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微波辅助乙醇／硫酸铵双水相提取分离蛹虫草发酵产物
中虫草素和虫草酸的研究
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摘　要：采用微波辅助乙醇／硫酸铵双水相提取分离蛹虫草（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ　ｍｉｌｉｔａｒｉｓ）发酵产物中的虫草素和虫草
酸。确定了双水相系统中乙醇质量分数为２５％、硫酸铵质量分数为２２％。正交试验优化的微波提取条件为微

波功率５４０Ｗ，提取时间１２０ｓ，固液比１∶１００［菌丝体干重（ｇ）：双水相体系的质量（ｇ）］。在此条件下，虫草素和

虫草酸的提取率分别为（９９．３５±０．１２）％和（９９．０２±０．１６）％，虫草素在上相中的分配率为（９５．２４±０．２５）％，

虫草酸在下相中的分配率为（９１．８３±０．１９）％。该方法提取率高，虫草素和虫草酸分离效果好，有利于产品的

后续纯化。

关键词：微波辅助；乙醇／硫酸铵双水相；虫草素；虫草酸

蛹虫草（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ　ｍｉｌｉｔａｒｉｓ）又名北冬虫夏草，是一种药、食两用真菌，含有虫草素、虫草酸等多种
活性成分［１］。虫草素的化学名称为３′－脱氧腺苷，具有抗菌、降血脂、抗肿瘤和抗癌等作用，其降血脂效
果优于非诺贝特（法国力博福尼制药公司生产）［２－５］。虫草素作为治疗白血病的新药已在临床上试
用［６］。目前，虫草素在国际市场上价格昂贵（每克约１１万元）且需求量日益增加。虫草酸又名甘露醇，
能抑制各种病原菌的生长，可预防和治疗脑血栓、脑出血、心肌梗塞等多种疾病［７－９］。
蛹虫草子实体人工栽培生产成本高，生长周期长且虫草素含量较低（小于２０ｍｇ／ｇ）［１０］。液体发酵

具有周期短、生产效率高、成本低等优点，且液体发酵产物中含有与子实体中相似的活性成分，因此发
酵培养已成为获得蛹虫草活性成分的主要途径。为了提高虫草素的得率，研究者们在菌种选育、发酵
培养条件的优化方面进行了大量研究［１１－１３］，但获得的最高虫草素得率仅为８．５７ｇ／Ｌ［１４］。高效的提取
分离纯化方法是提高虫草素得率的有效手段。浸提法、索氏提取法和回流法等传统提取方法不仅耗时
长且提取液中虫草素和虫草酸混合在一起，传统的后续分离纯化方法如离子交换树脂吸附法、硅胶柱
层析法以及大孔树脂吸附法只能针对性的纯化一种产物，另一种产物随废液丢弃，造成资源的浪费。
双水相提取技术是将两种化学结构不同的亲水性聚合物或一种亲水性聚合物和无机盐在水中以适当

的浓度形成互不相溶的两相，利用分配物质在两相的分配差异而进行提取的一种新型生物化工分离技
术。短链醇／无机盐体系作为一种新型的双水相体系，具有价格低廉、溶剂粘度小、传质速度快、试剂易
回收等优点，其中，乙醇无毒、易回收，是新型短链醇／无机盐双水相体系中应用最为广泛的有机溶
剂［１５］。笔者采用微波辅助乙醇／碳酸钾双水相体系实现了桦褐孔菌发酵液中的三萜和多糖的提取分
离［１６］，两类化合物分别富集在上、下相，提取率分别为（９９．２２±０．６８）％ 和（９８．３４±０．８３）％。本研究
采用微波辅助乙醇／无机盐双水相对蛹虫草发酵产物进行提取分离，探索蛹虫草发酵产物中虫草素和
虫草酸的高效提取分离方法。

１　材料与方法

１．１材料

　　蛹虫草（Ｃ．ｍｉｌｉｔａｒｉｓ）菌株（ＱＤＹ０１）由青岛农业大学山东省应用真菌重点实验室提供。
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１．２试剂与主要仪器

　　虫草素（纯度≥９９％）购自中国食品药品检定研究院；虫草酸（纯度≥９９％）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；
甲醇、乙腈均为色谱纯，购自美国Ｔｅｄｉａ公司；其它试剂均为国产分析纯。
美的 ＭＭ７２１ＮＨ１－ＰＷ 微波炉（美的微波电器制造有限公司）；Ｗａｔｅｒｓ　２６９０高效液相色谱系统（美

