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大孔树脂分离提取发酵液中灵芝三萜类物质

钱竹， 徐鹏， 章克昌’， 丁重阳
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214036)

摘 要：利用大孔树脂富集提取发酵液中灵芝三萜。通过比较4种大孔树脂对灵芝三萜的吸附和

解吸性能，发现AB-8树脂最适合灵芝三萜的提取。结果表明：控制体积流量为2 mL／min、pH值

2，AB-8树脂的饱和吸附量达到最大，为8．837 mg／g(以干树脂质量计)。确立了最佳洗脱方案，依

次用水、体积分数20％、40％、95％乙醇溶液分段洗脱。
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Extraction of Ganoderic Triterpenes from Fermented Broth

by Macroporous Resin

QIAN Zhu， XU Peng， ZHANG Ke—chang。， DING Zhong-yang

(Key Laboratory of Industrial Bioteehnology，Ministry of Education，Southern Yangtze University，Wuxi 214036。

China)

Abstract：In order to extract Ganoderic triterpenes from fermentation broth by means of

macroporous resin，macroporous resin AB-8 was selected by comparing the properties of

absorption and desorption of 4 candidated macroporous resins for Ganoderic triterpenes

extraction．The results show that the maximum adsorption amount was 8．837 mg Ganoderic

triterpenes per gram dry resin at the velocity of flow 2 mL／min and pH 2．And the optimum

elution condition was determined as follows：water，20％ethanol(v／v)，40％ethanol(v／v)，

95％ethanol(v／v)in sequence．
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灵芝(Ganoderma lucidum)是一种药用价值很

高的名贵真菌，其有效成分在食品、药品、保健品中

有着广泛的应用。灵芝三萜类化合物是灵芝的主

要活性成分之～，到目前为止已从赤芝子实体中分

离得到112种新的三萜类化合物[13。近年来，从灵

芝的子实体、孢子粉和菌丝体所提取的三萜类化合

物已被证明具有保肝、抗肿瘤、镇痛、调节免疫力、

抗艾滋病病毒等作用[2-3]。灵芝三萜的分离纯化及

生物活性研究是目前灵芝研究的热点。灵芝三萜

的提取分离一般都使用有机溶剂[4-7]，但该方法存

在溶剂残留和生产成本高的缺点，而大孔树脂具有

物理化学稳定性高，吸附选择性强，富集效果好，解

吸条件温和，再生简便，使用周期长等优点。作者

以灵芝发酵液为原料，采用大孔树脂富集提取灵芝

三萜，此法国内外尚未见诸报道。采用乙醇溶液梯

度洗脱，所得产品安全性高，适合于添加到口服液、

片剂、针剂及食品中制成保健品或药品。

收稿日期：2005—12—17；修回日期：2006—03—15．

作者简介：钱竹(1980·)，女(满族)，辽宁海城人，工学硕士；*为通讯作者．

  万方数据



112 食品 与 生物技术学报 第25卷

I 仪器、材料和试剂
2-4

灵芝菌：作者所在研究室筛选保藏；灵芝发酵

液：按文献[8]制备；薄层层析硅胶GF-254：青岛海

洋化工有限公司产品；树脂：孓8，AB-8，NKA一9南

开大学化工厂产品；HP-20：北京慧德易科技有限公

司产品；试剂：甲醇为色谱纯，其它均为分析纯；薄

层层析对照品制备方法[9]。

紫外一可见分光光度计：UNIC02100，上海仪器

有限公司产品；BT。-100恒流泵：上海琦特分析仪器

有限公司产品；玻璃层析柱：D 2 cm×15 am，上海

锦华层析设备厂产品；BUCHI型旋转蒸发仪：瑞士

制造。

2 实验方法

2．1树脂的选择

树脂的预处理按说明书进行。选择典型的非

极性、弱极性和极性的4种树脂作为初筛对象。各

吸附树脂的物理性能见表1。

表1 4种吸附树脂的物理性能

Tab．1 The physical characters of four macroporous adsorp-

tJon resins

2．2定性分析

2．2．1 灵芝三萜的显色反应 参考文献[Io]

