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结合后未能去除完全的原因。Ｔｒｉｓ－饱和酚法提取的蛋白条
带和Ｔｒｉｓ－丙酮法相比虽然背景色较深，但在１７～２４５ｋｕ范
围内分布较为均匀，条带仍可清晰辨别。其次在提取时间和

蛋白纯度上Ｔｒｉｓ－饱和酚法均有良好效果，这与饱和酚的性
质有很大关系。饱和酚良好的溶解性，能使茅苍术叶片中可

溶性杂质溶解在水中，而蛋白质和脂类溶解在饱和酚中，同时

利用乙酸铵甲醇溶液对其沉淀纯化，亦避免新离子的加

入［１４］，更适合茅苍术叶片蛋白质的提取。本研究结果可为逆

境胁迫下茅苍术分子机制在蛋白质水平下的变化研究提供基

础资料。
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提取剂对蛹虫草中虫草素提取产率的影响

潘传江，丁　杰，盛玉萍，王寿峰，刘　君
（四川理工学院分析测试中心，四川自贡６４３０００）

　　摘要：虫草素具有很高的药用价值，价格昂贵，且市场上供不应求。选用蛹虫草为原料，以微波－超声波法提取虫
草素，为提高其产率，提取剂分别选用苯、甲苯、环己烷、乙酸乙酯、二氯甲烷，在提取剂与无水乙醇协同作用条件下进

行试验，考察提取剂对虫草素提取产率的影响。结果表明，甲苯与无水乙醇配比为１９ｍＬ∶１ｍＬ时虫草素提取效果最
好，通过正交试验优化反应条件，在最优条件组合下虫草素的提取率为０．２７％。试验中通过ＨＰＬＣ法建立了虫草素测
定的标准曲线ｙ＝３３０５４ｘ－４１８９０，线性相关系数为ｒ＝０．９９９，在１０～２００μｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系良好。
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　　虫草素对人体心脏、血液系统、呼吸系统、免疫系统等都
具有较强的调节和保护作用［１］。研究发现，虫草素对各类杆

状、球状菌类如枯草杆菌、炭疽杆菌、链球菌及败血症杆菌等

都表现出较强的抑制作用［２］，其中枯草杆菌被抑制的效果最

为明显［３－４］。虫草素是冬虫夏草和蛹虫草中的主要活性成

分，与冬虫夏草相比，蛹虫草价格低廉、来源广泛，因此，研究

蛹虫草中提取虫草素极具应用价值。目前，虫草素的提取方

法主要有超临界萃取法［５］、酶法辅助提取［６］、微波辅助提

取［７］、热回流提取法［８］等。从文献报道来看，提取剂主要选

用无水乙醇、去离子水、石油醚或三氯甲烷，这些提取剂各具

优点，但也存在一些不足。如单独使用去离子水或无水乙醇

作为提取剂时，蛹虫草中其他组分的溶出量较高，不利于虫草

素的溶出，增加了分离难度和检测难度；利用石油醚作为提取

剂，原料中的脂类物质被大量溶出，同样不利用虫草素溶出与
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分离；三氯甲烷毒性较大，对操作者的安全要求和防护措施要

求更高，难度较大，不利于工业化生产［９］。选用甲苯等作为

提取剂与无水乙醇或水协同作用提取虫草素的报道较少。本

研究以蛹虫草为原料，用微波－超声波法提取虫草素，以期明
确提取剂对虫草素提取率的影响，为蛹虫草中虫草素的提取

提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
蛹虫草，广东金草行；虫草素标准品，中国药品生物制品

鉴定所。

仪器：Ｌ－２０００高效液相色谱仪，日立（中国）有限公司；
ＲＥ５２ＣＳ旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；ＷＢＦＹ－２０５微波
反应器，巩义市科瑞仪器有限公司；ＡＳ５１５０Ｂ超声提取器，天
津奥特塞恩斯仪器有限公司；标准检验筛，成都市企航仪器有

