
微生物学通报                                            DEC 20, 2009, 36(12): 1859~1864 
Microbiology                                         © 2009 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：上海市创新行动计划重大项目(No. 2007DZ19503-4) 
* 通讯作者：Tel: 86-21-64252078, Fax: 86-21-64250068; : dzhwei@ecust.edu.cn; 

Tel: 86-21-64253156, Fax: 86-21-64250068; : ylshen@ecust.edu.cn 
收稿日期：2009-06-02; 接受日期：2009-08-17 

研究报告 

基因工程 FR-008/杀念菌素脱羧衍生物 CS103 
的分离提取及毒性和抗白色念珠菌活性研究 

毛相朝 1, 2  陶欣艺 1  杨  亮 1  沈亚领 1*  魏东芝 1, 2*  邓子新 3 
(1. 华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 鲁华生物技术研究所  上海  200237) 

(2. 中国科学院青岛生物能源与过程研究所 中国科学院生物燃料重点实验室  山东 青岛  266101) 
(3. 上海交通大学微生物代谢教育部重点实验室  上海  200030) 

 
 

摘  要: 本文在建立了基因工程 FR-008/杀念菌素脱羧衍生物 CS103 分离提取工艺的基础上, 经
进一步纯化, 获得一定供试样品。通过对比脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103、FR-008/杀念菌素和两

性霉素 B 三种化合物对人胚肾细胞毒性、对人血红细胞的溶血活性和对白色念珠菌的抗菌效果, 
发现脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 的毒性较 FR-008/杀念菌素和两性霉素 B 大大降低, 且保持了较

高的抗真菌(Candida albicans)活性。 
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Abstract: Based on founding the methods for isolation and purification of the novel decarboxylated 
FR-008/Candicidin derivative CS103, we obtained enough samples for testing from the culture mycelia of 
the mutant of Streptomyces FR-008. Through comparing the cell toxicities on Human Embryonic Kidney 
Cells 293, haemolytic activities on human erythrocytes and antifungal activities on C. albicans, we found 
that the toxicity of decarboxylated FR-008/Candicidin derivative CS103 had been lower than 
FR-008/Candicidin and Amphoteicin B, while it still had high antifungal activity on C. albicans. 
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随着真菌感染尤其是深部真菌感染的发病率日

