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摘 � 要: 采用大孔树脂富集纯化北冬虫夏草发酵液中的虫草素, 通过比较发现 6种大孔树脂中

NKA- �型大孔树脂对虫草素的吸附与解吸效果最好。静态和动态参数优化结果表明, NKA- �型

树脂纯化虫草素的最佳吸附平衡时间为6 h,解吸平衡时间为 3 h。优化后的动态参数为:以1 BV/

h流速上样吸附,体积分数 10%乙醇除杂, 70%乙醇以 4 BV/ h的流量洗脱。该工艺所得样品虫草

素质量分数达 35%, 纯度提高了 10倍,虫草素回收率达 90% 以上, 经反复结晶后得到纯度大于

98%的虫草素。
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Studies on Purif ication of Cordycepin from Fermented Broth by

Macroporous Resin

LIU Yan-fang
1, 2

, � TANG Qing- jiu
* 1, 2

, � YANG Yan
1 , 2

, � ZHANG Jing-song
1, 2

,

FEN G Na1, 2 , � ZH OU Shuai1, 2

( 1. Institute o f Edible Fungi, Shanghai Academy of Ag ricultura l Sciences, Shanghai 201106, China; 2. National En-

gineering Research Center o f Edible Fung i, Shanghai 201106, China)

Abstract: In this study, macroporous resin w as used to ext ract cordycepin from fermentat ion

broth of Cordyceps m ilitaris. By compared w ith the adso rpt ion and deso rpt ion effects o f six kinds

of macroporous resins to cor dycepin, NKA- � macroporous resin exhibited the excellent

characterist ics for cordycepin purif ication. T hr ough opt imizat ion o f stat ic and dynamic

parameters, the time of adsorption and desorpt ion equilibrium of cordcepin by the N KA-II resin

w as 6h and 3h, r espect ively. T he current v elo city of adsorption on the column w as 1 BV / h, and

the elut ing reagent w as 70% ethanol w ith 4BV/ h elut ing rate af ter eliminating the impurity by

10% ethanol. By combination of those opt imum condit ions, the content of cordycepin, and the

recover y r ate achieved at 35% and 90%, respect ively. Furthermore, the purity of Cordycepin

w as 98% thr ough recr ystallizat ion for sever al t imes.
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� � 虫草素是一种核苷类抗菌素, 具有抗菌、消炎、

抗肿瘤、调节人体免疫功能等显著作用
[ 1]

, 现在美

国将虫草素作为治疗白血病药物的研究已经进入

�期临床。北冬虫夏草是主要产虫草素的菌株, 据

研究表明[ 2-3] , 其深层发酵液中含有大量虫草素。

作者通过优化发酵条件获得了虫草素质量浓度大

于2 g/ L 的发酵液, 为了更好地对其进行利用,需要

对发酵液中虫草素的分离纯化工艺进行研究。

目前常用的虫草素分离纯化方法主要有离子

交换树脂吸附法 [ 4- 5]、硅胶柱层析[ 6] 以及反相高效

液相色谱法
[ 7]
等。其中离子交换树脂吸附法需要

用酸碱处理,后处理比较复杂, 其他几种方法提取

得率低,难以进行工业化生产。因此需要寻找更好

的虫草素纯化工艺。大孔吸附树脂是一种有机高

分子聚合物,具有吸附容量大、选择性好、吸附速度

快、解吸条件温和等优点, 因此被广泛应用于天然

产物的分离纯化 [ 8- 9]。但是应用大孔吸附树脂分离

纯化虫草素却鲜有报道。因此, 作者选用不同型号

的大孔吸附树脂对北冬虫夏草发酵液进行吸附解

吸,从中筛选出适合虫草素分离纯化的树脂类型,

并对其吸附解吸性能进行研究, 为从发酵液中规模

化制备虫草素提供了基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
北冬虫夏草发酵液:深层发酵液过滤除去菌丝