进行。

2．2．2灵芝三萜的薄层色谱鉴定 硅胶GF254-

CMC-Na板；展开剂：V(甲苯)：V(乙酸乙酯)：V

(乙酸)=13：4：0．4；展开方式：上行展开；显色：y

(喷浓硫酸)：V(乙醇)=1：9，105℃i0 rain显色，

在日光及紫外灯(365 rim)下检视，记录图谱并计算

Rf值。

2．2．3多糖定性检测苯酚一硫酸法Ⅲ]。

2．2．4蛋白质定性检测茚三酮显色法r12]。

2．3灵芝三萜定量方法

参考文献['133进行。

大孔吸附树脂吸附量的计算方法

静态吸附量(mg／g)=竖立弓导兰!
式中：co为吸附前料液中灵芝三萜的质量浓度，C为

吸附后溶液中灵芝三萜的质量浓度，V为料液的体

积，m为树脂的质量。

动态吸附量(rag／g)：—(C—o×—V—o=--—C—XV)
式中：co为上柱前料液中灵芝三萜的质量浓度，U

为料液体积，C为流出液中灵芝三萜的质量浓度，V

为流出液的体积，优为树脂的质量。

2．5大孔吸附树脂解吸率的计算方法
1，V，1静态解吸率(％)一坐×100

式中：V为洗脱剂总体积，C为洗脱液中灵芝三萜的

质量浓度，仇为静态吸附总质量。

2．6大孔吸附树脂的静态吸附动力学特性测定

取5份处理好的AB-8树脂各2．0 g(预处理过

后抽滤)装入具塞磨口三角瓶中，精密加入灵芝发

酵液40 mL，置恒温25℃摇床上，在6 h内，定时取

样，测其灵芝三萜含量，绘制静态吸附动力学曲线。

2．7大孔吸附树脂的静态解吸附动力学特性测定

将具有较大吸附量的树脂，按上述操作充分吸

附后抽滤去除水溶液，再将其装入具塞磨口三角瓶

中，加入体积分数95％的乙醇溶液20 mL，置于恒

温25℃摇床上，在6 h内，定时取样，测其灵芝三萜

含量，计算解吸率，绘制静态解吸动力学曲线。

2．8大孔吸附树脂对灵芝三萜的动态吸附试验

通过大孔吸附树脂对灵芝三萜的静态吸附试

验，对筛选出的一种理想树脂，进行动态吸附实验。

分别测定了上样流速及上样液pH值对吸附量影响。

2．9 乙醇体积分数对树脂洗脱性能的影响

选择乙醇为洗脱溶剂。发酵液抽滤后上柱，控

制体积流量为2 mL／min，pH值2，分部收集(5

mL／管)，当流出液吸光度达到上样液的1／10时．

认为已达饱和吸附量。先用水洗脱，除去糖和蛋白

质(至苯酚硫酸，茚三酮显色反应呈阴性)，再依次

用20％，40％，60％，80％，95％不同体积分数的乙

醇洗脱，测定5个流分的灵芝三萜浓度，从而确定

最佳乙醇洗脱体积分数。

3结果与分析

3．1大孔树脂对灵芝三菇的静态吸附试验

4种树脂的静态吸附曲线见图1，由图可知树

脂的吸附速率随时闯的增加而降低，HP一20，AB一8 3

h达到吸附平衡。各树脂的静态吸附量相差较大，
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其中AB-8的静态吸附量最大，达到8．742 mg／mL，