益增高, 开发低毒高效的抗真菌抗生素是筛选新抗

生素的一个重要动向。从自然界中直接分离具有新

结构化合物的机率越来越小, 基于分子生物学基础

的组合生物合成技术和代谢工程技术成为解决上述

问题的重要途径[1−3]。多烯大环内酯抗生素杀念菌素

具有广谱抗真菌作用, 被广泛应用于念珠菌阴道炎, 

并且能够作用于胆固醇和胆汁代谢 [4]。链霉菌

FR-008是梁蓉芳等在吸水链霉菌应城变种 10-22原生

质体融合的过程中发现的一株新的抗生素产生菌[5], 

其代谢产物抗生素 FR-008 的化学结构分析表明

FR-008与灰色霉菌 IMRU3570(Streptomyces. griseus 

IMRU3570)产生的代谢产物杀念菌素具有相同的化

学结构, 是一种带有对氨基苯乙酮侧链的 38元七烯

大环内酯类抗生素[6,7], 且与两性霉素 B的结构及其

相似, 如图 1 所示。FR-008/杀念菌素作为一种强烈

而有效的治疗剂, 对大多数真菌尤其对念珠菌有较

强的杀灭作用, 可用于治疗念珠菌阴道炎及阴道滴

虫感染; 同时发现对前列腺增生有明显的抑制作用; 杀

念菌素还被证明具有降低血胆固醇(血脂)的作用[8,9], 

但是因其毒性太大限制了进一步的临床应用。研究

证明, 在 FR-008/杀念菌素的生物合成过程中可能

要经历至少 3个后修饰过程: C-21位的糖基化、C-9

位(或 C-10位)的羟基化和 C-18位甲基的羧基化, 陈

实等在对 FR-008/杀念菌素生物合成基因簇分析的

基础上, 推断细胞色素 P450 单氧化酶 FscP 可能参

与反应将 C-18位的甲基侧链氧化为羧基基团[6]。陈

实和毛相朝等通过实验确证了 fscP基因缺失的突变

株 CS103 其发酵产物为脱羧 FR-008/杀念菌素衍生

物, 进一步通过观察脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103

和 FR-008/杀念菌素对兔血的溶血作用, 初步证明

了脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103毒性较 FR-008/杀念

菌素大大降低[6,10]。 

本文在建立了脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 分
离提取工艺的基础上, 进一步经过高效液相色谱制
备获得一定量供试样品, 对脱羧 FR-008/杀念菌素
CS103、FR-008/杀念菌素和临床上用的两性霉素 B
的细胞毒性、溶血活性(人血红细胞)和抗白色念珠 

 

图 1  FR-008/杀念菌素及其脱羧衍生物 CS103 的结构[6,10] 
Fig. 1  Chemical structures of FR-008/candicidin and the 
novel decarboxylated derivatives CS103[6,10] 
注: FR-008/杀念菌素: R=COOH; 脱羧衍生物 CS103: R=CH3. 
Note: R=COOH is FR-008/candicidin; R=CH3 is its novel decar-
boxylated derivatives CS103. 
 
菌活性进行了对比, 为下一步的新药研发奠定了坚
实的基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌种和细胞 
缺失 fscP 基因的链霉菌 FR-008 突变株 CS103

由上海交通大学邓子新院士实验室惠赠; 白色念珠
菌(C. albicans)采用甘油管保藏法短期保藏, 冷冻干
燥保藏法长期保藏 ; 人胚胎肾细胞(Human embry-
onic kidney cells)293: 中科院上海细胞生物学研究
所提供, 置 5% CO2 培养箱, 37°C 培养, 培养基为
DMEM, 添加 10%的小牛血清。 

1.2  抗生素发酵生产方法 
将 300 μL孢子悬液接种至含有 50 mL种子培养

基(葡萄糖 1%, 麦芽糖提取物 0.3%, 酵母粉 0.3%, 

蛋白胨 0.5%, 以 NaOH调 pH 7.2~7.5)的 250 mL摇

瓶中, 接种后置于 28°C 下, 200 r/min 摇床上培养 

30 h左右。按接种量的 10%转接到含有葡萄糖 2%、

淀粉 1%、甘油 1.39%、酵母粉 0.3%、工业氨基酸

粉  0.5%、蛋白胨 0.1%、NaCl 1%、FeSO4·7H2O 

0.05%、CuSO4 0.004% 的发酵罐中, 450 r/min搅拌、

200 L/h通气量, 28°C培养。结合作者前期建立的发

酵调控策略进行发酵生产[11−14], 发酵过程抗生素检

测方法参照文献[15]。 

1.3   分析测定方法 
1.3.1  抗生素待测溶液配置: 脱羧 FR-008/杀念菌
素 CS103、FR-008/杀念菌素和两性霉素 B用 DMSO 
(二甲基亚砜)配制成 5000 μg/mL, 因样品溶液不稳
定, 每次实验分别使用固体样品现配现用。 
1.3.2  细胞毒性实验: 将细胞接种于 96孔培养板中, 
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将对数生长期细胞以 0.25%胰酶消化后, 用含 10%