体后即得,由作者所在实验室制备。

1� 2 � 试剂
HPD450和 HPD400型大孔吸附树脂: 沧州宝

恩化工有限公司产品; DA-201、NKA-9、S-8 和

NKA- �型大孔吸附树脂: 天津海光化工有限公司

产品; Polyprep 60-10 C18柱填料: M acherey-Nagel

公司产品; 标准物质虫草素(纯度�95%) : Sigma 公

司产品; 高效液相用甲醇为色谱级, 其他所用试剂

均为国产分析纯。

1� 3 � 仪器
Ultrospec2100 紫外分光光度计: Amersham

Biosciences公司产品; 高效液相色谱仪, Waters 公

司产品; DKY- �恒温调速回转式摇床,上海杜科自

动化设备有限公司产品; FA2004N 分析天平, 上海

宏衡实业有限公司产品。

1� 4 � 试验方法
1� 4� 1 � 虫草素含量测定 � 备测样品液经 � 0� 45
�m水相滤膜过滤后,高效液相法测定虫草素含量。

色谱条件: 色谱柱为 C18 柱( YMC-Pack ODS AQ,

46 mm � 300 mm, 5 �m) , 流动相为 0~ 30 min 內,

以体积分数 5% ~ 60%甲醇梯度洗脱,流量 1 mL/

min,柱温 30 � 。

1� 4� 2 � 树脂的预处理 � 将各树脂用体积分数 95%

乙醇浸泡 24 h,充分溶胀后, 除去上浮的树脂碎片。

用体积分数 95%乙醇浸泡洗涤多次,至洗涤液加 3

倍体积水无白色浑浊出现为止,再用蒸馏水淋洗至

无醇味,备用。

1� 4� 3 � 不同类型的树脂对虫草素吸附和解吸性能
的比较 � 称取已处理好的 HPD450、HPD400、DA-

201、NKA-9、S-8和 NKA- �大孔树脂各 2 g, 加入

10 mL 发酵液充分混匀, 置于摇床 110 r/ min 振荡

24 h, 取上清测定虫草素含量,计算各树脂对虫草素

的吸附率; 吸附后的树脂用水洗涤 3次后, 分别用

20 mL 体积分数 70%乙醇洗脱,洗脱液经高效液相

测定虫草素含量,并计算解吸率。

1� 4� 4 � 发酵液体积对 NKA- �树脂吸附虫草素性

能的影响 � 称取2 g NKA- �树脂共 6份, 分别加入

5、10、20、30、40、50mL 发酵液,充分混匀, 置于摇床

110 r/ min振荡 24 h, 取上清液分别测定虫草素含

量, 并与发酵液中虫草素含量相比, 得树脂对虫草

素的吸附率。

1� 4� 5 � 树脂静态吸附动力学特性测定 � 称取 2 g

NKA- �树脂,加入 10 mL 发酵液, 充分混匀, 置于

摇床 110 r/ m in振荡,分别在 1、2、3、6、9 h 时取样

测定虫草素含量, 与发酵液中虫草素含量相比, 得

不同时间点树脂对虫草素的吸附率, 对时间作图,

绘制静态吸附动力学曲线。

1� 4� 6 � 乙醇体积份数对 NKA- �树脂解吸性能的

影响 � 称取 2 g 吸附虫草素后的 NKA- �大孔树脂

共 5份,分别在其中加入 20 mL 的体积分数 10%、

30%、50%、70%和 95%的乙醇进行解吸, 取解吸液

测定虫草素含量,与吸附量相比得不同乙醇浓度对

虫草素的解吸率。

1� 4� 7 � 解吸液体积对树脂解吸性能的影响 � 称取
2 g吸附虫草素后的 NKA- �大孔树脂共 7份, 分别

加入 1、2、3、4、5、6、8倍树脂体积的体积分数 50%

乙醇,充分解吸后, 测定解吸液中虫草素含量, 与吸

附量相比得各解吸液体积所对应的解吸率。

1� 4� 8 � 树脂静态解吸动力学特性测定 � 称取 5 g

吸附虫草素后的 NKA- �大孔树脂,加入 50 mL 体

积分数50%乙醇,置于摇床110 r/ min振荡解析,分

别于 10、20、30、40、60、90、120、150、180 min取样测

定其在 259 nm 处的吸光度值,对时间作图,绘制静

态解吸动力学曲线。
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1� 4� 9 � 树脂动态吸附过程中上样流速对吸附率的
影响 � 分别取处理好的 NKA- �大孔树脂各 10mL

