
RUO-MKT-02-15536-ZH-A

应用SCIEX Echo® MS 系统快速高通量分析发酵液中新型抗菌

肽——表面活性素

Rapid and High-throughput Analysis of Surfactin, A Series of 
Novel Antimicrobial Peptide, in Fermentation Broth by SCIEX 
Echo® MS System
侯朋艺, 司丹丹, 龙志敏, 郭立海

Pengyi Hou, Dandan Si, Zhimin Long, Lihai Guo

SCIEX 应用支持中心，中国

p 1

The Power of Precision

For Research Use Only. Not for use in Diagnostic Procedures.

Drug Discovery and Development

Key Words：SCIEX Echo® MS System, High-throughput, 

Antimicrobial Peptide, Surfactin

引言

抗菌肽 (antimicrobial peptide, AMP) 是一大类对细菌、真菌、

寄生虫和病毒等有害生命体 (或病原体) 具有抗性功能的活性寡

肽，因其普遍带有足量的正电荷并常伴随疏水性，可在静电作用

下与含有负电的生物膜结合，穿透并破坏膜结构致细胞死亡，近

年来发现其在医药领域有重要应用前景。与传统抗生素的单一靶

点杀菌原理不同，抗菌肽可在病原体进行多靶点破坏，能极大程

度降低耐药菌的产生，且具有广谱抗菌性，是未来替代抗生素的

最佳选择之一[1]。目前，越来越多的抗菌肽通过生物合成的方式获

得，具有操作程序简单、成本低、污染小等优势，这已经成为获

取抗菌肽的最主要途径之一[2]。随着合成生物学的快速发展，科研

人员也正在尝试利用新型底盘细胞和多种合成生物学工具对抗菌

肽的微生物合成表达进行改良。

表面活性素 (Surfactin) 是一种新型抗菌肽，是芽孢杆菌产生的

主要活性物质，具有抗病毒、抗肿瘤、抗细菌、抗真菌、抗支原

体、抗炎和溶血等作用，展示出极大的临床应用潜力。与其他菌肽

的生产类似，表面活性素也是通过发酵生产。目前研究者从优良菌

种选育、发酵过程优化、高效分离纯化方式的探索等来提高产率，

取得了一系列成果。表面活性素由β-羟基脂肪酸与肽链以内酯键

结合而成。多数细菌代谢产生的表面活性素的肽链为七元肽，即分

子中的肽链由7个α-氨基酸组成，再与带有12 ~ 17个碳原子的β-羟

基脂肪酸构成一个大内酯环，相对分子质量为1 000左右[3]。

本方法采用 SCIEX Echo® MS 系统对培养基细胞中表面活性素

5类不同分子量的同系物进行了快速的分析，其中β-羟基脂肪酸

的碳原子个数为12 ~ 16。样品用乙腈:水 (1:1) 稀释后，直接进样分

析。本方法前处理简单、样品用量少、分析时间短，适合发酵液

的快速高通量筛选。

仪器设备

SCIEX Echo® MS 系统

图1. SCIEX Echo® MS 系统

样品制备

表面活性素对照品采用二甲基亚砜 (DMSO) 溶解后，用乙腈:水 

(1:1) 稀释配制。发酵液样品用乙腈:水 (1:1) 稀释配制，取60 μl 加入

384孔样品板中。
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声波激发条件

声波激发样品液滴需要一种合适的载体溶剂  ( C a r r i e r 

Solvent)，将样品板中被激发出来的小液滴样品带入至开放端口接

口 (Open Port Interface, OPI)，然后通过电极 (Electrode) 将带有样

品的载体溶剂引入到电喷雾离子源中。本实验选取含2 mM 氟化铵

的甲醇溶液作为载体溶剂，流速为410 μl/min。进样体积为25 nl。

质谱条件

电离模式: 电喷雾电离正离子模式 (ESI+) 

扫描方式: 多反应监测 (MRM) 

辅助加热气温度 (Temp): 300 ℃ 气帘气 (Curtain Gas): 20 psi

喷雾电压 (Ion Spray Voltage): 5 000  V 雾化气 (Gas 1): 90 psi

分子式 标准曲线浓度范围 R
LLOQ 

CV (%)

