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摘  要：【目的】分离鉴定雪白白僵菌红色素，分析红色素与环孢菌素 A 对底物缬氨酸的竞争

和相互影响。【方法】对红色素进行分离纯化，利用 UV、IR 和 ESI-MS 对红色素进行初步鉴定。

采用缬氨酸分批补料培养，通过控制溶氧水平，以及添加红色素，分析红色素与环孢菌素 A 合

成之间的竞争关联及相互影响。【结果】经鉴定，雪白白僵菌红色素分子式为 C15H10O5，推测

为含有芳环结构的蒽醌类化合物。在补加缬氨酸和高 DO 条件下，环孢菌素的产量高于低 DO

水平，相反红色素在低 DO 条件下合成量大于高 DO 水平。在不补加缬氨酸条件下，实验结果

与补加缬氨酸培养一致，但是红色素和环孢菌素 A 的产量都显著降低。进一步添加外源纯化的

红色素时，随着添加量的增加出现了环孢菌素 A 合成先减弱后增加的变化。【结论】发现并证

实了雪白白僵菌红色素与环孢菌素 A 合成都以缬氨酸为共同底物，但两者的途径又相互 独立。 
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Identification of red pigment and it’s biosynthesis depending on 
co-substrate valine in cyclosporine A production 

DONG Hui-Jun*  ZHANG Tong-Xin  CHANG Da-Li 

(College of Pharmaceutical Sciences, Liaocheng University, Liaocheng, Shandong 252000, China) 

Abstract: [Objective] To identify red pigment produced by Beauveria nivea and further research the 
relationship between red pigment and cyclosporine A (CysA). [Methods] The red pigment was 
separated and identified by spectrum analysis including UV, IR and ESI-MS. The yield of red 
pigment and CysA was measured at different cultivation conditions, respectively. The internal 
relationship between the biosynthesis of red pigment and CysA was examined by adding the purified 
red pigment. [Results] The molecular formula of red pigment was confirmed as C15H10O5 which 
contains benzene ring and aromatic ring ketone structure and belongs to anthraquinones. The further 
experiments revealed that the negative relationship dominated in the biosynthesis between CysA and 
red pigment. The case with higher productivity of CysA due to valine feeding and high DO must be 
lower red pigment yield. Especially, the foreign red pigment added during the cultivation would 
result in down first and then up for CysA production. [Conclusion] The red pigment produced by 
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Beauveria nivea was firstly separated and identified. Importantly, the research results verified that the 
red pigment and CysA had independent biosynthesis pathways which shared with the same substrate 
valine. 

Keywords: Beauveria nivea, Red pigment, Cyclosporine A, Valine 

微生物能产生种类繁多的天然色素，如类胡萝

卜素、黑色素、靛蓝、红曲色素和醌类色素等[1]。

不同的色素遵循不同的合成途径，例如类胡萝卜素

是通过类异戊二烯途径合成[2]；黑色素的合成始于

L-酪氨酸，经催化氧化生成多巴醌，再经歧化、异

构化和氧化形成[3]；红曲色素则是通过聚酮途径合

成[4]。微生物色素的生物合成途径通常都比较复

杂，合成基因成簇分布在基因组中，而且大多数为

次级代谢产物[5]。 

丝状真菌雪白白僵菌(Beauveria nivea)是临床

上广泛应用的环孢菌素 A (Cyclosporine A，CysA)

生产菌，CysA是十一环肽的次级代谢产物，已被

广泛用于器官移植和自身免疫疾病，例如糖尿病、

系统性红斑狼疮、艾滋病以及银屑病等[6]。我们培

养雪白白僵菌时发现，在次级代谢阶段能够大量合

成并分泌红色素，而且发酵液颜色的深浅与 CysA

的产量成负相关关系。因此，本文首先对红色素进

行了初步分离鉴定，并定量分析了红色素与 CysA

在不同培养条件下生物合成的相互关系，揭示了两

者生物合成途径之间的相互关联。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要试剂和仪器：葡萄糖、果糖、L-缬氨酸、