HP一20次之，为5．667 mg／mL。对照表1可知，大

孔树脂的极性决定其对灵芝三萜吸附能力的大小。

弱极性AB-8对弱极性的灵芝三萜的吸附能力强，

这与大孔树脂的吸附原理[1们是一致的。比表面积

对大孔树脂吸附灵芝三萜的影响不大，可能是因为

比表面积大的树脂对杂质的吸附能力强，从而使得

杂质抢占更多的吸附位点，使对有效成分的吸附位

点相对减少，因此同样为弱极性但比表面积大的

HP一20反而对灵芝三萜的吸附不利。

@
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时间，h

圈l静态吸附曲线

Fig．1 The static adsorption cuI。Ve

3．2大孔树脂对灵芝三萜的静态解吸试验

树脂AB-8和HP一20的吸附量大，但吸附量大

并不一定是富集灵芝三萜的最佳树脂。吸附能力

过强，可能会形成不可逆吸附，灵芝三萜很难从树

脂上洗脱下来，从而使产品的损失过大。因此，又

进行了AB-8，HP-20静态解吸实验，结果见图2。
100

l 2 3 4 5 6 7

时间／h

图2静态解吸曲线

Fig．2 The static de-adsorption cwi-ve

由解析曲线可见，AB-8解吸能力比HP一20要

强，解吸速度快，2 h后其解吸率就达88．oN，6 h达

95．9 0A．原因可能是：(1)比表面积小的树脂与灵芝

三萜的作用力小，因而易被解吸；比表面积大的树

脂与灵芝三萜的作用力大，解吸效果差。(2)比表

面积大的HP-20吸附了较多的杂质，影响了灵芝三

萜的解吸速度。

3．3大孔吸附树脂对灵芝三萜的动态吸附试验

综合静态吸附和解吸曲线，树脂AB-8更适合

从发酵液中富集提取灵芝三萜。为了进一步了解

AB-8对灵芝三萜的吸附特性，进行AB-8树脂的动

态吸附实验。

3．3．1上样速率对吸附量的影响 取4份处理好

的AB-8树脂，每份6 g装柱，以同一批发酵液，控制

体积流量分别为1、2、3、4 mL／min进行动态吸

附，结果显示，流量为1 mL／min时吸附量最大，达

8．493 mg／g，2 mL／min次之，当流量增加到3 mL／

min时，树脂的吸附量明显下降，仅为6．545 mg／g，

过早泄漏。流量过小时，虽然吸附量增加，但吸附

时间延长，生产效率低，同时使树脂的再生困难，使

用寿命缩短。因此，控制2 mL／min的流量较为理

想。

3．3．2上样pH对吸附的影响 取6份处理好的

AB-8树脂，每份6 g，装柱，以同一批发酵液，固定

体积流量2 mL／min，考察pH值对AB-8树脂吸附

灵芝三萜的影响，结果见图3。由图3可知，pH值

为2时吸附量达到最大8．525 mg／g。随着pH值

上升，吸附量逐渐降低。灵芝三萜中有一些带有羧

基的三萜酸，呈弱酸性，在酸性溶液中以分子形式

存在，与树脂的结合能力强，这与大孔树脂的吸附

原理一致。

奄
瓷

3

面
嫠
餐

pH

图3 pit值对吸附■的影响

Fig．3 The effect of pn value on ad蚰rptJon amount

3．3．3饱和动态吸附量取12 g AB-8树脂，装柱

(柱体积为20 mL)，上样pH值为2，控制流速2
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mL／min，当流出液吸光度达上样液的1／10时，认

为已达吸附平衡，此时的饱和动态吸附量为8．837

mg／g，与静态饱和吸附量基本一致。

3．4 乙醇体积分数对树脂洗脱性能的影响及灵芝

三萜定性反应

作者试验选择了不同体积分数的乙醇溶液作

为洗脱剂，每个体积为100 mL(5 BV)。洗脱曲线

见图4。分别将各体积分数的乙醇溶液洗脱组分浓

缩、冻干，作定性反应，结果见表2。
0．8

O．7

O．6

0．5

黑0．4
矗

弋

0．3

o．2

O．1

O．O

洗脱体积,／mL

图4灵芝三赭的洗脱曲线

Fig．4 Eluctlon curve of Ganoderic tritepene

袭2不同体积分数乙醇洗脱组分的定性反应结果

Tab．3 The identification reaction of EtOH eluting fraction

乙醇 醋酐一浓硫酸 三氯甲烷一浓硫酸
体积分数／％ 反应 反应

由表3可知，体积分数40％、60％、80％和95％

流分可能含三萜类化合物。为了进一步鉴定是否

为三萜类物质，对上述流分进行薄板鉴定。结果如

图5(a)、b)。图5(a)中，Rf 0．56和Rf0．70两个斑

点随着显色时间的增加，颜色由黄一红一紫一红褐

色，表明这两种灵芝酸具有不饱和性[14--153。图5(b)

参考文献：

中，Rf0．17和Rf 0．37斑点发微弱的绿色荧光；Rf

0．56和Rf0．70两个斑点发较强的绿色荧光，且组

分5中Rf0．56、Rt0．70两个斑点荧光最强。

(a) (b)

(a)日光下检视；(b)紫外365 nm下检视

1．对照品；2．体积分数40％乙醇洗脱液，3．体积分数60N

乙醇洗脱液；4．体积分数80％乙醇洗脱液；5．体积分数95％

乙醇洗脱液

图5灵芝三萜的TLC图谱

Fig．5 TLC spectrum of Ganoderic triterpenes

综合表2和图5可以推断体积分数20％、40％

的乙醇洗脱液中不含三萜类物质，体积分数60％，

80％，95％洗脱液所含灵芝三萜组分相同，95％的

乙醇可将灵芝三萜类化合物全部解吸下来，实际操

作中可采用梯度洗脱(水一体积分数20％乙醇一体

积分数40％乙醇一体积分数95％)，先将部分杂质

去除，再将灵芝三萜洗脱下来，提高洗脱液中灵芝

三萜的纯度。

4结 论

1)AD8大孔树脂对灵芝三萜吸附速度快，吸

附容量大，易解吸，适宜从发酵液中富集提取灵芝

三萜。

2)上样的最佳条件为pH 2，体积流量为2

mL／min，此时AB-8树脂对灵芝三萜的吸附量达

8．837 mg／g。并确定最佳洗脱方案：采用梯度洗

脱，水一体积分数20％乙醇一体积分数40％乙醇一

体积分数95％乙醇。

3)建立了灵芝三萜薄层层析的定性检测方法，

初步确定发酵液中含有的灵芝三萜的种类。

[1]林志彬．灵芝的现代研究tiM3．北京：北京医科大学出版社，2001．

[2]王明宇，刘强，车庆明．灵芝三请类化合物对3种小鼠肝损伤模型的影响gJ]．药学学报，2000，35(5)：326--329．

[3]罗俊，林志彬．灵芝三萜类化合物药理作用研究进展[J]．药学学报，2002，37(7)：574—578．
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