18-MS-Ⅱ反相柱(250 mm ×
4. 6 mm,5 μm);流动相 ∶ V(乙腈) ∶ V(水) = 45∶ 55;进
样量 10 μL;流速 1 mL / min;柱温 30 ℃ ;检测波长

220 nm。
1. 3. 2　 标准溶液的制备

波拉霉素标准溶液的配制:精密称取波拉霉

素适量,用流动相溶解配制成质量浓度为 1 g / L 的

储备液。 分别精密量取该储备液适量,用流动相

逐级稀释成质量浓度为 2 . 5 、5 、25 、50、125 、250、
500 mg / L 的波拉霉素系列标准溶液,置 4 ℃ 冰箱

备用。
1. 3. 3　 发酵液样品处理方法

取 2 mL 发酵液,加入 4 mL 色谱纯级别的甲醇溶

液,充分振荡混匀后,置 4 ℃ 冰箱避光放置 24 h,
12 000 r / min, 4 ℃ 冷 冻 离 心 10 min, 取 上 清 液 用

0. 22 μm 微孔滤膜过滤 [11 - 12] 。
1. 3. 4　 最大吸收波长的测定

使用高效液相色谱二极管阵列检测器( diode ar-
ray detector, DAD)紫外全波长检测功能,对波拉霉素

A、B 色谱峰进行 190 ~ 400 nm 扫描 [13] ,测定其最大

吸收波长。
1. 3. 5　 标准曲线的测定

对波拉霉素系列标准溶液,按 1. 3. 1 方法进行测

定,以波拉霉素 A 的峰面积 ( y) 对其质量浓度 ( x,
g / L)进行线性回归运算,求得线性回归方程,既为标

准曲线。
1. 3. 6 　 检出限 ( limit of detection, LOD) 和 定 量 限

( limit of quantitation, LOQ)的测定

按 1. 3. 1 方法测定发酵液样品中波拉霉素 A 质

量浓度和信噪比( S / N),并使用空白样品溶液稀释,
以 3 倍信噪比(S / N≥3)所对应的波拉霉素 A 质量浓

度为检测限,以 10 倍信噪比( S / N≥10)所对应的波

拉霉素 A 质量浓度为最低定量限 [14] 。

1. 3. 7　 加标回收率的测定

按照 1 . 3 . 3 方法制备发酵液样品,采用样品加

标的方法,向样品中分别加入 1 倍、2 倍、10 倍定量

限 浓 度 3 个 水 平 的 波 拉 霉 素 A 标 准 品 ( GB / T
27404—2008《实验 室 质 量 控 制 规 范 食 品 理 化 检

测》 ) ,重复测定 3 次,加标回收率的计算如公式(1)
所示 [15] :

加标回收率 / % =
CS - C0

CT
× 100 (1)

式中:C s 为加标试样测定质量浓度,mg / L;C0 为未加

标试样测定质量浓度,mg / L;CT 为理论加标质量浓

度,mg / L。
1. 3. 8　 方法的精密度

将处理好的不同批次且波拉霉素 A 质量浓度不

同的 3 个样品,每个样品连续测定 11 次,计算方法的

精密度, 方 法 的 精 密 度 用 相 对 标 准 偏 差 ( relative
standard deviation, RSD)表示。
1. 3. 9　 波拉霉素 A 的分离纯化

取发酵培养液 1 000 mL,加无水草酸调 pH 至

4 ~ 4 . 5,离心弃上清液,用冻干机将沉淀物干燥过

夜。 干燥的固体粉末用 95% ( 体积分数 ) 乙醇浸

泡,避光静置 24 h,期间每隔 8 h 振荡混匀 1 次,离
心收集上清液,45 ℃ ,200 r / min,减压浓缩至只余

水,将水不溶物用乙酸乙酯洗涤 2 次后,加 1 倍体

积乙腈复溶,获得浓缩发酵培养液,用 0 . 22 μm 微

孔滤膜过滤,使用 HPPC 分离滤液,获得波拉霉素 A
纯化收集液,重复 3 次,并利用 1 . 3 . 1 方法测定浓

缩发酵培养液和纯化收集液中波拉霉素 A 的质量

浓度,计算纯度 [16] 和纯化得率 [17] 。
HPPC 条件:色谱柱:PrepHT XDB-C18[(21. 2 mm ×

250 mm,7 μm);流动相:V(乙腈) ∶ V(水) = 45∶ 55)];进
样量 3 mL;流速 1 mL / min;检测波长 220 nm。 纯度和纯

度得率的计算如公式(2)和公式(3)所示:

纯度 / % =
A i

A t
× 100 (2)