(NH4)3PO4、NaNO3、KH2PO4、KCl、MgSO4·7H2O

等试剂购自国药集团化学试剂公司。无水甲醇、丙

酮、石油醚、乙酸乙酯等有机溶剂购自汕头西陇化

工股份有限公司。色谱级乙腈、甲醇购自天津康科

德科技有限公司。土豆、豆粕粉等为市售。 

460 型红外光谱仪，美国尼高力；UV3600 型

紫外可见分光光度计，日本岛津；1100LC/MSD型

质谱仪，美国安捷伦；Mercury Plus 400型核磁共

振波谱仪，美国瓦里安，PE2400 II型元素分析仪，

美国铂金埃尔默；P270型制备型高效液相色谱仪，

大连依利特；PrepHT 制备型色谱柱 (21.5 mm×  

150 mm)，美国安捷伦。 

1.1.2  菌种：雪白白僵菌 Beauveria nivea DL6，聊

城大学药学院生物制药实验室保藏。 

1.1.3  培养基(g/L)：(1) 斜面培养基：土豆 200，

葡萄糖 20，pH自然。(2) 种子培养基：葡萄糖 12，

豆粕粉 30，果糖 5，玉米浆 10，pH 6.0。(3) 发酵培

养基：果糖 60，(NH4)3PO4 20，L-缬氨酸 10，NaNO3 5，

KH2PO4 3，KCl 0.2，MgSO4·7H2O 0.7，pH 6.5。 

1.2  发酵方法 

从保藏斜面接种摇瓶种子，在 27 °C条件下培

养 48 h，待菌体生长至对数中后期时，按照 2%接

种量接种 10 L种子罐(装液系数 0.75)，在 27 °C、

DO不低于 30%条件下培养 40 h，待 pH上升至 6.8

左右时，按照 10%接种量接种 30 L 发酵罐，发

酵罐控制参数为：培养温度为 26 °C，通气量

0.31.2 L/(L·min)，DO控制在 30%以上，pH自然

变化，不控制，发酵时间约为 240 h，连续流加果

糖控制碳源在适宜水平，果糖的流加量根据测定发

酵液中残糖的数值进行调节，浓度控制在 20 g/L

左右。在补加缬氨酸分批发酵中，缬氨酸的补加量

控制在 0.5 g/L左右(残留量)。 

1.3  分析方法 

1.3.1  环孢菌素 A 含量[7]：取 5 mL发酵液离心收

集菌体，用 5倍体积甲醇 30 °C振荡提取 2 h，离心

取上清测定环孢菌素 A含量。高效液相色谱系统为

Agilent 1100，色谱柱为 C18反相柱(5 µm，4.6 mm×  

250 mm)，柱温 70 °C，流动相为甲醇:0.2 mol/L磷酸

(80:20，体积比)，检测波长 210 nm，流速 1.4 mL/min，

进样量为 20 µL。 



2078 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.10 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1.3.2  红色素含量[8]：分别吸取 1 mL发酵液和 1 mL

相应空白液体培养基加入装有 9 mL 70%甲醇溶液

的具塞试管中，振荡 15 min后，静置过滤得滤液，

用 1 cm比色皿测其在 430 nm处的吸光值 A1和 A2。

以 70%甲醇作为空白，按下式计算不同发酵液的

色价。发酵液红色素色价 (U/mL)=(A1−A2)×稀释  

倍数。 

1.4  色素提取分离[9-10] 