国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；核酸蛋白测定仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

１．３蛹虫草的发酵培养

　　液体培养基：２％蛋白胨，２％蔗糖，０．３％ ＫＨ２ＰＯ４，０．１％ Ｋ２ＨＰＯ４，０．０５％ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ。
发酵培养方法：将ＰＤＡ斜面菌种转接于ＰＤＡ平板，２８℃培养５ｄ，取４块直径为５ｍｍ菌块接入

装有１００ｍＬ液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，２８℃培养５ｄ得到液体菌种。将液体菌种接入装有

１００ｍＬ液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，接种量为１０％（ｖ／ｖ），２８℃培养７ｄ，获得蛹虫草发酵产物。

１．４虫草素和虫草酸的测定

　　用 ＨＰＬＣ 检测虫草素的含量［１７］。色谱条件为 Ｖｅｎｕｓｉｌ　ＭＰ－Ｃ１８ 色谱柱 （５μｍ，４．６ｍｍ×
１５０ｍｍ），柱温２５℃；流动相为甲醇和蒸馏水；洗脱条件为０～１５ｍｉｎ　１５％甲醇等梯度洗脱，２０～
３０ｍｉｎ　１００％甲醇洗脱，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２６０ｎｍ，进样量２０μＬ。
用分光光度法检测虫草酸含量［１８］。

１．５双水相体系中无机盐的选择

　　将１．３中得到的发酵产物用微波提取（５４０Ｗ，１５０ｓ），１７７６　ｇ离心１５ｍｉｎ，弃沉淀，上清定容至

１００ｍＬ获得粗提液。取部分粗提液置于２５ｍＬ具塞试管中，分别加入（ＮＨ４）２ＳＯ４、Ｋ２ＣＯ３、ＫＨ２ＰＯ４
和Ｋ２ＨＰＯ４４种无机盐，溶解后再加入无水乙醇，利用漩涡混匀仪充分混合，室温静置３０ｍｉｎ，制成体系
总质量为８ｇ的双水相体系，其中盐质量分数为２１％，醇质量分数为２５％，其余为粗提液。吸取上相萃
取液５００μＬ，５０℃水浴使溶剂挥发完全，再加入５００μＬ无水甲醇，充分溶解后过０．２２μｍ微孔滤膜；
取下相萃取液５００μＬ，加入１０００μＬ无水甲醇，混匀后，静置２０ｍｉｎ，离心，取上清，挥干后用无水甲醇
定容至５００μＬ。分别测定上、下相中虫草素和虫草酸的含量。每个处理３次重复。

１．５．１提取率的计算

　　将１．３中得到的发酵产物，移入索氏提取器中提取９ｈ，１７７６　ｇ离心１５ｍｉｎ，上清保存备用。菌丝
体沉淀加入１００ｍＬ　５０％乙醇再提取９ｈ，１７７６　ｇ离心收集上清液。将水提上清和醇提上清分别用水
和乙醇定容至１００ｍＬ，检测虫草素和虫草酸的含量。索氏提取后水提和醇提上清中虫草素和虫草酸
的量为发酵产物中虫草素和虫草酸的总量，以此为基准，分别计算双水相提取虫草素和虫草酸的提取
率。索式提取实验重复５次。

虫草素提取率＝
上、下相中虫草素总量（ｍｇ）
索氏提取获得的虫草素总量（ｍｇ）

×１００％

虫草酸提取率＝
上、下相中虫草酸总量（ｍｇ）
索氏提取获得的虫草酸总量（ｍｇ）

×１００％

１．５．２虫草素和虫草酸上、下相中分配率的计算

　　分别计算上、下相中虫草素和虫草酸在体系中分配的百分比（分配率）。

虫草素或虫草酸上相中分配率＝ Ｃ上相×Ｖ上相
Ｃ上相×Ｖ上相＋Ｃ下相×Ｖ下相×１００％

虫草素或虫草酸下相中分配率＝ Ｃ下相×Ｖ下相
Ｃ上相×Ｖ上相＋Ｃ下相×Ｖ下相×１００％

式中：Ｃ为物质在上、下相的浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ 为上、下相的体积（ｍＬ）。
根据虫草素和虫草酸的提取率和分配率选择双水相体系中无机盐的种类进行以下实验。

