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一种青霉菌及其发酵生产青霉酸的方法

(57)摘要

本发明公开一种青霉菌属微生物及其发酵

生产青霉酸的方法，该青霉菌属微生物为云南昭

通野生天麻中分离得到的内生真菌，利用该菌株

发酵制备青霉酸的方法。主要步骤包括：在合适

的培养条件下发酵菌株，经过溶剂超声提取、浓

缩后，结合柱层析法，可制备大量的青霉酸，发酵

液中浓度可达1.57～1.77g/L，提取分离后纯度

可达到95～98％。该方法成本较低，过程简单，环

境友好，可用于大量生产，不仅满足了低碳经济

的需求，而且为青霉酸的进一步研究和相关产品

开发奠定了基础。
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1.青霉菌(Penicillium  sp.)T2‑8，其特征在于，保藏编号为CGMCC  No.11854。

2.一种微生物代谢制备青霉酸的方法，其特征在于，液体有氧发酵青霉菌T2‑8制得青

霉酸，所述青霉菌T2‑8保藏编号为CGMCC  No.11854；

菌体活化：将青霉菌T2‑8接种到经过121℃高温灭菌30min的PDA斜面培养基，置于28℃

恒温培养箱中培养2～7d后，置于4℃冰箱中备用；

菌种制备：将活化的菌体接入PDB培养基中，27℃～30℃，150～200rpm下进行发酵2～

4d；

发酵过程：将制备好的菌种按照体积分数5～10％加入发酵培养基中，27～30℃，150～

200rpm下进行发酵12～14d；

发酵结束后，发酵液连同菌体超声破壁15～30min，再用等体积的乙酸乙酯萃取两次，

真空浓缩得到粗提物，分离粗提物得到青霉酸；

经薄层层析和高效液相色谱检测粗提物，青霉酸为主要代谢产物，含量达粗提物的

11.14～13.54％；然后经过凝胶柱层析分离，甲醇洗脱，通过NMR以及HR‑ESI‑MS确定其为青

霉酸。

3.青霉菌(Penicillium  sp.)T2‑8在制备青霉酸中的应用，其中青霉菌的保藏编号为

CGMCC  No.11854。
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一种青霉菌及其发酵生产青霉酸的方法

技术领域：

[0001] 本发明涉及青霉酸的制备，具体来说涉及一株青霉菌及通过其代谢制备青霉酸的

方法。

背景技术：

[0002] 近年来，因为微生物具有代谢周期短、转化反应条件温和、副产物少、立体选择性

强等特点，通过微生物(真菌、细菌以及藻类)发酵来制备特定化合物的方法越来越受到人

们的重视。在实际生产中，已经有大量的应用实例通过微生物发酵来生产一些具有研究价

值及经济价值的化合物。

[0003] 青霉酸是一个由霉菌代谢代谢产生的丁烯内酯类化合物，它对各种动物具有毒

性，主要引起心脏、肝脏和肾脏等器官的损伤，并广泛存在于动物饲料中。同时青霉酸具有

较好的反应活性，可作为前体化合物或中间体参与许多有机合成反应。因此青霉酸在生化

研究、化学合成及医药领域具有一定的研究价值。

发明内容：

[0004] 本发明旨在提供了一种可大量生产青霉酸的生物方法，利用青霉菌发酵代谢制备

青霉酸，发酵液中的浓度可达1.57～1.77g/L，提取分离后纯度可达到95～  98％，具有过程

简单，环境友好，易于大量生产等特点。

[0005] 为了达到上述目的，本发明提供了一种微生物有氧液体发酵生产青霉酸。首先本

发明提供了一株青霉（Penicillium  sp.），保藏编号为CGMCC  No.  11854。

[0006] 本发明还提供了利用青霉菌T2‑8制备青霉酸的应用。

[0007] 具体说本发明提供了一种微生物代谢制备青霉酸的方法，通过有氧液体发酵青霉

菌T2‑8制得青霉酸。所述青霉菌T2‑8保藏编号为CGMCC  No.11854。

[0008] 优选方式下，以体积质量百分比计所述发酵培养基成分：1～3％葡萄糖，  0 .2～

0.4％磷酸氢二钾，0.1～0.2％七水合硫酸镁，15～25％马铃薯汁1L，2～5  毫克每升硫胺

素。

[0009] 菌体活化：将青霉菌T2‑8接种到经过121℃高温灭菌30min的PDA斜面培养基，置于

28℃恒温培养箱中培养2～7d后，置于4℃冰箱中备用。

[0010] 菌种制备：将活化的菌体接入PDB培养基中，27～30℃，150～200rpm下进行发酵2

～4d。

[0011] 发酵过程：将制备好的菌种按照体积分数5～10％加入发酵培养基中，27～  30℃，

150～200rpm下进行发酵12～14d。

[0012] 发酵结束后，发酵液连同菌体超声破壁15～30min，经高效液相色谱分析，发酵液

中青霉酸浓度为1.57～1.77g/L。

[0013] 用等体积的乙酸乙酯萃取发酵液两次，真空浓缩得到粗提物，经薄层层析和高效

液相色谱检测粗提物，其主要代谢产物含量可达粗提物的11.14～13.54％。经过凝胶柱层
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析分离(甲醇洗脱)，通过NMR以及HR‑ESI‑MS鉴定确定化合物结构。经高效液相色谱分析其