小牛血清的 DMEM 培养液吹打成单细胞悬液并调

节细胞浓度至 2 × 105 个/mL, 接种于 96孔培养板中, 

每孔 0.1 mL。实验组分别加入脱羧 FR-008/杀念菌

素 CS103、FR-008/杀念菌素和两性霉素 B, 根据预

实验结果, 每组浓度分别设 5~6 个梯度; 对照组不

加药(仅加药物溶剂 DMSO), 阴性空白组仅加入培

养液。分别将实验组、对照组和阴性空白组接种于

96 孔培养板, 每孔 200 μL, 每组浓度设 6 个复孔, 

置于 37°C、5% CO2及饱和湿度的培养箱培养, 细胞

培养 18 h、36 h后, 每孔加入 5 g/L MTT 10 μL, 继

续培养 4 h后结束, 吸出孔板中的培养液, 每孔加入

DMSO 150 μL, 振荡 10 min, 待 MTT还原产物完全

溶解, 用 BioRad 550型酶标仪, 以 550 nm为检测波

长 , 655 nm 为参照波长测定其吸收度 , 计算

HEK293细胞的存活率和半数抑制浓度(IC50)。 

细胞存活率  = 测试组 OD 平均值  / 对照组

OD平均值 × 100%,  

抑制率 = 1 − 存活率,  

半数抑制浓度(IC50) = 细胞存活率达到一半时

的药物作用浓度。 

1.3.3  溶血活性实验: 取新鲜人血数毫升(约 20 mL), 

分别除去纤维蛋白, 使成脱纤血液。加入 0.9%氯化

钠溶液约 10倍量, 摇匀, 以 1500 r/min~2000 r/min

离心 5 min, 除去上清液, 沉淀的红细胞再用 0.9%

氯化钠溶液按上述方法洗涤 2~3 次, 至上清液不显

红色为止。将所得红细胞用 0.9%氯化钠溶液配成 2%

的红细胞混悬液, 供实验用, 按照文献提供的方法

测溶血率[16, 17]。 

溶血率计算公式: 
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100× , 公式中 ABS为样品的吸光值, ABS100为阳性

对照吸光值, ABS0为阴性对照吸光。 
1.3.4  抗白色念珠菌活性实验: 将样品的 DMSO溶

液, 用沙堡氏培养基(葡萄糖 4%、蛋白胨 1%、氯霉

素 0.0125%)稀释至 0.4 μg/mL后, 在 96孔板上对倍

稀释 10 个浓度, 加入等量新鲜的约 104 CFU/mL~ 

105 CFU/mL白色念珠菌(C. albicans)悬液。将肉眼不

见生长的孔内培养物接种沙堡氏琼脂培养基, 35°C

培养 24 h, 最低杀死 90%以上微生物生长的浓度即

为 MBC值(最低杀菌浓度)。 

2  结果和讨论 

2.1   抗生素分离工艺的确定 
2.1.1  发酵上清液和菌丝体中目标产物的分布状态: 
发酵结束后, 脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 以两种
形式存在, 部分以游离态存在于发酵液中, 另一部
分存在于菌丝体内。通过离心分离得到发酵液上清

和菌丝体, 把得到的发酵液和菌丝体再用正丁醇(选
择正丁醇的原因是可以与发酵上清液两相分离)萃
取 2 h, 分层或者离心得到了正丁醇萃取液。表 1列
出了不同培养条件和培养基配比发酵结束后产物的

存在状态, 从表中可以看出, 虽然发酵条件对脱羧
FR-008/杀念菌素 CS103的存在状态有影响, 但发酵
过程产生的产物大部分存在于菌丝体内, 在发酵液
的上清中仅占 3.55%。 
 

表 1  发酵上清液和菌丝体中目标产物的分布比例 
Table 1  Distributing of the antibiotic in the broth 

and mycelium 

脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 
Decarboxylated FR-008/Candicidin 

Derivative CS103 (μg/mL) 
批次 
Run 

Supernant Mycelium Total 

上清中抗生

素百分含量
The ratio of 
supernant 

(%) 
1 1.42 38.84 40.26 3.53 

2 1.53 40.82 42.35 3.62 

3 1.35 37.22 38.57 3.51 

Average 1.38 37.68 39.06 3.55 
 

由于在上清中的产物比例很低, 考虑到成本问
题, 因此只将菌体中的产物作为分离纯化的对象。 
2.1.2  菌丝体内抗生素分离提取工艺的确定: 鉴于
抗生素的有效组分主要存在于菌丝体内, 选择合适
的有机溶剂成为提高萃取效率的关键。考虑到它的

