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摘  要 : 恩拉霉素作为多肽类抗生素，是一种新型、安全的饲料添加剂。本文建立了一条基于大孔树脂初纯

和反相色谱精制的分离纯化工艺。该工艺路线首先使用 AB-8 大孔树脂在 0.012 mol/L 盐酸溶液-甲醇 (50：50，

V/V) 缓冲液条件下洗脱实现恩拉霉素初步纯化，再使用制备型 C18 反相色谱柱在 0.05 mol/L 磷酸二氢钠-乙

腈 (70：30，V/V) (pH 4.5) 缓冲液洗脱下实现恩拉霉素 a 和 b 的有效分离，a、b 两个组分纯度分别达到 98.5%

和 98.0%，a 和 b 两种有效成分的总收率为 29.2%。本研究为恩拉霉素 a 和 b 两种纯品的制备以及高纯度恩拉

霉素产品的生产提供了参考。 
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Purification of enramycin by macroporous resin adsorption 
and reversed phase chromatography purification 
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Abstract:  Enramycin is a polypeptide antibiotic and new, safe animal feed additive. A new purification process was 
developed, based on pre-purification by macroporous resin and refining by reversed phase chromatography. AB-8 
macroporous resin was used for the pre-purification process of enramycin, with an elution buffer of 0.012 mol/L aqueous 
HCl solution-methanol (50: 50, V/V). Then, enramycin a and enramycin b were separated effectively by C18 reversed phase 
chromatography, with a elution buffer of 0.05 mol/L aqueous KH2PO4 solution-acetonitrile (70: 30, V/V, pH 4.5). The 
purities of enramycin a and enramycin b were up to 98.5% and 98.0%, respectively. The yield reached 29.2%. This study 
would provide a useful reference for the preparation of enramycin a and enramycin b with ahigh purity. 

Keywords:  enramycin, macroporous adsorption resin, reverse-phase chromatography, purification 

恩拉霉素 (Enramycin)，又名恩来霉素、安

来霉素、持久霉素，是由放线菌 Streptomyces 

fungicidious No. B5477 发酵产生的一种多肽类

抗生素，主要成分为恩拉霉素 a 和 b[1-4]。恩拉

霉素于 1966年由日本武田药品工业株式会社开

发，1993 年在我国注册。恩拉霉素对革兰氏阳

性菌具有很强的抑制作用，不易产生抗药性，

能够改变肠道内的细菌菌落分布，有利于饲料

营养成分的消化吸收，具有很好的促生长效果，

是一种专用的抗生素类饲料添加剂[5-9]。 

恩拉霉素的发酵过程是一个复杂的微生物

代谢过程，副产物众多[10-12]，因此恩拉霉素的

分离纯化工艺较为复杂。现有的恩拉霉素分离

纯化方法主要包括有 Amberlite XAD-2 大孔树

脂[13]、高速逆流色谱[14]、AB-8大孔树脂吸附和

分子筛相结合的方法[15]等，上述方法得到的产

品纯度还有待于进一步提高，而且上述方法得

到的产品多是恩拉霉素 a 和 b 的混合物。大孔

树脂与反相制备色谱作为常见的分离纯化方法

在生化分离领域应用较为广泛[16-20]。 

本论文建立了一条大孔树脂初纯化和反相

色谱精制的分离纯化工艺，从甲醇-盐酸溶液提

取的恩拉霉素提取液中纯化得到高纯度的恩拉

霉素 a 和 b 两种有效成分，为恩拉霉素的检测

和高纯度恩拉霉素产品的制备奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 
菌丝体由内蒙古中牧生物药业有限公司提

供，其他试剂均为购置的国产分析纯试剂。 
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ÄKTA Explorer 10 层析系统购自 GE 

Healthcare (美国)；LC-2012A高效液相色谱仪购

自岛津公司；MALDI-TOF 质谱仪 VOYAGER- 

DE-STR购自美国应用生物系统公司 (ABI)；大

孔树脂 AB-8 购自天津南开允公合成技术有限

公司；大孔树脂 HZ-830购自上海华震科技有限

公司；C18反相制备柱 (20 cm×3.6 cm I.D) 购

自北京创新通恒科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  恩拉霉素提取 

取菌丝体 500 g，加入甲醇 2.5 L，使用     

1 mol/L的盐酸溶液调节 pH值至 3，超声振荡 2 h，

3 000 r/min离心 30 min，取上层清液。 

1.2.2  大孔树脂初分离 

条件探索实验 1：HZ-830 大孔树脂用缓冲

液 A (甲醇-水溶液 (50：50，V/V)，pH 8.0) 浸泡

1 d后，转移到玻璃层析柱 (20.0 cm×1.0 cm I.D.)