培养结束后取 2 500 mL发酵液加入 3倍体积

丙酮搅拌浸提 30 min，离心收集菌丝体，用丙酮

洗涤 3次后，合并离心上清液。向丙酮上清液中加

入蒸馏水，调节丙酮浓度低于 50%，然后上样弱

极性大孔吸附树脂 X-5 层析柱，收集流出液。减

压浓缩除去丙酮，用低沸点石油醚(7090 °C)萃取

3次，合并萃取相并经减压浓缩至干。用乙酸乙酯

和石油醚混合流动相(46:54，体积比)溶解上述浓缩

物，过滤除去不溶性杂质，上柱 200300目层析硅

胶柱，观测红色素层析带的位移并收集红色素部

分。将收集的红色素溶液减压浓缩至干，再经制备

型高效液相色谱分离纯度大于 98%的红色素。制

备高效液相色谱流动相为甲醇:乙腈:水=42:33:35 

(体积比)，流速 5 mL/min，检测波长为 237 nm，

收集高纯度流出液，低温结晶，过滤、减压干燥获

得色素纯品 35 mg，色素的纯度由HPLC检测分析，

由归一化法计算纯度为 98.6%，然后对制得红色素

粉末进行结构鉴定。 

1.5  结构鉴定 

1.5.1  紫外可见吸收光谱分析：称取 10 mg 纯化

红色素配制成浓度为 1 g/L 的甲醇溶液，从

200600 nm波长范围进行紫外可见光谱扫描，记

录吸收值，绘制紫外可见吸收光谱。 

1.5.2  红外吸收光谱分析：压制红色素 BrK片，从

04 000 cm−1进行波数扫描，得红外吸收光谱图。 

1.5.3  质谱分析：配制红色素的 70%甲醇水溶液，

直接进样进行质谱分析。质谱条件：ESI-MS锥孔

电压 60 V，毛细管电压 3.88 kV，离子源温度

120 °C，脱溶剂温度 300 °C。 

1.5.4  元素分析：元素分析条件：燃烧温度

950 °C，还原温度 500 °C，检测温度 80 °C，载气

为氩气。 

2  结果与分析 

2.1  吸收光谱性质 

红色素甲醇溶液经紫外可见光谱扫描，分别在

226、258、290和 427 nm处有强吸收(图 1)。参照

文献判断 226 和 258 nm 是芳环的特征吸收峰，  

290 nm为芳酮基的特征吸收峰，427 nm为酚羟基

的特征吸收峰[8]。进一步对红色素进行了红外光谱

分析(图 2)，结果显示从波数 1 7001 900 cm−1没

有明显的吸收峰，可推断该色素不含羧酸、酯、醛

等结构。波数 3 400 cm−1处为多羟基伸缩振动峰，

波数 2 900 cm−1处为 CH3与−CH2的不对称伸缩振

动峰，波数 1 600处常为芳杂环特征吸收峰，波数

1 500 和 1 400 cm−1应为甲基弯曲振动峰，波数    

1 300 cm−1处为羰基峰，波数 800和 700 cm−1处为

单取代苯的特征吸收。综合 UV和 IR光谱数据分

析推断，该红色素可能为具有芳环结构的蒽醌类 

物质。 

2.2  质谱和元素分析 

经 EMI-MS分析，红色素在 m/z 269处有强吸

收的分子离子峰，可得红色素的分子量为 270。进

一步经元素分析仪测定，C元素为 66.4%，H元素

为 3.5%，O元素为 29.6%，没有 N、S和 P元素。

综合上述分析，推断红色素分子式为 C15H10O5。 
 

 
 

图 1  红色素紫外可见扫描图谱 
Figure 1  Ultraviolet and visible spectrum of red pigment 
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图 2  红色素红外图谱 
Figure 2  Infrared spectrum of red pigment  
 

2.3  红色素与环孢菌素生物合成的相互影响 

研究发现，环孢菌素 A 的合成对溶氧的要求

较高[11]，我们也在培养雪白白僵菌过程中发现，

当溶氧水平控制在 30%以上时，环孢菌素 A 的产

量较高；而当溶氧低于 5%时，环孢菌素 A的产量

较低，相差 80%90% (图 3A、B)。另外发现，当

发酵过程控制溶氧水平较高时，发酵液颜色浅红；

相反溶氧较低时，发酵液颜色深红。 

基于上述现象，为了研究环孢菌素 A 与红色

素生物合成之间的相互影响，并探究缬氨酸是否是

它们的共同合成底物，本部分实验定量分析了不同

溶氧和缬氨酸补料条件下环孢菌素 A 和红色素的

产量变化。结果显示，在补加缬氨酸和高溶氧条件

下，环孢菌素的合成旺盛，产量达到 5.6 g/L (图 3A)，

红色素色价约为 51 U/mL (图 3C)；而当缬氨酸补

料条件不变，控制低溶氧水平时，环孢菌素 A 产

量只有 3.1 g/L，相反，红色素的色价明显高于高

溶氧控制时，约为 71 U/mL (图 3C)。 

进一步在不补加缬氨酸的条件下，分别控制不

同溶氧水平(DO>30和 DO<5%)测定了环孢菌素 A

和红色素产量。结果显示，与补加缬氨酸培养相比，

无论是高溶氧还是低溶氧培养，环孢菌素 A 和红

色素的产量显著降低(图 3B、D)，其中环孢菌素 A  

       

       
 

图 3  不同培养条件下红色素对环孢菌素 A 合成的拮抗作用 
Figure 3  Red pigment’s antagnism effect on cyclosporine A biosynthesis 

注：A、C：补加缬氨酸实验；B、D：不补加缬氨酸实验. 

