
中国兽药杂志 ２０２２ 年 ２ 月第 ５６ 卷第 ２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０２２． ０２． ０６

恩拉霉素提取工艺研究

闵 江１，娄 燕１，刘正光１，赵才兵１，张翠芬１，高 鹏１，王丹丹１，陈 森１，梁景乐２∗

（１． 山东胜利生物工程有限公司 山东济宁 ２７２０００；２． 中牧实业股份有限公司 北京 １０００９５）

［收稿日期］ ２０２１ － ０２ － １９　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０２２） ０２ － ００４２ － ０４　 ［中图分类号］Ｓ８５９． ７９

［摘　 要］ 　 为优化恩拉霉素提取工艺，以 ７０％甲醇溶液为提取剂，提取恩拉霉素，经过浓缩、脱色、
结晶、重结晶，制备高含量恩拉霉素产品。 得到最佳提取工艺条件是：浸提 ｐＨ３． ５ ～ ４． ０，浸提温度

３０ ℃，三次浸提时间 １ ｈ，一次浸提料液比 １∶ ７，二次浸提料液比 １∶ ３，三次浸提料液比 １∶ ３，活性炭用

量是浓缩液体积的 １． ０％ ～１． ５％ ，粗精粉重结晶得到纯品，含量 ９７％ 。
［关键词］ 　 恩拉霉素；提取工艺；甲醇

作者简介： 闵 江，硕士，工程师，从事抗生素研发工作。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｍｉｎｊｉａｎｇｚｗｊ＠ １６３． ｃｏｍ

通讯作者： 梁景乐。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｊｉｎｇｌｅ＠ １６３． ｃｏｍ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ

ＭＩＮ Ｊｉａｎｇ１， ＬＯＵ Ｙａｎ１，ＬＩＵ Ｚｈｅｎｇ － ｇｕａｎｇ１，ＺＨＡＯ Ｃａｉ － ｂｉｎｇ１，ＺＨＡＮＧ Ｃｕｉ － ｆｅｎ１， ＧＡＯ Ｐｅｎｇ１，
ＷＡＮＧ Ｄａｎ － ｄａｎ１， ＣＨＥＮ Ｓｅｎ１， ＬＩＡＮＧ Ｊｉｎｇ － ｌｅ２∗

（１． Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｓｈｅｎｇｌｉ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｃｏ， ＬＴＤ， Ｊｉｎｉｎｇ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ， ２７２０００，Ｃｈｉｎａ；２． Ｃｈｉｎａ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｃｏ． ， Ｌｔｄ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００９５，Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＡＮＧ Ｊｉｎｇ － ｌｅ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｊｉｎｇｌｅ＠１６３． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ， ７０％ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ
Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｗａｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ， ｄｅｃｏｌｏｒｉｚｅｄ， ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚｅｄ， ｒｅｃｒｙｓｔａｌｌｉｚｅｄ． Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ （ ＡＰＩ ） ｗａｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｐＨ ３． ５ ～ ４． ０，
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ３０℃， ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ１ｈ， ｔｈｒｅｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｔｅｒｉａｌ － ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏｓ １ ∶ ７， １ ∶ ３， １ ∶ ３，
１． ０％ ～１． ５％ ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｒｂｏｎ ／ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｒｅｃｒｙｓｔａｌｌｉｚｅｄ ｏｎｃｅ． Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ
ｗａｓ ９７％ ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ； ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｍｅｔｈａｎｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

　 　 恩拉霉素 （Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ），又名恩来霉素、恩霉

素、安来霉素、持久霉素，是由土壤中分离出来的放

线菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｆｕｎｇｉｃｉｄｉｏｕｓ ＮＯ． Ｂ５４７７）发酵产