１．６乙醇／无机盐双水相体系相图的绘制

　　采用浊度法［１９］绘制乙醇／无机盐双水相体系相图。取一定量的无机盐（ｍ１）放入试管中，分别加入
一定量粗提液（ｍ２）或水（ｍ２′）溶解，然后逐滴加入无水乙醇（ｍ３），直至混合溶液恰好出现浑浊。计算
双水相体系中各组成成分的质量分数ｙ，绘制相图。

２７
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ｙ＝
ｍ１ 或ｍ２ 或ｍ２′或ｍ３

ｍ１＋ｍ２＋ｍ３
１．７乙醇和无机盐质量分数对双水相体系虫草素和虫草酸分配的影响

　　粗提液、乙醇和无机盐配制成总质量为８ｇ的双水相体系。根据１．６中得到的相图，分别选择成相
区域处于中间位置的３个乙醇质量分数，在固定乙醇含量下，改变双水相体系中硫酸铵的质量分数，考
察双水相体系中醇、盐浓度对虫草素、虫草酸分配的影响。体系中硫酸铵初始浓度为固定醇浓度下成
相点的硫酸铵含量，硫酸铵终浓度为该乙醇浓度下盐析点的硫酸铵含量。上、下相中虫草素和虫草酸
的分配率计算方法同１．５．２。选择上相中虫草素和下相中虫草酸分配率相对高的乙醇和无机盐质量分
数进行以下实验。

１．８微波辅助乙醇／无机盐双水相提取条件的优化

　　发酵结束后向装有发酵产物的２５０ｍＬ三角瓶中加入乙醇、无机盐和水，配制成双水相体系，其中
乙醇、无机盐质量分数按１．７选择的结果。以微波时间、微波功率和固液比［菌丝体干重（ｇ）∶双水相体
系的质量（ｇ）］为因素，设计３因素

３水平的Ｌ９（３３）正交试验（表１），
以虫草素和虫草酸提取率为指标

优化微波辅助双水相提取工艺。
实验时取５个２５０ｍＬ三角瓶中的
发酵产物，测菌丝体干重，取其平
均值。提取剂为双水相体系，参考
测定的菌丝体干重，在发酵产物中
加入蒸馏水、盐和乙醇，调整双水
相体系质量。实验重复３次。

表１　正交试验因素水平表
Ｔａｂｌｅ　１　Ｌｅｖｅｌｓ　ａｎｄ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

水平Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

Ａ功率

Ｐｏｗｅｒ（Ｗ）
Ｂ时间

Ｔｉｍｅ（ｓ）
Ｃ固液比１）

Ｓｏｌｉｄ　ｔｏ　ｌｉｑｕｉｄ　ｒａｔｉｏ１）

１　 ３４０　 ６０　 １∶６０

２　 ５４０　 １２０　 １∶８０

３　 ７２０　 １５０　 １∶１００
１）固液比：菌丝体干重（ｇ）∶双水相体系的质量（ｇ）
１）Ｓｏｌｉｄ　ｔｏ　ｌｉｑｕｉｄ　ｒａｔｉｏ（ｗ∶ｗ）：ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ｄｒｙ　ｗｅｉｇｈｔ（ｇ）∶ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｔｗｏ－ｐｈａｓｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ（ｇ）

２　结果与分析

２．１双水相体系中无机盐的确定

　　分别选择强酸弱碱盐［（ＮＨ４）２ＳＯ４］和强碱弱酸盐（Ｋ２ＣＯ３、ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４）与乙醇形成双水
相，分别考察其对蛹虫草发酵产物微波辅助提取后粗提液中虫草素和虫草酸的提取率及分配率。从表

２可知，对虫草素和虫草酸的提取率依次为（ＮＨ４）２ＳＯ４＞ＫＨ２ＰＯ４＞Ｋ２ＣＯ３＞Ｋ２ＨＰＯ４。４种无机盐
中，硫酸铵体系中虫草素、虫草酸的提取率最高，分别为（９６．５３±０．１９）％ 和（９５．６５±０．１５）％。双水相
体系中，上相以乙醇溶剂为主，下相以盐溶液为主。虫草素主要富集在上相，虫草酸主要富集在下相。
在４种无机盐中，乙醇／硫酸铵体系对虫草素和虫草酸的富集效果最好，上相中虫草素分配率为（９３．７４
±０．３２）％，下相中虫草酸分配率为（８５．４３±０．３０）％。因此，确定乙醇／硫酸铵为提取分离虫草素和虫
草酸的双水相体系。