限公司；索氏提取器，郑州兴化玻璃仪器厂。

试剂：石油醚、苯、甲苯、二氯甲烷、三氯甲烷、环己烷、乙

酸乙酯均为成都科龙化工试剂厂生产的分析纯试剂。乙腈、

甲醇为色谱纯，所用试验用水均为去离子水。

１．２　蛹虫草虫草素的制备
取一定质量的蛹虫草，粉碎，过筛，经石油醚脱脂，干燥处

理后备用。准确称量一定量的蛹虫草粉置于５０ｍＬ锥形瓶
中，加入适量的按一定比例配制的提取溶液，放入微波－超声
波仪中萃取，微波频率２４５０ＭＨｚ，超声波频率４０ｋＨｚ，一定
时间后将提取溶液置于旋转蒸发仪浓缩至干，向锥形瓶中加

入一定量的二氯甲烷，振荡使其充分溶解，过滤，得到目标产

物。将目标产物溶于 ５０％甲醇溶液，定容后用于检测
分析［１０］。

１．３　不同溶剂的考察
１．３．１　苯－无水乙醇　称取备用蛹虫草粗粉５．００ｇ，加４倍
（体积质量比）量的溶剂（苯 ∶无水乙醇 ＝９∶１）于锥形瓶微
波－超声提取５０ｍｉｎ，趁热抽滤，连续用５．０ｍＬ无水乙醇洗
滤渣２次，合并滤液采用旋转蒸发仪直接旋干，加水溶解，玻
璃漏斗过滤，滤液定容到２５０．０ｍＬ，用ＨＰＬＣ法测定虫草素的
含量。

１．３．２　甲苯－无水乙醇　称取备用蛹虫草粗粉５．００ｇ，加４
倍（体积质量比）量的溶剂（甲苯 ∶无水乙醇＝９∶１）于锥形瓶
超声提取５０ｍｉｎ，趁热抽滤，连续用５．０ｍＬ无水乙醇洗滤渣２
次，合并滤液采用旋转蒸发仪直接旋干，加水溶解，玻璃漏斗过

滤，滤液定容到２５０．０ｍＬ，用ＨＰＬＣ法测定虫草素的含量。
１．３．３　环己烷－无水乙醇　称取备用蛹虫草粗粉５．００ｇ，加４
倍（体积质量比）量的溶剂（环己烷 ∶无水乙醇＝９∶１）于锥形
瓶超声提取５０ｍｉｎ，趁热抽滤，连续用５ｍＬ无水乙醇洗滤渣２
次，合并滤液采用旋转蒸发仪直接旋干，加水溶解，玻璃漏斗过

滤，滤液定容到２５０．０ｍＬ，用ＨＰＬＣ法测定虫草素的含量。
１．３．４　乙酸乙酯－无水乙醇　称取备用蛹虫草粗粉５．００ｇ，
加４倍（体积质量比）量的溶剂（乙酸乙酯 ∶无水乙醇 ＝
９∶１）于锥形瓶超声提取５０ｍｉｎ，趁热抽滤，连续用５．０ｍＬ无
水乙醇洗滤渣２次，合并滤液采用旋转蒸发仪直接旋干，加水
溶解，玻璃漏斗过滤，滤液定容到２５０．０ｍＬ，用 ＨＰＬＣ法测定
虫草素的含量。

１．３．５　二氯甲烷－无水乙醇　称取备用蛹虫草粗粉５．００ｇ，
加４倍（体积质量比）量的溶剂（二氯甲烷 ∶无水乙醇 ＝
９∶１）于锥形瓶超声提取５０ｍｉｎ，趁热抽滤，连续用５．０ｍＬ无
水乙醇洗滤渣２次，合并滤液采用旋转蒸发仪直接旋干，加水
溶解，玻璃漏斗过滤，滤液定容到２５０．０ｍＬ，用 ＨＰＬＣ法测定
虫草素的含量。