生的一种多肽类抗生素［１ － ２］。 恩拉霉素具有促生

长［３］和改善饲料利用率的作用，并且对革兰阳性菌

有很强的抑制作用，特别对肠道中有害的梭菌抑制

作用较强，长期使用后不易产生耐药性等特点，因

此被世界上很多国家推荐作为动物促生长剂，是一

种较好的饲料添加剂［４］。

现有的恩拉霉素分离纯化方法主要有 Ａｍｂｅｒ⁃

·２４·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 ２ 月第 ５６ 卷第 ２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｌｉｔｅ ＸＡＤ －２ 大孔树脂［５］、高速逆流色谱［６］、ＡＢ － ８
大孔树脂吸附和分子筛相结合的方法［７］、大孔树脂

和反相色谱结合分离恩拉霉素 Ａ 和恩拉霉素 Ｂ 的

方法［８］，提取恩拉霉素方法过于繁琐，不利于工业

化生产。 鉴于此，对恩拉霉素提取工艺进行了研

究，可为工业化生产恩拉霉素提供实验数据，以此

填补国内空白。
１　 材料与方法

１． １　 原料　 ＥＮ２０１７１８４ 批恩拉霉素发酵液与恩拉

霉素标准品由山东胜利生物工程有限公司提供。
１． ２　 主要试剂 　 甲醇 （分析纯，国药集团化学试

剂有限公司）；丙酮 （分析纯，国药集团化学试剂有

限公司）；乙腈 （ＨＰＬＣ，Ｊ． Ｔ． Ｂａｋｅｒ）；盐酸 （分析纯，
国药集团化学试剂有限公司）；氢氧化钠（分析纯，
国药集团化学试剂有限公司）；活性炭粉（分析纯，
国药集团化学试剂有限公司）；磷酸二氢钠 （分析

纯，国药集团化学试剂有限公司）。
１． ３　 主要仪器 　 液相色谱仪 Ａｇｉｌｅｎｔｌ２００ （Ａｇｉｌｅｎｔ

公司，美国） ；ＦＷ － １００ 型万能粉碎机 （上海楚

定分析仪器有限公司 ） ； ＪＡ３１００２ 型电子天平

（上海越平科学仪器有限司） ；ＫＤＭ 型调热电热

套（山 东 鄄 城 光 明 仪 器 有 限 公 司 ） ； Ｈｅｉｄｏｌｐｈ
４０００ 旋转蒸发仪 （海道夫，德国） ；ＤＺＦ － ６０５０
型真空干燥箱（上海精宏实验设备有限公司） ；
ＳＨＢ － Ⅲ型循环水真空泵（郑州长盛实验仪器有

限公司） ； ｘｕｔｅｍｐ 型低温恒温液浴循环两用槽

（杭州雪中炭恒温技术有限公司） ；ＡＬＰＨＡ１ － ２
型冷干机（ＣＨＲＩＳＴ） 。
１． ４　 实验方法

１． ４． １　 恩拉霉素干菌丝体制备　 发酵结束后，取适

量发酵液，加入 ２ ～ ３％ （ｗ ／ ｖ）硅藻土助滤剂，搅拌均

匀，然后用布什漏斗真空抽滤，待发酵液完全过滤

后，滤饼用 ３ 倍发酵液体积的去离子水洗涤两次，减
压抽至无水滴流出，得到的恩拉霉素湿菌丝体，放在

真空干燥箱中烘干，粉碎，备用。
１． ４． ２　 恩拉霉素提取工艺　 工艺流程图见图 １。

图 １　 恩拉霉素提取工艺流程图

Ｆｉｇ １　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｎｒａｍｙｃｉｎ

１． ４． ３　 恩拉霉素效价的检测

１． ４． ３． １　 对照品溶液的制备　 取恩拉霉素对照品

适量（约相当于恩拉霉素 ２０ ｍｇ），置 １００ ｍＬ 容量

瓶中，加稀释液（２ Ｌ 丙酮、２． １ Ｌ 去离子水与 １８ ｍＬ
盐酸混合均匀）适量使溶解，稀释液稀释至刻度，制
成约含 ０． ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液。