表２　双水相体系中无机盐种类对虫草素和虫草酸提取的影响
Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｉｎｅｒａｌ　ｓａｌｔｓ　ｏｎ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ　ａｎｄ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｔｗｏ－ｐｈａｓｅ　ｓｙｓｔｅｍ

提取率

　　 　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｙｉｅｌｄ　　 　

虫草素分配率

　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ　

虫草酸分配率

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ

无机盐

Ｍｉｎｅｒａｌ　ｓａｌｔ

虫草素

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ

虫草酸

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ

上相

Ｕｐｐｅｒ　ｐｈａｓｅ

下相

Ｌｏｗｅｒ　ｐｈａｓｅ

上相

Ｕｐｐｅｒ　ｐｈａｓｅ

下相

Ｌｏｗｅｒ　ｐｈａｓｅ
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ９６．５３±０．１９ａ ９５．６５±０．１５ａ ９３．７４±０．３２ａ ６．２６±０．１８ｄ １４．５７±０．１９ｃ ８５．４３±０．３０ａ

Ｋ２ＣＯ３ ８５．２５±０．２６ｃ ８４．１４±０．２３ｃ ７４．１６±０．１９ｂ ２５．８４±０．２４ｃ ９．８９±０．２１ｄ ８０．１１±０．１７ｂ

ＫＨ２ＰＯ４ ９０．３７±０．１２ｂ ８８．５４±０．２０ｂ ６０．３７±０．２５ｃ ３９．６３±０．３１ｂ ４３．３７±０．２９ｂ ５６．６３±０．２１ｃ

Ｋ２ＨＰＯ４ ８２．９５±０．２３ｃ ８２．２１±０．２７ｃ ５３．４６±０．２８ｄ ４６．５４±０．２２ａ ４７．９２±０．２６ａ ５２．０８±０．２４ｄ

同列不同小写字母表示０．０５水平差异显著
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒ　ｃａｓｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０５ｌｅｖｅｌ
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图１　乙醇／硫酸铵双水相体系相图
Ｆｉｇ．１　Ｐｈａｓｅ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆｔｈｅ　ｅｔｈａｎｏｌ／（ＮＨ４）２ＳＯ４

ｔｗｏ－ｐｈａｓｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ

２．２虫草素和虫草酸在乙醇／硫酸铵体系中的分
配规律

２．２．１成相规律

　　为了考察乙醇／硫酸铵的成相规律，进一步明
确蛹虫草发酵液对成相的影响，分别以水和蛹虫草
发酵粗提液为溶剂配制乙醇／硫酸铵双水相，并以
硫酸铵质量分数为横坐标，乙醇质量分数为纵坐
标，绘制相图（图１）。由图１可知，蛹虫草发酵粗提
液和水对乙醇／硫酸铵的成相规律相同。在双水相
体系中，由于盐、醇的相互排斥作用，形成了乙醇和
盐溶液的分界面，图１中曲线上方为成相区。双水
相体系中，醇浓度过低（或过高）会导致下（或上）相
体积过大，不利于物质的分配和后续的分离。在乙醇／硫酸铵体系中，当乙醇质量分数在２０％～３０％时，
体系中上、下相体积比为０．５～２．２。因此，确定后续试验中乙醇的质量分数为２０％、２５％和３０％。

２．２．２乙醇和硫酸铵质量分数对虫草素和虫草酸分配的影响

　　　○虫草素，３０％乙醇Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ，３０％ｅｔｈａｎｏｌ
△虫草素，２５％乙醇Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ，２５％ｅｔｈａｎｏｌ
□虫草素，２０％乙醇 Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ，２０％ｅｔｈａｎｏｌ
●虫草酸，３０％乙醇Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ，３０％ｅｔｈａｎｏｌ
▲虫草酸，２５％乙醇Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ，２５％ｅｔｈａｎｏｌ
■虫草酸，２０％乙醇Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ，２０％ｅｔｈａｎｏｌ

图２　乙醇和硫酸铵质量分数对上相虫草素
和下相虫草酸分配的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ａｎｄ　ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｓｕｌｆａｔｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ
ａｎｄ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｕｐｐｅｒ　ａｎｄ　ｌｏｗｅｒ　ｐｈａｓｅｓ

ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｗｏ－ｐｈａｓｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ

　　双水相体系中盐或醇的质量分数能够
显著影响体系中物质的分配。根据相图，
分别固定乙醇质量分数为２０％、２５％和

３０％ ，改变硫酸铵浓度，考察体系中乙醇和
硫酸铵的质量分数对虫草素和虫草酸分配

率的影响（图２）。在固定乙醇质量分数下，
虫草素在上相中的分配率和虫草酸在下相

中的分配率均随着硫酸铵质量分数的增加

先上升后降低。当乙醇质量分数由２０％增
加到２５％，虫草素在上相中的分配率提高
约１０％，继续增加乙醇质量分数至３０％，虫
草素在上相中分配率仅提高１％～３％。虫
草酸在下相中的分配率随着乙醇质量分数

的增加而降低。当乙醇质量分数为３０％
时，上相中虫草素分配率超过９０％，但下相
中虫草酸分配率较低（７５％～８３％）。当乙
醇质量分数为２５％、硫酸铵质量分数为

２２％时，虫草素和虫草酸的在上、下相中的
分配率分别为（９０．７８±０．２６）％和（９３．２０
±０．３９）％，因此，确定双水相体系中乙醇质量分数为２５％，硫酸铵质量分数为２２％。

２．３微波辅助乙醇／硫酸铵双水相提取虫草素和虫草酸

　　正交试验结果表明（表３），虫草素的最优提取条件为Ａ２Ｂ２Ｃ３，此条件下，虫草素提取率为（９９．３５±
０．１２）％，虫草酸提取率为（９９．０２±０．１６）％。虫草酸的最佳提取条件为Ａ２Ｂ３Ｃ３，此时，虫草酸的提取
率为（９９．３２±０．２５）％。两种条件下，虫草酸的提取率无显著差异。最终确定同时提取虫草素和虫草
酸的最优条件为Ａ２Ｂ２Ｃ３，即：微波功率５４０Ｗ、微波时间１２０ｓ、固液比１∶１００，此条件下，虫草素在上相
中的分配率为（９５．２４±０．２５）％，虫草酸在下相中的分配率为（９１．８３±０．１９）％。正交试验极差分析表
明，影响虫草素和虫草酸提取率的因素主次顺序为微波功率＞固液比＞微波时间。正交试验方差分析
表明（表４）：微波功率对虫草素和虫草酸提取率的影响显著；根据Ｆ值可知，影响虫草素和虫草酸提取
率的因素主次顺序与极差分析结果一致。
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表３　正交试验结果
Ｔａｂｌｅ　３　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ　ｄａｔａ