上，装成 10 cm 床层高度的大孔树脂层析柱 

(10.0 cm×1.0 cm I.D.)。用平衡缓冲液 A 平衡   

5 个柱体积后进料 8 mL (原料预处理后所得的

上清液，上样量约为 10 mg/mL 树脂)，继续用

缓冲液 A淋洗至基线，再利用缓冲液 A与缓冲

液 B (甲醇-水溶液 (70：30，V/V)，pH 2.5) 的

混合溶剂进行洗脱，分别采用 30%、60%和 100% 

缓冲液 B梯度洗脱，收集穿透峰和各个洗脱峰。

流速为 0.5 mL/min，检测波长为 267 nm。 

条件探索实验 2：AB-8 大孔树脂用缓冲液

C (1.0% NaCl水溶液-甲醇 (50：50，V/V)) 浸泡

1 d后，转移到玻璃层析柱 (20.0 cm×1.0 cm I.D.)

上，装成 10 cm 床层高度的大孔树脂层析柱 

(10.0 cm×1.0 cm I.D.)。用平衡缓冲液 C平衡 5

个柱体积后进料 8 mL (原料预处理后所得的上

清液，上样量约为 10 mg/mL树脂)，继续用缓

冲液 C淋洗至基线，再利用缓冲液 C与缓冲液

D (0.012 mol/L HCl溶液-甲醇 (50∶50，V/V)) 

的混合溶剂进行洗脱，分别采用 20%、30%、

40%和 100%缓冲液 D 梯度洗脱，收集穿透峰 

和各个洗脱峰。流速为 0.5 mL/min，检测波长

为 267 nm。 

AB-8树脂分离纯化实验：AB-8大孔树脂用

缓冲液C浸泡1 d后，转移到玻璃层析柱 (40.0 cm× 

3.6 cm I.D.) 上，装成 30 cm床层高度的大孔树

脂层析柱 (30.0 cm×3.6 cm I.D.)。用平衡缓冲液

C平衡 5个柱体积后进料 500 mL (原料预处理后

所得的上清液，上样量约为 10 mg/mL树脂)，继

续用缓冲液 C 淋洗至基线，然后采用缓冲液 D

洗脱，收集穿透峰和洗脱峰。流速为 10 mL/min，

检测波长为 267 nm。 

1.2.3  反相色谱精制 

大孔树脂初分离得到的目标组分进一步用制

备型 C18反相色谱柱 (20.0 cm×3.6 cm I.D.，5 μm

粒径) 进行精制提纯。反相色谱柱用缓冲液 E 

(0.05 mol/L 磷酸二氢钠-乙腈，70：30，V/V，pH 4.5)

平衡后上样 50 mL，继续洗脱至出峰完全 (总共

约洗脱 1 200 mL)。流速为 10.0 mL/min，检测波

长为 267 nm。 

1.2.4  恩拉霉素检测分析 

利用高效液相方法检测恩拉霉素[21]。 

1.2.5  基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 

(MALDI-TOF-MS)检测分析 

脉冲氮激光 (337 nm) 作为离子解吸电离源。

分析模型使用延迟引出和线性模型，激光强度恒定

为 3 558，加速电压控制在 20 000 V，延迟时间为

700 ns。每个样品点的激光脉冲次数为 50次。 
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2  结果与讨论 

2.1  恩拉霉素的提取 
按照“1.2.1”所描述的方法提取恩拉霉素。甲

醇提取的恩拉霉素提取液用 C18 反相色谱柱分

析，分析结果如图 1 所示。提取液中恩拉霉素 a

的出峰时间约为 9 min；恩拉霉素 b的出峰时间约

为 14 min。利用基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱 (MALDI-TOF-MS) 对提取液进行检测，谱图

如图 2所示，主要成分的分子量分别为 2 357.08 Da

与 2 370.51 Da，与文献中恩拉霉素 a、b的分子量

2 358 Da、2 370 Da基本一致[14]，这表明提取液

含有大量的恩拉霉素 a和 b两种目标物。 

2.2  大孔树脂初分离条件摸索 
2.2.1  不同大孔树脂对恩拉霉素分离效果的影响 

按照“1.2.2”所示的条件探索实验 1 操作条

件，采用 HZ-830大孔树脂对恩拉霉素提取液进

行初分离，分离纯化的谱图如图 3所示。从图 3

可以看出，采用 30%、60%和 100%缓冲液 B洗 

 

 
图 1  恩拉霉素提取液反相色谱分析谱图 
Fig. 1  Chromatography profile of enramycin extract. 

 

 
 
图 2  恩拉霉素提取液基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱谱图 
Fig. 2  Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF) mass spectrum of enramycin extract. 
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图 3  恩拉霉素提取液的 HZ-830 大孔树脂分离条件

优化谱图 
Fig. 3  Optimization of enramycin extract using 
HZ-830 macroporous adsorption resin. 
 