装柱, 将发酵液分别以 1、2、3 BV/ h的流速过柱, 达

到平衡后,收集流出液, 分别测定过柱前后样品液

中虫草素的含量, 计算树脂吸附率, 比较流速对树

脂吸附性能的影响。

1� 4� 10 � 动态解吸过程中洗脱剂流速对解吸率的
影响 � 分别取吸附后的 NKA- �大孔树脂各 10 mL

装柱, 将体积分数 50% 乙醇分别以 1、2、4、6、10

BV/ h 的流速进行解吸,分段收集流出液,测定其在

259 nm处的吸光度值, 绘制动态洗脱曲线。

1� 4� 11 � 洗脱所得各部分虫草素纯度比较 � 在 120

g 湿树脂中加入 600 mL 发酵液摇床振荡吸附过

夜,清水洗涤树脂 3~ 4次后装柱,分别用 4倍柱体

积的 10%、50%、95%乙醇依次洗脱, 收集洗脱液浓

缩、干燥后称重,测定其虫草素含量。

2 � 结 � 果

2� 1 � 大孔树脂静态吸附与解吸试验结果
2� 1� 1 � 不同型号的大孔树脂对虫草素吸附和解吸
性能的比较 � 由表 1 可知,不同型号的大孔树脂对

虫草素的吸附能力差异明显, 其中 NKA- �型树脂

对虫草素吸附率最高, 达 91� 33% ,而其他几种树脂

对虫草素的吸附较弱,吸附率均在 50%以下。比较

各大孔树脂吸附情况, 发现经 S-8 和 DA-201 树脂

吸附后的流出液颜色明显变淡, 说明两种树脂对色

素类杂质吸附能力较强。从各树脂解吸率的结果

可知, 乙醇对不同树脂的解吸性能差异明显, 其中

对 DA-201 树脂的解吸效果最好, 达 97� 16%, 对

NKA- �树脂的解吸率也达到 90%以上, 对 NKA-9

树脂的解吸性能最差, 只有 24� 85%。综合考虑树
脂的吸附和解吸性能, 选择 NKA- �型大孔树脂来
进行后续的条件优化。

表 1� 不同型号的大孔吸附树脂吸附和解吸能力测定结果

Tab. 1 � Adsorption and desorption abilities of macroporous

resins

树脂型号 吸附率/ % 解吸率/ %

H PD-400 30� 83 80� 43

H PD-450 32� 48 85� 42

DA-201 35� 43 97� 16

S-8 28� 22 68� 71

NKA-9 24� 85 27� 12

NKA- � 91� 33 91� 26

2� 1� 2 � 发酵液体积对 NKA- �树脂吸附虫草素性

能的影响 � 由图 1结果可知,随着树脂中样品液加

入体积的增加, 树脂对虫草素的吸附率逐渐下降。

在发酵液体积为 5 mL 时, 树脂对虫草素的吸附率

达99� 3% , 10 mL 时树脂吸附率为 97� 46% ,当发酵

液体积达到 20 mL 时, 树脂吸附率下降到 90%以

下。考虑树脂吸附率及生产效率, 选用 2 g 树脂加

入 10 mL 发酵液进行吸附。

图 1 � 样品液体积对树脂吸附率的影响

Fig. 1 � Ef fects of volume on the adsorption rate of

macroporous resin

2� 1� 3 � 虫草素在 NKA- �树脂上静态吸附解吸条

件的优化 � 静态吸附时间的比较试验发现, NKA-

�树脂吸附时间达到 3 h 后, 虫草素吸附率接近

90% , 6 h的吸附率超过 95%, 因此, 吸附时间选用

6 h可达到充分吸附的效果。

对解吸附的乙醇体积分数比较发现,乙醇为体

积分数 50%及以上时,虫草素从 NKA- �树脂上解

吸率达到 90% 以上, 且体积分数 50% 与 70% 和

95%乙醇解吸率基本接近, 高体积分数乙醇易挥

发, 为节省成本,选用体积分数 50%乙醇做为洗脱

剂进行解吸。

当解吸液(体积分数 50%乙醇)体积达到树脂

体积的 4倍时, 虫草素解吸率达到 90% ,而后随解

吸液体积增加无明显上升趋势,因此选择加入 4倍

树脂体积的 50%乙醇进行解吸。

2� 1� 4 � 树脂静态解吸动力学特性 � 由图 2结果可

知,体积分数 50%乙醇加入树脂中后, 40 min內解

吸效率较高, 后期随着洗脱液中虫草素含量的增

加, 溶液中虫草素浓度达到相对平衡, 解吸速度放

缓, 到 180 min时解吸液吸光度值基本稳定, 因此,

静态解吸过程中选择解吸时间为 3 h。

2� 2 � 大孔树脂动态吸附与解吸试验结果
2� 2� 1 � 上样流速对树脂吸附的影响 � 由图 3结果

可知,随着上样流量的增加, 树脂对虫草素的吸附

率逐渐下降。以 1 BV/ h 的流量上样,树脂吸附率
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可达 76% ,上样流量超过 2 BV/ h 后,树脂吸附率降