１．４　蛹虫草虫草素提取的正交试验设计
选择料液比（Ａ）、提取溶剂比（Ｂ）、提取时间（Ｃ）、提取功

率（Ｄ）４个因素，每个因素选取３个水平，考察４个因素对蛹
虫草中虫草素提取率的影响，以虫草素提取率作为考察指标，

选用Ｌ９（３
４）正交试验进行筛选最佳方法（表１）。

表１　提取蛹虫草虫草素的正交试验因素及水平

水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：溶剂比
（ｍＬ∶ｍＬ）

Ｃ：提取时间
（ｍｉｎ）

Ｄ：微波功率
（Ｗ）

１ １∶３ １０∶１ ４０ ４０
２ １∶４ １５∶１ ５０ ５０
３ １∶５ １９∶１ ６０ ６０

１．５　蛹虫草虫草素的检测
１．５．１　虫草素标准溶液配制　准确称量０．００５０ｇ虫草素标
准品，用５０％甲醇溶液溶解，转移至５．０ｍＬ容量瓶中，定容，
得到１．０ｍｇ／ｍＬ的虫草素标准储备液。用移液枪移取不同
量的标准储备液分别稀释成１０、５０、１００、１５０、２００μｇ／ｍＬ的标
准溶液，摇匀，冷藏待用。

１．５．２　供试品溶液的制备　准确称量一定量经脱脂后的蛹
虫草粉于一体化反应器中，按料液比 １ｇ∶４ｍＬ，溶剂
甲苯 ∶无水乙醇 为１０ｍＬ∶１ｍＬ，提取时间为５０ｍｉｎ，提取功
率为６０Ｗ，置于微波 －超声波协同提取仪中，将仪器超声波
打开，在选定的微波功率下提取，一定时间后将提取液置于旋

转蒸发仪浓缩至干，加入一定量的二氯甲烷，振荡使其充分溶

解，过滤，得到目标产物。将目标产物溶于５０％甲醇溶液，定
容后用于检测分析。

１．５．３　ＨＰＬＣ色谱条件　色谱柱为 ＺＯＲＢＡＸＥｘｔｅｎｄ－Ｃ１８柱
（Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ４．６×２５０ｎｍ５－Ｍｉｃｒｏｎ８０Ａ），流动相为水 ∶甲
醇＝９５∶５，洗脱速率为１．００ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，进样量为
１０μＬ。
１．５．４　虫草素标准曲线的绘制　按照“１．５．１”节配制标准
储备液，得到１０、５０、１００、１５０、２００μｇ／ｍＬ不同浓度的虫草素
标准溶液。按照“１．５．３”节色谱条件进样，记录色谱图，测得
峰面积Ｓ，以峰面积 Ｓ对浓度 Ｃ（ｍｇ／ｍＬ）作图，得到回归方
程：ｙ＝３３０５４ｘ－４１８９０（ｒ＝０．９９９），表明在１０～２００μｇ／ｍＬ
浓度范围内线性关系良好。按信噪比３倍（Ｓ／Ｎ）计算，得到
虫草素的检出限（ＬＯＤ）为１μｇ／ｍＬ。
１．５．５　蛹虫草中虫草素含量计算

提取率＝
Ｃ供试品 ×Ｖ供试品
ｍ蛹虫草

×１００％。

２　结果与分析

２．１　虫草素ＨＰＬＣ检测波长的确定
紫外分光光度法全波长扫描虫草素标准品溶液，测定虫

草素的紫外吸收光谱，从图１可以看出，虫草素在２５９ｎｍ处
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出现最大吸收，因此选择ＨＰＬＣ的检测波长为２５９ｎｍ。
２．２　ＨＰＬＣ流动相的选择

在试验过程先后选用 ＫＨ２ＰＯ４缓冲溶液加四氢呋喃、
水－乙腈、水－甲醇作为流动相，比较各条件的分离效果，选
择最佳流动相。选用ＫＨ２ＰＯ４缓冲溶液加四氢呋喃作为流动
相进样测定时，经过几次进样试验后，发现峰形逐渐变宽，经

计算可知Ｃ１８柱的柱效、理论塔板数都快速降低，要经过大量
乙腈和甲醇冲洗活化后，才能使柱子勉强恢复到以前的效果。

可见缓冲溶液对该柱子的损害作用很大，因此，ＫＨ２ＰＯ４缓冲
溶液加四氢呋喃不宜作为流动相。当用水－乙腈作为流动相
时，虫草素标准品和腺苷标准品虽然出峰时间比较短，但峰形