不稳定性, 在整个分离过程中未采用酸性或碱性溶
剂。从产物结构(参见图 1)来看, 是一个典型的两性
大分子(指亲水性和亲脂性)。正是这样一种特殊结
构, 导致了它只能溶解在两性溶剂或两种不同极性
溶剂组成的混合溶剂当中, 并且不会有很高的溶解
度。根据前期预实验结果, 综合考虑效率、成本和
操作可行性 , 我们选择了甲醇(80%)作为产物分离
提取过程中使用的第一步萃取溶剂。 

分别取 6 份相同量的发酵菌丝体浸泡在 80%甲
醇中, 依次萃取 0.25 h、0.5 h、1 h、2 h、4 h和 8 h。
结果如图 2 所示, 随着萃取时间的增加, 目标产物
的含量也逐渐增加, 但是都在 2 h后达到最大值, 之
后保持稳定, 说明抗生素的萃取量在此处达到临界
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图 2  甲醇(80%)萃取参数的确定 
Fig. 2  The extraction parameters of antibiotic with methanol (80%) 

 
点。因此在后续实验中, 产物提取采取 80%甲醇萃
取 2 h为佳。80%甲醇作为溶剂相萃取发酵液菌丝体, 
每 100 g湿菌体加入 300 mL 80%甲醇萃取 2 h, 共萃
取 5 次。结果显示(图 2), 萃取 3 次以后, 目标产物
的含量已经很少, 为了提高效率、节约成本, 此后的
萃取过程每批萃取 3次。 

根据上述研究, 结合前人文献报道 [18], 建立了
溶媒萃取和沉淀法相结合的产物分离提取工艺, 如
图 3 所示流程图。该工艺的特点是: 萃取溶剂选择
甲醇更容易减压浓缩; 萃取液浓缩到最后, 基本为
水分 , 成黑色粘稠状 , 活性物质基本不溶于水 , 因
此在这一步, 我们选择离心, 直接除去水分和大量
的水溶性杂质 , 省缺一步萃取 , 节省了溶剂 , 且效
果要更好; 采取溶媒萃取技术避免了柱层析过程产
物见光分解。在此基础上, 进一步经过高效液相色

谱技术分离制备了一定量高纯度供试样品。 

2.2  细胞毒性实验 
按照 1.3.2 实验方法和计算公式获得细胞存活

率 , 并绘制曲线图(见图 4), 可以看出 , 脱羧 FR- 
008/杀念菌素 CS103 对人胚肾细胞的毒性远远低于
FR-008/杀念菌素, 同时与市售抗真菌药物两性霉素
B相比也明显降低, 在HEK293细胞培养 36 h后, 加
入待测样品, 脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103、FR-008/
杀念菌素和两性霉素 B 3种化合物对人胚肾细胞毒
性的半数抑制浓度(IC50)分别为 13.60 μg/mL, 0.26 
μg/mL和 5.94 μg/mL, 说明 FR-008/杀念菌素环外羧
基由甲基取代以后, 新衍生化合物脱羧 FR-008/杀
念菌素 CS103细胞毒性明显降低。 

2.3  溶血活性实验 
溶血(Hemolysis)即红细胞破裂, 血红蛋白逸出 

 

 

图 3  产物分离纯化流程 
Fig. 3  The process of separation and purification of antibiotic CS103 
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图 4  脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103、FR-008/杀念菌素和两性霉素 B 对细胞存活率的影响 
Fig. 4  The effect of Decarboxylated FR-008/Candicidin derivative CS103, FR-008/Candicidin and Amphotericin 