Note: A, C: Valine-feeding experiment; B, D: Non-feeding experiment.  
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产量分别为 2.56 g/L (高 DO)和 1.46 g/L (低 DO)，

红色素色价分别为 41 U/mL (低DO)和 27 U/mL (高

DO)。而在不同溶氧条件下两者合成的相互影响同

缬氨酸补料培养的结果一致。 

上述结果表明，补加底物缬氨酸能显著提高环

孢菌素 A 和红色素的产量，推测缬氨酸应当是红

色素和环孢菌素 A 的共同底物，并且环孢菌素 A

和红色素之间存在互相抑制的关系。 

2.4  添加红色素对环孢菌素 A 合成的影响 

为了进一步分析红色素对环孢菌素 A 合成的

影响，在保证高溶氧(DO>30%)和补加缬氨酸条件

下，在雪白白僵菌培养 48 h时分别添加 0.05、0.10、

0.20、0.40和 0.60 g/L红色素，考察对环孢菌素 A

合成的影响。结果如图 4 所示，当添加量为 0.05

和 0.10 g/L 时，环孢菌素 A 的合成受到抑制，产

量均低于对照(不添加红色素)，而且抑制作用随添

加量增加而增强。但是，当红色素添加量为 0.20 g/L

时，对环孢菌素 A 合成的抑制作用显著减弱，与

对照相比，产量略有下降；当红色素添加量大于

0.40 g/L，这种抑制作用发生逆转，特别是当添加

量为 0.60 g/L时，环孢菌素 A的产量高于对照组。

图 4所示的实验结果中，高浓度红色素并没有抑制

环孢菌素 A的合成，反而促进 CysA的合成，这一

现象与图 3A所示的两者相互抑制结果并不一致，

有待于进一步研究。从本实验的结果分析，在红色 

 
 

图 4  添加不同量红色素对环孢菌素 A 合成的影响 
Figure 4  Effects of feeding red pigment on the 
biosynthesis of CysA 

素的合成途径中同时存在着产物诱导和反馈抑制

机制。当红色素浓度低时，会产生产物诱导效应，

促使红色素合成相关酶系大量表达，底物缬氨酸消

耗加快，导致环孢菌素 A 合成缺乏底物氨基酸，

从而使环孢菌素 A 产量降低。当红色素超过一定

浓度后，产物的反馈抑制机制启动，抑制合成酶系

的表达，底物氨基酸消耗减慢，代谢流转向环孢菌

素 A的合成。 

3  结论 

许多微生物在次级代谢阶段，不但能合成重要

的生物活性物质，而且还会分泌色素。一般来说，

生物活性物质与色素的合成途径不同，且没有关

联，但在雪白白僵菌中我们发现红色素与 CysA的

合成相互关联。在正常的高氧和补加缬氨酸培养

中，CysA的合成启动时间早于色素合成时间，当

CysA大量合成时，红色素合成减弱，色价降低。

相反，当通过抑制呼吸代谢降低 CysA的合成强度

时，红色素的合成就会加强。但当添加外源纯化的

红色素时，随着添加量的增加出现了对 CysA合成

先减弱后增加的变化，推测可能的机理是红色素对

自身合成途径的诱导和反馈抑制作用，在下一步的

研究中我们将从分子和酶学水平解析红色素与

CysA之间的途径关联作用。在本文中首次分离并

初步鉴定了这种红色素，分子量大小为 270，分子

式为 C15H10O5，初步判断为含有芳环结构蒽醌类化

合物，在下一步研究中我们将通过多维核磁共振确

定红色素的化学结构。 
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