１． ４． ３． ２　 供试品溶液的制备　 精确称量恩拉霉素

０． ０２ ｇ，放入 １００ ｍＬ 容量瓶中加入适量稀释液，溶

解后用稀释液定容，摇匀、过滤、备用。

１． ４． ３． ３　 色谱条件［９］ 　 用十八烷基硅烷键合硅胶

为填充剂；以乙腈 － ０． ６％磷酸二氢钠溶液（３０∶ ７０）

为流动相；检测波长为 ２６７ ｎｍ，进样量 ２０ μＬ。

·３４·
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２　 结果与分析

２． １　 恩拉霉素在不同浓度甲醇溶液中溶解能力　
取适量恩拉霉素菌丝体，在 ３０ ℃条件下分别用无

水甲醇、９０％甲醇溶液、７０％甲醇溶液一次浸提；利
用液相色谱检测浸提液效价，结果见表 １。 可以看

出，无水甲醇浸提恩拉霉素的效果不佳，考虑 ７０％
甲醇溶液浸提恩拉霉素菌丝体。

表 １　 不同浓度甲醇溶液中恩拉霉素溶解度

Ｔａｂ １　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
甲醇浓度（％ ） 效价（μｇ ／ ｍＬ）

１００ １０９７８
９０ １１５８１
７０ ２０４５３

２． ２　 浸提 ｐＨ 的选择　 取适量恩拉霉素菌丝体，在
３０ ℃条件下分别用 ｐＨ 为 ２． ５、３． ０、３． ５、４． ０、４． ５、
５． ０、５． ５、６． ０ 的 ７０％甲醇溶液一次浸提；检测浸提

液效价，结果见表 ２。 可以看出，酸性条件下 ７０％
甲醇溶液浸提恩拉霉素的效果较好，综合设备承受

能力与安全因素，确定 ７０％甲醇溶液用稀释盐酸至

ｐＨ 为 ３． ５ ～ ４． ０ 浸提恩拉霉素菌丝体。

表 ２　 不同 ｐＨ 下 ７０％甲醇溶液中恩拉霉素溶解度

Ｔａｂ ２　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ ｉｎ ７０％ ｍｅｔｈａｎｏｌ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ
ｐＨ 效价（μｇ ／ ｍＬ）

６． ０ ４ ４３５
５． ５ ５８２３
５． ０ ６９１０
４． ５ １１１８３
４． ０ １６５０４
３． ５ １７８０４
３． ０ １６８８５
２． ５ １７０５０

２． ３　 浸提温度的选择 　 取适量恩拉霉素菌丝体，
分别在 ３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃ 条件下用 ｐＨ 为 ３． ５ ～
４􀆰 ０ 的 ７０％甲醇溶液一次浸提；检测浸提液效价，结
果见表 ３。 可以看出，温度越高，甲醇溶液浸提恩拉

霉素的效果较好。 鉴于恩拉霉素稳定性较差，综合

动力成本与安全因素，确定 ３０ ℃为浸提温度。

表 ３　 不同温度下甲醇溶液中恩拉霉素溶解度

Ｔａｂ ３　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
温度（℃） 效价（μｇ ／ ｍＬ）

３０ １９６２５
４０ ２２０３７
５０ ２２７６３

２． ４ 　 浸提时间的选择　 取适量恩拉霉素菌丝体，
在 ３０ ℃条件下用 ｐＨ 为 ３． ５ ～ ４． ０ 的 ７０％甲醇溶液

一次浸提；分别在 ０． ５、１、２ ｈ 取样检测浸提液效价，
结果见表 ４。 考虑到时间成本与浸提率，浸提时间

可以选用 １ ｈ。

表 ４　 不同时间下甲醇溶液中恩拉霉素溶解度

Ｔａｂ ４　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｎｒａｍｙｃｉｎ ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
浸提时间（ｈ） 效价（μｇ ／ ｍＬ）