B on cell viability 
 

称红细胞溶解 , 简称溶血。它是衡量药物毒性的一

个重要指标。根据 1.3.3 实验方法和计算公式 , 得

到脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103、FR-008/杀念菌素和

两性霉素 B分别在 200 μg/mL、150 μg/mL、100 μg/mL、

50 μg/mL、10 μg/mL、5 μg/mL、0.5 μg/mL、0.1 μg/mL、

0.05 μg/mL浓度下的溶血率, 并作曲线图(图 5)。 

从图5中可以看出, 脱羧FR-008/杀念菌素CS103

对人血红细胞的溶血活性远远低于 FR-008/杀念菌素

和两性霉素 B。杀念菌素和两性霉素 B均在 1 μg/mL~ 

5 μg/mL 达到 100%溶血, 而脱羧 FR-008/杀念菌素

CS103直到大于 50 μg/mL才达到 100%溶血。脱羧

FR-008/杀念菌素 CS103、FR-008/杀念菌素和两性 
 

 

图 5  脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103、FR-008/杀念菌素和

两性霉素 B 的溶血活性 
Fig. 5  Hemolysis of Decarboxylated FR-008/Candicidin 
derivative CS103, FR-008/Candicidin and Amphotericin 
B  

霉素 B 3 种化合物引起 50%溶血的浓度分别为 : 
11.80 μg/mL、0.69 μg/mL和 0.40 μg/mL。该结果同
我们前期的兔血红细胞的实验结果一致 [10], 说明
FR-008/杀念菌素环外羧基由甲基取代以后, 新衍生
化合物脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 对人血红细胞
的溶血活性也明显降低。 

2.4  抗白色念珠菌活性实验 
抗真菌抗生素脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103、

FR-008/杀念菌素和两性霉素 B 等对白色念珠菌(C. 

albicans)的抗菌效果见表 2, 可以看出 FR-008/杀念

菌素环外侧链羧基由甲基取代以后, 抗白色念珠菌

活性略有降低, 但是降低的程度远没有 2.1和 2.2实

验结果反映出的毒性降低的程度大, 因此从治疗指

数来衡量脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 要优于

FR-008/杀念菌素。而从与两性霉素 B 的对比来看, 

脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 虽然活性有所降低, 

但仍然高于两性霉素 B, 而上述毒性实验结果显示, 

脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 的细胞毒性和溶血毒

性均低于两性霉素 B, 特别是对人血红细胞的溶血 
 

表 2  脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103、FR-008/杀念菌

素和两性霉素 B 抗白色念珠菌活性比较 
Table 2  Antifungal activities against C. albicans of 

Decarboxylated FR-008/Candicidin derivative CS103, 
FR-008/Candicidin and Amphotericin B on C. albicans 

白色念珠菌 
C. albicans 

最低杀菌浓度 
MBC (μg/mL) 

Decarboxylated FR-008/Candicidin 
derivative CS103 0.025~0.05 

FR-008/Candicidin 0.00625~0.0125 

Amphotericin B 0.05 
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毒性要降低 50 倍左右, 因此脱羧 FR-008/杀念菌素
CS103 的临床应用前景要优于 FR-008/杀念菌素和
两性霉素 B。 

3  结论和展望 

本文建立了脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 产物

的分离提取工艺, 该工艺减少了萃取步骤, 成本大

幅降低, 而且避免了产物降解, 提高了效率。在此基

础上, 经过进一步纯化, 获得一定量的供试样品。通

过细胞毒性实验、溶血活性实验和抗真菌活性实验

显示, 脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103、FR-008/杀念

菌素和两性霉素 B三种化合物对人胚肾 HEK293细

胞毒性的半数抑制浓度(IC50)分别为 13.60 μg/mL、

0.26 μg/mL和 5.94 μg/mL, 3种化合物引起人血红细

胞 50%溶血的浓度分别为: 11.80 μg/mL、0.69 μg/mL

和 0.40 μg/mL; 而对白色念珠菌(C. albicans)的抗菌

效果可以看出脱羧 FR-008/杀念菌素 CS103 抗真菌

活性高于两性霉素 B, 比 Candicidin略有降低, 但是

没有毒性降低的程度大。因此由上述毒性实验和生

物活性实验显示, 基因工程 FR-008/杀念菌素脱羧

衍生物 CS103 的毒性大大降低, 而且保持着较高的

抗真菌活性, 进一步开发有望为临床提供一种新型

抗真菌抗生素。 
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