纯化得率 / % =
CA集 × VA集

CA缩 × VA缩

× 100 (3)

式中:A i 为目标物色谱峰面积,mAU·min;A t 为总色

谱峰面积,mAU·min;CA集 为纯化收集液波拉霉素 A
质量浓度,mg / L;VA集 为纯化收集液体积,mL;CA缩 为

浓缩发酵培养液波拉霉素 A 质量浓度,mg / L;VA缩 为

浓缩发酵培养液体积,mL。
1. 3. 10　 UPLC-Q-TOF 的质谱条件

正离 子 ( Dual AJS ESI + ) 模 式, 离 子 源 温 度
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350 ℃ ,毛细管电压 4 000 V,干燥气流速 11 L / min,
鞘气温度 250 ℃ ,鞘气流速 11 L / min,雾化气压力

55 psi。 一级母离子扫描范围 m / z 为 800 ~ 1 200,二
级质谱使用 Targeted-MS / MS 模式,选择 1 090. 699 6
m / z 作为母离子,质量精度误差 ± 50 ppm,碎片离子

扫描范围 m / z 为 100 ~ 1 200,碰撞能为 70 eV。

2　 结果与分析

2. 1　 方法专属性考察

将一定质量浓度的波拉霉素混标溶液、波拉霉素

B 标准溶液、样品和空白样品,按 1. 3. 1 方法操作,获

得波拉霉素混标溶液色谱图(图 1 - A)、波拉霉素 B
标准溶液色谱图(图 1 - B)、样品色谱图(图 1 - C)和
空白样品色谱图(图 1 - D)。 可见,波拉霉素 A、B 的

保留时间分别约为 14. 1、16. 1 min(图 1),最大吸收

波长均为 220 nm(图 2),发酵培养基中的物质不干

扰波拉霉素 A 和 B 的测定。
2. 2　 波拉霉素的标准曲线

按 1. 3. 5 的方法测定波拉霉素标准曲线,得到线

性回归方程为 y = 0. 035 18x + 0. 086 84,r2 = 0. 999 8。
结果表明,波拉霉素在 2. 5 ~ 500 mg / L 线性关系良好。
检出限为 1 mg / L,定量限为 2. 5 mg / L。

A - 波拉霉素混标溶液;B - 波拉霉素 B 标准品溶液;C - 样品溶液;D - 空白样品溶液

图 1　 波拉霉素混合标准品、波拉霉素 B 标准品、样品和空白样品的 HPLC 色谱图

Fig. 1　 HPLC chromatograms of mixed standard of polaramycin, standard of polaramycin A, sample, and blank sample

图 2　 波拉霉素 190 ~ 400 nm 吸收曲线

Fig. 2　 190 ~ 400 nm wavelength absorption
curve of polaramycin

2. 3　 加标回收实验

表 1 为 回 收 率 实 验 结 果, 加 标 回 收 率 在

90. 53% ~ 101. 96% 。 该方法的回收率符合要求。
2. 4　 精密度

本实验通过 3 组浓度样品考察了方法的精密度,由

表 2 可知,RSD 最高为 1. 65% , <2% ,精密度良好。
表 1　 样品中波拉霉素的加标回收率(n = 3)

Table 1　 Adding standard recoveries of polaramycin in

samples(n = 3)

未加标试样测定质量

浓度 / ( mg·L - 1)
理论加标质量

浓度 / ( mg·L - 1)
加标试样测定质量

浓度 / ( mg·L - 1)
平均加

标回收率 / %

2. 5 51. 01 90. 53

48. 75 5 53. 35 92. 06

25 74. 24 101. 96

表 2　 样品中波拉霉素的精密度(n = 11)

Table 2　 Precision of polaramycin in samples (n = 11)

样品 测定均值 / (mg·L - 1 ) 标准偏差 RSD / %

1 146. 56 0. 47 0. 32

2 169. 69 0. 52 0. 31

3 207. 16 3. 42 1. 65
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2. 5　 波拉霉素 A 的分离纯化与鉴定

通过 1 . 3 . 9 的分离方法,获得了含波拉霉素

的浓缩发酵培养液,并通过 HPPC 收集得到了波

拉霉素 A 纯化收集液 45 mL,按 1 . 3 . 1 方法操作,
测定获得浓缩发酵培养液色谱图 ( 图 3 - A) 和波

拉霉素 A 纯化收集液色谱图(图 3 - B) ,按 2 . 2 标

准曲线计算得浓缩发酵培养液和纯化收集液中波

拉霉素 A 质 量 浓 度 分 别 为 ( 654 . 96 ± 50 . 28 ) 、
(33 . 97 ± 5 . 01 ) mg / L, 纯 化 得 率 为 ( 71 . 84 ±
5 . 95 ) % ,纯 化 收 集 液 中 波 拉 霉 素 A 的 纯 度 为