很差且分离效果不佳。当水 ∶乙腈＝１∶９时，腺苷和虫草素
的保留时间非常小且２个峰靠得很近，不能完全分开，彼此之
间干扰较大，不适合用作分离的流动相。当增加或减少水的

比例，２个标准品仍不能有效分离。而当用水和甲醇作为流
动相时，虫草素标准品和腺苷标准品的保留时间略有延长，分

离效果较好，且峰形窄而对称。用水 ∶甲醇体积比为９∶１作
流动相保留时间出在可信度较高区域，但２个标准品的分离
效果不是很好，当继续增大水的比例时，２个峰的分离度越来
越高；当比例达到１９∶１时，虽然保留时间稍有增加，但峰完
全分离开且峰形对称尖锐、检测灵敏度高（图２）。当降低水
的比例时虫草素后面有明显的拖尾，２个峰不能分离；而再加
大水的比例虽然分离度稍好但保留时间延后很多，浪费时间、

试剂，故选择水 ∶甲醇体积比为１９∶１作为流动相。

　　试验结果表明，中性条件下分离效果较佳且色谱纯有机
溶剂用量少、操作简便，且利于色谱柱的保护，使用寿命更长，

有利 于 节 约 成 本。色 谱 柱：ＺＯＲＢＡＸ Ｅｘｔｅｎｄ－Ｃ１８柱
（Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ４．６×２５０ｎｍ５－Ｍｉｃｒｏｎ８０Ａ）；柱温为３５℃；流
速为１ｍＬ／ｍｉｎ；流动相为甲醇 ∶水（体积比）＝１∶１９；每次进

样１０μＬ；检测器检测波长２５９ｎｍ。采用峰面积外标法定量。
在此流动相条件下，对蛹虫草子实体提取液进行测定，虫草素

与样品中其他杂质能够有效分开，无干扰，出峰时间适宜，分析

稳定，分离效果见图３。由于子实体中含有的腺苷和虫草素的
结构极其相似，在相同色谱条件下进样腺苷标准品（图４）。从
图２、图３、图４比较可见，腺苷和虫草素的分离度相当大。

２．３　ＨＰＬＣ法绘制虫草素标准曲线
按照以上色谱条件进样测定“１．５．１”节所配标准溶液，

记录测定的虫草素峰对应的面积 Ｓ，以峰面积 Ｓ对浓度 Ｃ
（μｇ／ｍＬ）作标准曲线（表２、图５）。通过线性回归得到回归
方程：ｙ＝３３０５４ｘ－４１８９０，线性相关系数为ｒ＝０．９９９，表明在
１０～２００μｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系良好。按信噪比 ３倍
（Ｓ／Ｎ）计算，得到虫草素的检出限（ＬＯＤ）为１μｇ／ｍＬ。

表２　虫草素标准曲线数据

虫草素浓度（μｇ／ｍＬ） 峰面积

１０ ３２６６２４
５０ １５６５３７９
１００ ３２５８６７４
１５０ ４９１７６５８
２００ ６５７９５５２

２．４　虫草素提取溶剂的选择
以虫草素提取率为指标，对虫草素提取所用有机溶剂配比

的选择进行研究，粗提液定容到２５０．０ｍＬ，通过ＨＰＬＣ检测，利
用标准曲线求得虫草素的含量，平行３次检测求平均值（表３）。
　　从表３可以看出，相对于其他溶剂和无水乙醇配比而言，
甲苯、苯与无水乙醇配比作为提取剂，虫草素的溶出量较高；

相较于单独的无水乙醇或去离子水，虫草素的溶出量也高出

许多。这可能是由于在调节提取剂极性的同时在结构上也有

相似的地方，虫草素有一个类似于苯环的六元环，根据相似相
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表３　不同提取溶剂虫草素提取率

提取溶剂 提取率（％）
甲苯－无水乙醇 ０．２７
苯－无水乙醇 ０．２５
二氯甲烷－无水乙醇 ０．１２
环己烷－无水乙醇 ０．１３
乙酸乙酯－无水乙醇 ０．１７
无水乙醇 ０．２０
去离子水 ０．１９