低到 50%以下,因此, 选用 1 BV/ h的流量上样。

图 2� 解吸时间对解吸率的影响

Fig. 2 � Effects of elution time on the desorption rate of

macroporous resin

图 3� 上样流量对吸附率的影响

Fig. 3 � Effects of flow rate on the adsorption rate of

macroporous resin

2� 2� 2 � 洗脱流量对解吸的影响 � 以体积分数 50%

乙醇为洗脱剂,分别以不同的流量进行洗脱, 其动

态洗脱曲线如图 4所示。由图中结果可知, 洗脱流

量为 1~ 4 BV/ h时, 洗脱曲线近似, 洗脱峰也相对

集中,且峰面积差异不大。但洗脱流量达到 6 BV/ h

以上时,洗脱峰明显变宽, 且拖尾明显,说明流速过

快, 不利于对虫草素的解吸, 但流量太低会延长循

环周期,效率降低,因此选择以 4 BV/ h的流量进行

洗脱。

2� 3 � 洗脱所得各部分虫草素纯度测定结果
从表 2结果可知, 体积分数 10%乙醇洗脱下来

的组分占总量的 23� 28% , 且该组分中虫草素的质

量分数仅为8� 43% ,因此认为体积分数 10%乙醇洗

脱下来的大部分为杂质, 而体积分数50%和 95%乙

醇洗脱所得的组分中虫草素质量分数接近, 均为

30%以上。因此,可选择先以体积分数 10%乙醇洗

脱除去部分杂质,再以体积分数 70% 乙醇洗脱, 所

得样品虫草素纯度比分离前提高 10倍, 约为 35% ,

且虫草素回收率达 90%以上。

图 4� 不同流量的动态洗脱曲线

Fig. 4� Dynamic desorption curve of different f low rate

表 2 � 不同体积分数乙醇洗脱所得组分中虫草素质量分数

的比较

Tab. 2 � Comparison on cordycepin content in fractions eluted

by different ethanol percent

乙醇
体积分数/ %

样品
质量/ g

各组分
质量分数/ %

虫草素
质量分数/ %

10 0. 4363 23. 28 8. 43

50 1. 2114 64. 63 32. 71

95 0. 2267 12. 09 37. 83

� � 经大孔树脂纯化后的样品,按照参考文献[ 10]

的方法进行结晶,得到粗晶体后, 以水反复重结晶 2

~ 3次得到针状固体, 干燥后得固体粉末, 经鉴定纯

度达 98%。

3 � 结 � 语

通过对 6种大孔树脂的静态吸附和解吸性能

的研究,发现 NKA- �型大孔树脂是一种分离虫草

素的理想树脂,吸附率大且易解吸, 较适合北冬虫

夏草发酵液中虫草素的纯化。NKA- �型大孔树脂

是极性树脂,对极性较强的虫草素吸附效果较好,

这与大孔树脂的吸附原理是一致的。比表面积对

大孔树脂吸附虫草素的影响不大, 同为极性但比表

面积较大的 NKA-9树脂对虫草素吸附效果不好,

这可能与吸附杂质较多有关。

大孔吸附树脂的吸附动力学研究对于目标产

物的纯化工艺具有十分重要的意义, 在实验室小试

水平考查了静态和动态吸附工艺, 发现树脂对虫草

素的吸附是一种动态的缓慢的过程, 这与树脂和样

品液之间的接触有关, 在静态吸附过程中对树脂进

行搅拌,使树脂与目标化合物充分接触, 并给与充
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分的吸附时间, 提高吸附效率。且动态吸附的试验

结果表明,上样流量与树脂吸附率成反比, 但上样

流量太慢会延长循环周期, 不利于生产, 因此在实

际操作中可选用循环上样, 以减少目标物的损失。

另外,大孔吸附树脂的吸附作用主要是通过表面吸

附、表面电性或形成氧键等, 吸附达到饱和时, 对化

学成分的吸附作用减弱直至消失, 此时化学成分即

泄露流出。因此, 考查树脂的吸附容量是十分必

要。

在天然产物的分离纯化中, 成本、安全性和环

保问题也是需要重点考虑的,用大孔树脂来分离虫

草素,由于树脂可以反复使用, 成本低,同时使用的

溶剂是水和乙醇,因此该工艺比较安全和环保。
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