脱得到 3个洗脱峰，分别标记为 P1、P2和 P3。

对 3个洗脱峰 (P1、P2和 P3) 进行 C18反相色

谱柱分析，上述洗脱峰均没有目标产物恩拉霉素

a和 b，这表明 HZ-830大孔树脂未能实现恩拉霉

素提取液的有效吸附和对目标产物的有效纯化。 

按照“1.2.2”所示的条件探索实验 2 操作条

件，采用 AB-8大孔树脂对恩拉霉素提取液进行

初分离，分离纯化的谱图如图 4 所示。从图 4

可以看出，除穿透峰 P0外，采用 20%、30%、

40%和 100%缓冲液 D洗脱得到 4个洗脱峰，标

记为 P1、P2、P3、P4。分别采用 C18反相色谱

柱对穿透峰 P0和洗脱峰 P1、P3、P4 (P2峰太小，

未进一步检测)) 进行分析，只有洗脱峰 P4含有

目标产物恩拉霉素 a和 b。表明 AB-8大孔树脂

在含 0.006 mol/L HCl 50%甲醇-水溶液洗脱条件

下可以实现恩拉霉素提取液的有效纯化。 

2.2.2  AB-8大孔树脂吸附分离纯化 

在确认了选用 AB-8 大孔树脂和合适的分

离纯化条件后，进行了大孔树脂吸附的分离纯

化，具体操作条件如“1.2.2” AB-8树脂分离纯化

实验所示。分离纯化谱图如图 5 所示，P0 属于

穿透峰，P1为 100%缓冲液 D的洗脱峰，P1洗

脱峰制备的样品纯度与条件摸索实验基本一

致。利用 AB-8大孔树脂去除掉恩拉霉素提取液

中的大部分杂质，为制备型 C18 反相色谱的继

续纯化进行准备。 

2.3  恩拉霉素的精制 
在大孔树脂初分离的基础上，只得到了恩

拉霉素 a 和 b 的混合物，并且产品中还含有少

量杂质。为了进一步提高产品纯度，并将恩拉

霉素 a和 b组分分开，实现恩拉霉素 a和恩拉霉

素 b 纯品的制备，进一步采用制备型 C18 反相

色谱柱对初分离的恩拉霉素样品进行精制。制

备型反相色谱的具体操作条件如“1.2.3”所示，分

离纯化谱图如图 6 所示。采用分段接样的方式 

(10 mL/管) 收集缓冲液 E洗脱峰 P1、P2和 P3，

并采用反相色谱对其纯度进行分析，结果表明

从 658−806 mL 收集的 P2 峰含有纯度高达

98.5%的恩拉霉素 a，从 906−952 mL收集的 P3

含有纯度高达 98.0%的恩拉霉素 b (图 7)，恩拉

霉素 a与 b两种有效成分的总收率为 29.2%。前 
 

 
 

图 4  恩拉霉素提取液的 AB-8 大孔树脂分离条件优

化谱图 
Fig. 4  Optimization of enramycin extract using AB-8 
macroporous adsorption resin. 
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图 5  恩拉霉素提取液的 AB-8 大孔树脂分离谱图 
Fig. 5  Chromatography profile of enramycin extract 
using AB-8 macroporous adsorption resin. 

 
 
图 6  恩拉霉素初纯液在制备型反相色谱上的层析谱图 
Fig. 6  Chromatography profile of pre-purified enramycin 
in preparative C18 reverse phase chromatography. 

 

 

 
 
图 7  制备型反相色谱洗脱组分的反相色谱分析谱图 
Fig. 7  Reverse phase chromatography profiles of enramycin eluted from preparative C18 reverse phase 
chromatography. (A) Enramycin a. (B) Enramycin b. 
 
人使用大孔树脂分离纯化恩拉霉素不能将恩拉

霉素 a 和 b 两种有效成分分开，且分离纯度也

仅为 95%左右[15]；使用高速逆流色谱对恩拉霉

素进行分离虽然可以将恩拉霉素 a 和 b 两种有

效成分进行分离，但是纯度也仅为 95%以上[14]。

本文利用大孔树脂 (AB-8 大孔树脂) 和反相色

谱 (C18 反相填料) 相结合的分离纯化工艺有

效解决了前人研究中存在的缺陷。 
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3  结论 

恩拉霉素是一种重要的多肽抗生素，广泛

用作动物饲料添加剂，恩拉霉素的主要成分为

恩拉霉素 a和恩拉霉素 b。针对恩拉霉素产品纯

度低、恩拉霉素 a 和恩拉霉素 b 无法得到有效

分离的问题，本研究开发了一条包括大孔树脂 

(AB-8 大孔树脂) 初纯和反相色谱 (C18 反相

填料) 精制的分离纯化工艺，分离纯化得到 2 种

高纯度的恩拉霉素关键组分：恩拉霉素 a 和恩

拉霉素 b。该工艺路线首先使用 AB-8大孔树脂

在 0.012 mol/L 盐酸溶液-甲醇 (50：50，V/V)

缓冲液条件下洗脱实现恩拉霉素初步纯化，再

使用制备型 C18反相色谱柱在 0.05 mol/L 磷酸

二氢钠-乙腈 (70：30，V/V) (pH 4.5) 缓冲液洗

脱下实现恩拉霉素 a 和 b 的有效分离，a、b 两

个组分纯度分别达到 98.5%和 98.0%，a和 b两

种有效成分的总收率为 29.2%，该纯度高于现有

的分离纯化方法，为恩拉霉素的分析检测以及

高纯度恩拉霉素产品的开发奠定了坚实的   

基础。 
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