(87 . 52 ± 7 . 12 ) % 。
按 1 . 3 . 10 的方法,用 UPLC-Q-TOF 对波拉霉

素 A 纯化收集液进行测定,得到波拉霉素 A 纯化

收集液总离子流色谱图(图 4),一级质谱(图 5 - A,
保留时间 = 13 . 841 min ) 下 产 生 显 著 的 m / z
1 090 . 716 0[ M + H] + 分子离子峰,根据响应值和

质荷比推 断 该 纯 化 收 集 液 中 主 成 分 为 波 拉 霉 素

A,质量精度误差为 15 ppm,二级质谱 ( 图 5 - B,
保留时间 = 13 . 869 min) 下波拉霉素 A 分子离子

在 70 eV 碰撞能下进一步裂解,产生二级碎片离

子 m / z 306 . 295 9 [ M + H-C 36 H 63 O 18 ]
+ 、664 . 534 4

[ M + H-C 17 H 29 O 12 ]
+ 、1 010 . 701 3 [ M + H-H 2 O-

OH-COOH] + 、1 028 . 712 4 [ M + H-OH-COOH] + 、
1 046 . 723 2 [ M + H-COOH] + 。

A - 波拉霉素浓缩发酵培养液 ;B - 波拉霉素 A 纯化收集液

图 3 　 浓缩发酵培养液 、波拉霉素 A 的纯化收集液

的 HPLC 色谱图

Fig. 3 　 HPLC chromatograms of concentrated fermentation
broth and purified fraction of polaramycin A

图 4　 波拉霉素 A 纯化收集液总离子流色谱图

Fig. 4　 Total ion current chromatogram of purified
fraction of polaramycin A

A - 一级质谱图;B - 二级质谱图

图 5　 波拉霉素 A 纯化收集液一级和二级质谱图

Fig. 5　 MS and MS / MS spectra of purified fraction of
polaramycin A

3　 结论

本实验建立了吸水链霉菌发酵液波拉霉素 A 的

HPLC 检测和纯化方法,结果表明,波拉霉素 A 和波拉

霉素 B 均在 220 nm 附近有最大吸收,保留时间分别为

14. 1、16. 1 min 左右,分离度较好,峰形较好,基本无拖

尾,培养基组分不干扰实验测定。 首次对检测波拉霉

素 A 所建立的分析方法进行了方法学验证,采用外标

法测定波拉霉素 A 的含量操作简单,线性关系良好结

果准确,回收率高,重复性好。 该方法是测定吸水链霉

菌发酵液中波拉霉素 A 的简单、快速、准确方法。 将液

相色谱条件应用于 HPPC 及 UPLC-Q-TOF,从吸水链霉

菌发酵液中分离纯化得到了较高纯度的波拉霉素 A 溶

液,并获得了波拉霉素 A 的一级和二级质谱图,为该天

然产物的分离纯化提供了参考。
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hygroscopicus fermentation broth by HPLC
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ABSTRACT　 A method for the determination of polaramycin A from Streptomyces hygroscopicus (LP-93) fermentation broth by HPLC was
established in this work. C18 column (250 mm × 4. 6 mm, 5 μm) and acetonitrile-water (45∶ 55) mobile phase were employed, as well the
related parameters: flow rate of 1. 0 mL / min, detection wavelength of 220 nm, injection volume of 10 μL, and column temperature of 30 ℃ .
On this basis, a high performance preparative chromatography (HPPC) purification method of polaramycin A was also established, in which
C18 column (250 mm × 21. 2 mm, 7 μm), a flow rate of 15 mL / min and injection volume of 3 mL were employed. Further, the purified
fraction was qualitatively analyzed by ultra-high performance liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometer (UPLC-Q-
TOF) . The results showed that the method exhibited good linearity with a coefficient of determination (R2 = 0. 999 8) in the range of 2. 5 -
500 mg / L. The average recoveries of the analyte were between 90. 53% - 101. 96% , with relative standard deviation (RSD) less than 2% .
Polaramycin A solution with high purity was obtained, with an average purity of 87. 52% and an average yield of 71. 84% . MS1 and MS2

spectra of polaramycin A were acquired. The method is rapid, simple, and accurate, which can be used for the determination of polaramycin
A from S. hygroscopicus fermentation broth, and it provides a reference for the purification of this natural product.
Key words　 polaramycin;HPLC;purification;UPLC-Q-TOF