纯度可达95～98％。

[0014] 本发明是利用从云南昭通野生天麻内生真菌中筛选出的一株青霉菌制备青霉酸

的方法。通过青霉菌T2‑8的生物合成能力，从其发酵液中提取分离代谢产物制备青霉酸。

[0015] 本发明方法采用的原料便宜易得，反应条件温和、过程简单，设备要求简单，环境

无污染，适宜扩大化生产。

[0016] 保藏说明

[0017] 本发明涉及的生物材料样品的保藏信息：参据的微生物（株）为T2‑8，分类命名为

青霉（Penicillium  sp.），已于2015年12月9日向中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生

物中心（简称CGMCC）提交保藏，保藏编号为CGMCC  No.  11854。CGMCC地址为北京市朝阳区北

辰西路1号院3号。

附图说明：

[0018] 图1为本发明中目标化合物的1H‑NMR；

[0019] 图2为本发明中目标化合物的13C‑NMR；

[0020] 图3为本发明中目标化合物的HR‑ESI‑MS；

[0021] 图4为本发明中目标化合物的代谢动力学曲线。

具体实施方式：

[0022] 下面结合实施对本发明进行进一步描述，但本发明的保护范围不局限于此，任何

熟悉本技术领域的技术人员在本发明披露的技术范围内，根据本发明的技术方案及其发明

构思加以等同替换及改变，都应涵盖在本发明的保护范围之内。

[0023] 将采自云南昭通小草坝的野生天麻通过次氯酸钠溶液(有效氯浓度5.0％)、  75％

乙醇浸泡和无菌水洗涤工艺进行表面灭菌，然后把处理成小块的植物组织植入121℃灭菌

的PDA双抗培养基中，25℃培养7天后使用121℃灭菌的PDA  培养基连续纯化得到菌株T2‑8，

并将菌株接种于PDA斜面培养基中，在4℃冰箱中保存。结合形态学鉴定及16S  rRNA分析，鉴

定菌株T2‑8为青霉属真菌(Penicillium  sp.)，保藏编号为CGMCC  No.11854。

[0024] 实施例1：

[0025] 菌体活化：将青霉菌T2‑8接种到经过121℃高温灭菌30min的PDA斜面培养基，置于

28℃恒温培养箱中培养5d后，置于4℃冰箱中备用。

[0026] 菌种制备：将活化的菌体接入121℃高温灭菌30min的PDB培养基中，  28℃，150rpm

下进行发酵4d。

[0027] 发酵过程：将制备好的菌种按照体积分数10％加入121℃高温灭菌30min 的发酵

培养基中(以体积质量百分比计所述发酵培养基成分：2％葡萄糖，0.2％磷酸氢二钾，0.1％

七水合硫酸镁，20％马铃薯汁1L，2毫克每升硫胺素)，28℃，  150rpm下进行发酵12d。

[0028] 发酵结束后，发酵液连同菌体超声破壁30min，经高效液相色谱分析，发酵液中青

霉酸浓度为1.77g/L。

[0029] 用等体积的乙酸乙酯萃取发酵液两次，真空浓缩得到粗提物，经高效液相色谱检

测粗提物，其主要代谢产物含量达粗提物的13.54％。经过凝胶柱层析分离  (甲醇洗脱)，得
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到代谢产物青霉酸的纯度为97％。

[0030] 实施例2：

[0031] 菌体活化：将青霉菌T2‑8接种到经过121℃高温灭菌30min的PDA斜面培养基，置于

28℃恒温培养箱中培养5d后，置于4℃冰箱中备用。

[0032] 菌种制备：将活化的菌体接入121℃高温灭菌30min的PDB培养基中，  28℃，150rpm

下进行发酵3d。

[0033] 发酵过程：将制备好的菌种按照体积分数5％加入121℃高温灭菌30min 的发酵培

养基中(以体积质量百分比计所述发酵培养基成分：2％葡萄糖，20％马铃薯汁1L)，28℃，

180rpm下进行发酵13d。

[0034] 发酵结束后，发酵液连同菌体超声破壁30min，经高效液相色谱分析，发酵液中青

霉酸浓度为1.57g/L。

[0035] 用等体积的乙酸乙酯萃取发酵液两次，真空浓缩得到粗提物，经高效液相色谱检

测粗提物，其主要代谢产物含量达粗提物的11.14％。经过凝胶柱层析分离  (甲醇洗脱)，得

到代谢产物青霉酸的纯度为98％。

[0036] 实施例3：

[0037] 菌体活化：将青霉菌T2‑8接种到经过121℃高温灭菌30min的PDA斜面培养基，置于

28℃恒温培养箱中培养5d后，置于4℃冰箱中备用。

[0038] 菌种制备：将活化的菌体接入121℃高温灭菌30min的PDB培养基中，  28℃，150rpm

下进行发酵2d。

[0039] 发酵过程：将制备好的菌种按照体积分数10％加入121℃高温灭菌30min 的发酵

培养基中(以体积质量百分比计所述发酵培养基成分：3％葡萄糖，0.4％磷酸氢二钾，0.2％

七水合硫酸镁，25％马铃薯汁1L，5毫克每升硫胺素)，30℃，  150rpm下进行发酵14d。

[0040] 发酵结束后，发酵液连同菌体超声破壁15min，经高效液相色谱分析，发酵液中青

霉酸浓度为1.58g/L。

[0041] 用等体积的乙酸乙酯萃取发酵液两次，真空浓缩得到粗提物，经高效液相色谱检

测粗提物，其主要代谢产物含量达粗提物的11.89％。经过凝胶柱层析分离  (甲醇洗脱)，得

到代谢产物青霉酸的纯度为95％。

[0042] 本发明通过青霉菌T2‑8发酵代谢制备青霉酸，发酵液中的浓度可达1 .57  ～

1.77g/L，提取分离后纯度可达到95～98％，生产成本低，过程简单，环境友好，适宜扩大化

生产。
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图1
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图2
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图3
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图4
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