容原理，增加了虫草素的溶出；无水乙醇、水极性较大，对于本

身极性较大的虫草素也有较好溶出效果，但是相比甲苯和苯

与无水乙醇配比作为提取剂时还是相差较大，而且当用水或

无水乙醇做提取剂时，同时被溶出的杂质含量较高，不利于虫

草素更好地溶出；而其他几种常见有机溶剂作为提取剂时对

体系可能只起到调节极性或一些影响较小的作用，这些因素

占了提取剂大量比例而不利于虫草素的溶出。提取剂选用甲

苯或苯与无水乙醇配比时虫草素的溶出量相差不大，但在甲

苯和苯之间，相较而言，苯的毒性更大，吸入人体后不能被排

解，对人体伤害更大，且价格更昂贵，故选择甲苯与无水乙醇

配比作为提取剂。

２．５　蛹虫草虫草素的最佳提取条件正交试验
超声－微波协同提取蛹虫草虫草素的正交试验各处理的

虫草素提取率结果见表 ４。４因素极差值 Ｒ的大小依次为
Ａ＞Ｃ＞Ｂ＞Ｄ，即各因素对虫草素提取率影响大小顺序为料
液比＞提取时间＞溶剂比＞微波功率。
　　通过 ｋ值确定其最优水平为 Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ３，即料液比为
１ｇ∶５ｍＬ，溶剂比为１９ｍＬ∶１ｍＬ，提取时间为５０ｍｉｎ，微波功
率为６０Ｗ。在该最优条件下试验，其提取率为０．２７％，提取率
高于单因素结果，说明优化试验条件后其提取率得到提高。重

复进行５次试验，其ＲＳＤ为３．７９％，重复性好，方案稳定可行。

３　结论

本试验利用微波－超声波法提取蛹虫草中虫草素，利用
ＨＰＬＣ绘制虫草素的标准曲线，通过线性回归得到标准曲线
方程为：ｙ＝３３０５４ｘ－４１８９０，ｒ＝０．９９９，在１０～２００μｇ／ｍＬ浓
度范围内线性关系良好。ＬＯＤ：１μｇ／ｍＬ。对比了一系列提取
剂对蛹虫草中虫草素提取的影响，发现用甲苯和水作为提取

剂时效果最好，甲苯和高纯水的最佳配比为１９ｍＬ∶１ｍＬ。通
过正交试验得到其最佳提取条件为料液比为１ｇ∶５ｍＬ，溶剂

表４　超声－微波协同提取蛹虫草虫草素正交试验设计及结果

序号
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：溶剂比
（ｍＬ∶ｍＬ）

Ｃ：提取时间
（ｍｉｎ）

Ｄ：微波功率
（Ｗ）

虫草素提

取率（％）

１ １∶３ １０∶１ ４０ ４０ ０．１４
２ １∶３ １５∶１ ５０ ５０ ０．２１
３ １∶３ １９∶１ ６０ ６０ ０．２０
４ １∶４ １０∶１ ５０ ６０ ０．１９
５ １∶４ １５∶１ ６０ ４０ ０．１７
６ １∶４ １９∶１ ４０ ５０ ０．１８
７ １∶５ １０∶１ ６０ ５０ ０．２２
８ １∶５ １５∶１ ４０ ６０ ０．２３
９ １∶５ １９∶１ ５０ ４０ ０．２５
ｋ１ ０．１８３ ０．１８３ ０．１８３ ０．１８７
ｋ２ ０．１８０ ０．２０３ ０．２１７ ０．２０３
ｋ３ ０．２３３ ０．２１０ ０．１９７ ０．２０７
Ｒ ０．０５３ ０．０２７ ０．０３４ ０．０２０

比为１９ｍＬ∶１ｍＬ，提取时间为５０ｍｉｎ，微波功率为６０Ｗ，在
该条件下蛹虫草虫草素的提取率为０．２７％。不同因素对虫
草素提取贡献的大小顺序为料液比＞提取时间＞溶剂比＞微
波功率。本试验过程中，结合超声波 －微波协同处理蛹虫草
提取虫草素，利用微波的高能作用和超声波的空化作用有助

于提高虫草素的产量。
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