C50H87N7O13 50 ng/ml ~ 10 μg/ml 0.999 12.88

C51H89N7O13 10 ng/ml ~ 10 μg/ml 0.996 9.95

C52H91N7O13 10 ng/ml ~ 10 μg/ml 0.998 7.43

C53H93N7O13 20 ng/ml ~ 10 μg/ml 0.995 10.38

C54H95N7O13 200 ng/ml ~ 100 μg/ml 0.997 11.02

图2. C52H91N7O13对照品及样品原始谱图

表1. 表面活性素的质谱参数

分子式 Q1 Q3 DP CE

C50H87N7O13 994.8 685.3 218 34

C51H89N7O13 1 008.7 685.3 230 39

C52H91N7O13 1 022.8 685.3 218 41

C53H93N7O13 1 036.8 685.3 218 42

C54H95N7O13 1 050.8 685.3 218 40

辅助加热气 (Gas 2): 50 psi

MRM 参数: 见表1

实验结果

5类表面活性素同系物在线性范围内线性关系良好，相关系数

R均大于0.99，定量下限 (LLOQ) 连续6次进样的 %CV 小于13%。线

性范围和重复性详细结果见表2。所有化合物均进行重现性考察，

结果表明，5类化合物在标准曲线浓度范围内连续6次进样，重现

性良好。另外，标准曲线不同浓度点峰面积成线性变化且重现性

良好，线性范围约为3个数量级。

表2. 表面活性素标准曲线

化合物均进行重现性考察，结果表明，5 类化合物在标准曲线浓度范围内连续 6 次进样，

重现性良好。另外，标准曲线不同浓度点峰面积成线性变化且重现性良好，线性范围约为

3 个数量级。 

表表 2. 表面活性素标准曲线 

分子式 标准曲线浓度范围 R LLOQ CV (%) 

C50H87N7O13 50 ng/ml ~ 10 μg/ml 0.999 12.88 
C51H89N7O13 10 ng/ml ~ 10 μg/ml 0.996 9.95  
C52H91N7O13 10 ng/ml ~ 10 μg/ml 0.998 7.43 
C53H93N7O13 20 ng/ml ~ 10 μg/ml 0.995 10.38 
C54H95N7O13 200 ng/ml ~ 100 μg/ml 0.997 11.02 
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总结

本文使用 SCIEX Echo® MS 系统建立了发酵液样品中一类新型

抗菌肽表面活性素5类同系物进行了快速高通量定量方法。结果表

明，各化合物线性关系良好，约为3个数量级的线性范围，且各浓

度点的重现性良好。SCIEX Echo® MS 系统能够实现高通量样品采集

需求，产生高质量的数据结果，确保只在最简单的样品前处理方

法下对发酵液中的目标物进行快速准确定量。该方法定量准确、

通量高且前处理简单，可用于微生物发酵工程前期新型生物合成

菌株或底盘细胞的筛选和优化。

图3. 表面活性素标准曲线 (A. C50H87N7O13, B. C51H89N7O13, C. C52H91N7O13, D. C53H93N7O13, E. C54H95N7O13)
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图图 3. 表面活性素标准曲线 (A. C50H87N7O13, B. C51H89N7O13, C. C52H91N7O13, D. C53H93N7O13, E. 

C54H95N7O13) 

总总结结 

        本文使用 SCIEX Echo® MS 系统建立了发酵液样品中一类新型抗菌肽表面活性素5类

同系物进行了快速高通量定量方法。结果表明，各化合物线性关系良好，约为3个数量级

的线性范围，且各浓度点的重现性良好。SCIEX Echo® MS 系统能够实现高通量样品采集

需求，产生高质量的数据结果，确保只在最简单的样品前处理方法下对发酵液中的目标物

进行快速准确定量。该方法定量准确、通量高且前处理简单，可用于微生物发酵工程前期

新型生物合成菌株或底盘细胞的筛选和优化。 
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