编号

Ｎｏ．

Ｆａｃｔｏｒ因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ

虫草素提取率

Ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ（％）

虫草酸提取率

Ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ（％）

１　 １　 １　 １　 ８１．２５±０．２２　 ８３．６９±０．１９

２　 １　 ２　 ２　 ８６．９６±０．１４　 ８８．７２±０．１５

３　 １　 ３　 ３　 ８８．０８±０．１６　 ９０．０７±０．２３

４　 ２　 １　 ２　 ９７．７９±０．１８　 ９８．４３±０．２２

５　 ２　 ２　 ３　 ９９．３５±０．１２　 ９９．０２±０．１６

６　 ２　 ３　 １　 ９６．４５±０．１９　 ９７．６６±０．１２

７　 ３　 １　 ３　 ９８．５８±０．１８　 ９８．７２±０．１７

８　 ３　 ２　 １　 ９６．４６±０．２１　 ９６．８１±０．１８

９　 ３　 ３　 ２　 ９７．６６±０．２０　 ９７．２５±０．１３

虫草素

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ

Ｋ１ ８５．４３０　 ９２．５４０　 ９１．３８７

Ｋ２ ９７．８６３　 ９４．２５７　 ９４．１３７

Ｋ３ ９７．５６７　 ９４．０６３　 ９５．３３７

Ｒ　 １２．４３３　 １．７１７　 ３．９５０

虫草酸

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ
ａｃｉｄ

Ｋ１ ９８．３７０　 ９４．８５０　 ９４．８００

Ｋ２ ９７．５９３　 ９４．９９３　 ９５．９３７

Ｋ３ ８７．４９３　 ９３．６１３　 ９２．７２０

Ｒ　 １０．８７７　 １．３８０　 ３．２１７

表４　正交试验方差分析
Ｔａｂｌｅ　４　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

方差来源

Ｖａｒｉａｎｃｅ
ｏｒｉｇｉｎ

虫草素提取率

Ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ

虫草酸提取率

Ｙｉｅｌｄ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｃ　ａｃｉｄ

离差平方和

Ｓｕｍ　ｏｆ　ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｆｒｅｅｄｏｍ
Ｆ值

Ｆ　ｖａｌｕｅ

离差平方和

Ｓｕｍ　ｏｆ　ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｆｒｅｅｄｏｍ
Ｆ值

Ｆ　ｖａｌｕｅ
功率

Ｐｏｗｅｒ（Ｗ）
３０１．９７４　 ２　 ８８．８４２＊ ２２０．９１５　 ２　 ３６．０９１＊

时间

Ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｉｍｅ（ｓ）
５．３０５　 ２　 １．５６１　 ３．４５４　 ２　 ０．５６４

固液比

Ｓｏｌｉｄ∶ｌｉｑｕｉｄ　ｒａｔｉｏ
２４．６０５　 ２　 ７．２３９　 １５．９６５　 ２　 ２．６０８

误差

Ｅｒｒｏｒ
３．３９９　 ２　 １．０００　 ６．１２１　 ２　 １．０００

＊表示方差分析具有显著性
＊Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　ｐｏｗｅｒ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ａｆｆｅｃｔｅｄ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｙｉｅｌｄ

３　讨论

　　本实验以乙醇／硫酸铵双水相体系为提取剂，采用微波辅助提取技术同时实现了蛹虫草发酵液中
虫草素和虫草酸的提取分离。在双水相体系中，物质的分配受到无机盐的种类、相对分子质量、离子强
度和ｐＨ 等多种因素的影响［１９］。翁梁等［２０］的研究表明，提取液的ｐＨ值对虫草素的提取率有显著影
响，酸性较中性提取率提高７％，硫酸铵为强酸弱碱盐，溶剂呈酸性可能是虫草素提取率高于另外３种
强碱弱酸盐的主要原因。在微波辅助双水相提取过程中，活性物质的提取率取决于物料、溶剂对微波
能的吸收及活性成分在溶剂中的溶解性。各种无机盐得到的虫草酸提取率不同可能是上述多种因素
的综合作用结果。成相规律实验证明蛹虫草发酵粗提液对乙醇／硫酸铵的成相规律几乎没有影响，说
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明粗提液中不含有影响分相行为的溶质。ＬＩ等［２１］用乙醇／硫酸铵体系提取肺炎克雷伯氏菌
（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）发酵液中的２，３－丁二醇，在乙醇／硫酸铵体系中添加２，３－丁二醇对成相规律
影响不大。ＭＡ等［２２］用乙醇／Ｋ２ＨＰＯ４体系提取降香黄檀叶子中的异黄酮，在体系中添加降香黄檀的
叶子提取物对成相规律几乎没有影响，这些均说明在双水相体系中，溶剂体系组成是影响有效成分分
配率的主要因素，在一定范围内，有效成分的浓度增加不会影响分配效果。通过对虫草素、虫草酸在乙
醇／硫酸铵双水相体系中分配规律的研究，筛选虫草素和虫草酸分别富集在上、下相的最佳相组成为

２５％乙醇，２２％硫酸铵。虫草素易溶于稀乙醇，而高浓度的乙醇不利于其溶解。因此，在一定范围内提
高乙醇浓度有利于虫草素在上相富集，然而，乙醇浓度过高反而使虫草素转移入下相，使上相中的分配
比率下降。虫草酸与水分子的结合能力较强，当体系中乙醇浓度增加时，更多的水分子转移入上相，一
部分虫草酸和水分子一起被转移，从而导致下相中分配率下降。
各种传统提取方法均能使菌体细胞中的虫草素和虫草酸溶出，但两种活性组分混合在一起，难以

分离，传统分离纯化方法只能针对性的纯化一种产物，另外一种产物随废液丢弃。微波辅助乙醇／硫酸
铵双水相提取后虫草素和虫草酸分别富集于上、下相，菌丝体形成沉淀层。该方法将虫草素、虫草酸的
提取分离以及菌丝体和提取液的固液分离，整合为一步操作，同时获得虫草素和虫草酸，具有一定的工
业化应用前景。目前，一步操作同时获得蛹虫草中虫草素和虫草酸的分离纯化方法尚未见相关报道。
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