０． ５ １２５４６． １６　
１ １５９２９． ４７
２ １３８３８． ５６

２． ５　 浸提料液比选择　 在 ３０ ℃条件下，比较不同

料液比（ｍ ／ ｖ）对浸提率的影响，实验结果见表 ５。
可以看出，恩拉霉素菌丝体浸提次数越多，甲醇溶

液的使用量越多，浸提率越高，菌渣中残留的恩拉

霉素越少。 考虑到溶剂套用情况、菌渣残留、生产

设备承受能力等情况，确定一次浸提料液比为 １∶ ７，
二次浸提料液比为 １∶ ３，三次浸提料液比为 １∶ ３。

表 ５　 不同料液比对浸提率的影响

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ － ｌｉｑｕｉｄ

ｒａｔｉｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
一次浸提
料液比

二次浸提
料液比

三次浸提
料液比

浸提率
（％ ）

菌渣效
价（％ ）

１∶ ４ １∶ ２ ＼ ８５． ２１ １． ２３
１∶ ５ １∶ ３ ＼ ９１． ２３ ０． ９４
１． ∶ ７ １∶ ３ １∶ ３ ９６． ２８ ０． ３６

２． ６　 活性炭用量选择　 浓缩液使用不同活性炭用

量（ｍ活性炭 ＼ｖ浓缩液）进行脱色，考察脱色损失及粗精粉

质量的影响，实验结果见表 ６。 可以看出，活性炭的

使用量越多，粗精粉质量越好，但恩拉霉素损失越

多。 考虑到粗精粉需进行重结晶及产品收率问题，

·４４·
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活性炭用量（ｍ活性炭 ＼ ｖ浓缩液）可控制在 １． ０％ － １􀆰 ５％
之间。

表 ６　 不同用量活性炭对恩拉霉素粗精粉质量影响

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｃａｒｂｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ ｃｏａｒｓｅ ｐｏｗｄｅｒ
ｍ活性炭 ＼ ｖ浓缩液（％ ） 恩拉霉素粗精粉产品性状 脱色损失（％ ）

１． ０ 较黄，不松散 － ４． ６９
１． ５ 微黄 － ６． ３４
２． ０ 黄白相间 － ８． ５７
３． ０ 微白 － １２． ９１

２． ７　 结晶次数的选择 　 脱色液加碱结晶，比较结

晶次数对母液中恩拉霉素残留率的影响，实验结果

见表 ７。 可以看出，两次结晶后可较大程度减少母

液中残留的恩拉霉素，提高产品收率。

表 ７　 结晶次数对产品收率的影响

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｙｉｅｌｄ
结晶次数 母液中残留恩拉霉素效价（μｇ ／ ｍＬ） 损失率（％ ）

１ ４４５８． １８ － ２１． ７７
２ ４８３． ２９ － ２． ３２

２． ８　 重结晶工艺选择 　 恩拉霉素粗精粉含量在

８５％左右，尝试使用 ７０％甲醇溶液、乙酸乙酯、丙酮

溶液等对粗精粉进行重结晶纯化，５０％丙酮溶液重

结晶效果较好，获得恩拉霉素纯品颜色较白，含量

９７％以上，丙酮溶液中残留较多恩拉霉素，收率偏

低，下一步实验拟提高此工艺过程的收率。
３　 结　 论

通过对浸提溶剂、浸提 ｐＨ、浸提温度、浸提时

间、料液比、活性炭用量等单因素研究，确定了恩拉

霉素提取的最佳工艺：浸提溶剂为 ７０％ 甲醇溶液，
浸提 ｐＨ 为 ３． ５ ～ ４． ０，浸提温度为 ３０ ℃；三次浸提

时间都为 １ ｈ；一次浸提料液比为 １∶ ７，二次浸提料

液比为 １ ∶ ３，三次浸提料液比为 １ ∶ ３；活性炭用量

（ｍ活性炭 ＼ ｖ浓缩液）为 １． ０％ ～ １． ５％ ；两次结晶获得粗

精粉，并对粗精粉进行重结晶，可获得含量高达

９７％的恩拉霉素纯品。 相比较现有的大孔树脂吸

附及色谱等恩拉霉素的分离纯化方法，此工艺的操

作简单易行，对设备要求较低，另外此工艺稳定可

行，所用的溶剂均可回收利用，对环境污染较小，为
工业化生产恩拉霉素纯品奠定基础。
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