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D4020大孔树脂提纯发酵液中紫杉醇的研究

李勇超, 杨 靖, 职明星, 孟 丽*

(河南科技学院 生物技术系,河南 新乡 453003)

摘 要: 采用 D4020型大孔树脂对红豆杉产紫杉醇内生真菌发酵液的粗提液进行吸附和洗脱试

验,同时应用 HPLC 进行分析检测,确定了最佳工艺条件。结果表明, D4020型吸附树脂对紫杉醇

有吸附分离效果。优化工艺条件为:室温下,样品溶于体积分数 50%甲醇- 水溶液,上柱液体积流

量 1 5 mL/ min, 体积分数 80%乙醇- 水溶液以体积流量 0 5 mL/ min洗脱,洗脱剂用量为 7倍量

树脂体积,回收率达 90%。
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The Study of Purification of Taxol from Endophytic Fungi

Fermentation Broth by D4020 Macroporous Resin

LI Yong chao, YANG Jing , ZH I Ming xing, M EN G Li*

( Depar tment o f Biotechno log y, H enan Institut e o f Science and T echnolo g y, X inxiang 453003, China)

Abstract:Absor pt ion on D4020 macroporous resin w as studied as a method to pur ify the tax ol

f rom endophyt ic fungi fermentat ion broth. T he opt imum condit ions for absor pt ion and desorpt ion

of taxo l w as determined and listed as follow s: T he adsorbed temperatur e at room temperature,

the sample w as dissolved in 50 % methanol, and added on a column of the resin at the rate of 1.

5 mL/ min, then it w as w ashed w ith 20% ethano l, and w as eluted w ith 7 BV 80% ethano l at 0. 5

mL/ m in speed. U nder the opt imum condit ions, the recovery rate achiev ed at 90%, so this resin

can be used for separation and concentrat ion o f tax ol. T he static absorption dynam ic curv e and

isotherm of tax ol on D4020 r esin show ed that D4020 macr oreticular r esin w as suitable for

absorbing and separat ing taxol.

Key words: tax ol, purificat ion, macropor ous r esin, absorption

紫杉醇( T axo l)是一种经次生代谢而产生的四

环二萜酯,不仅具有强抗癌活性 [ 1] , 而且还具有诱

导细胞凋亡[ 2] , 调节机体的免疫[ 3] 等作用。目前紫

杉醇主要从红豆杉的树皮中提取, 其含量低微且资

源紧缺。自从 1993年 St ierle与 Stroble[ 4] 首次报道

了从太平洋紫杉树中分离出一种可产紫杉醇的内



生真菌 ( Taxomyces andreanae )以来, 利用产紫杉

醇内生真菌进行大规模发酵生产紫杉醇被认为是

具有广阔的前景的方法之一,也将是紫杉醇来源的

重要途径
[ 5]
。利用内生真菌发酵生产紫杉醇的一

个关键步骤是筛选并构建高产紫杉醇的菌株。筛

选过程往往是先对其进行 PDA 培养, 然后用有机

溶剂提取发酵物中的紫杉醇, 最后用 H PLC法对提

取物进行紫杉醇检测
[ 6- 7]
。但是由于在发酵过程中

不同种属的微生物会产生有不同吸收波长的色素、

蛋白等杂质,致使色谱柱损耗大、效率低, 也影响液

相色谱的精确度,因此很有必要对紫杉醇提取液进

行柱前预处理。

大孔吸附树脂是近年来新发展起来的一种有

机高分子聚合物吸附剂 [ 8] , 其应用日趋广泛, 特别

是在天然产物的分离纯化方面逐渐显示出其优越

性
[ 9]

,其中 D4020型大孔树脂在纯化紫杉醇浸膏中

表现出色[ 10] 。然而,研究大孔吸附树脂吸附分离纯

化发酵液中紫杉醇的文献报道尚少见。作者选用

非极性大孔吸附树脂 D4020对发酵液中的紫杉醇

进行分离纯化,优化提取工艺参数, 旨在为研究发

酵液中紫杉醇的提取分离方法提供一定的参考。

1 材料与方法

1. 1 仪器、材料和试剂

KQ 100DE 数控超声波清洗器: 昆山市超声波

仪器有限公司产品; Re 52AA 旋转蒸发仪: 上海亚

荣生化仪器厂产品; 循环水式多用真空泵: 郑州市

长城科工贸有限公司产品; SHA C 恒温水浴振荡

器:常州市国华电器有限公司产品; JFSD 100 粉碎

机: 上海嘉定粮油仪器有限公司产品; HL 2 恒流

泵: 上海青浦泸西仪器厂产品; HPLC 2010C 色谱

仪和 C18色谱柱:日本岛津公司产品。

产紫杉醇内生菌菌种由作者所在实验室分离

获得[ 11] 。

大孔吸附树脂 D4020(比表面积为 540 ~ 580

m
2
/ g ,平均孔径: 10 0~ 10 5 nm) ,南开大学化工厂

产品;柱紫杉醇标准品: 美国 SIGMA 公司产品; 甲

醇( AR和高效液相色谱用两种) ;乙腈(高效液相色

谱用) ;乙醇( AR) ;流动相水(三蒸水)等。

1 2 大孔树脂预处理

取大孔树脂用质量分数 5% NaOH 水溶液浸

泡 24 h,用蒸馏水洗至中性, 再用质量分数 10%盐

酸洗涤, 最后用蒸馏水洗至中性。以乙醇湿法装

柱,用体积分数 95%的乙醇以 2 BV/ h的流速通过

树脂层, 洗至流出液加去离子水不变白色浑浊为

止, 然后以大量蒸馏水冲洗, 到水洗液无醇味为止。

1 3 样品制备与检测方法

1 3 1 培养基 固体培养基为 PDA 培养基。马

铃薯 200 g ,葡萄糖 20 g ,琼脂 20 g ,水 1 L, pH 7 0。

配制方法是马铃薯去皮切条,水煮 30 m in, 4层纱布

过滤,溶入琼脂、葡萄糖, 然后加水定容, 121 灭菌

30 min,在超净工作台内倒平板。液体培养基制作

方法与固体培养基相同, 只是不加入琼脂。分装至

250 mL 三角瓶中, 每瓶 60 mL, 121 灭菌 30 min。

1 3 2 内生真菌的液体培养 将分离纯化后得到

的内生真菌菌株接种到 PDA 液体培养基中,培养 3

d后取 6 mL 接入 250 mL 三角瓶中, 28 , 220 r/

min,每瓶 60 mL 培养 7d。

1 3 3 紫杉醇粗提 纱布过滤发酵物, 将滤液部

分用等体积的二氯甲烷萃取,取水相部分再用等体

积的二氯甲烷萃取一次, 菌丝部分经液氮研碎, 超

声 30 min,静置过夜后用等体积的二氯甲烷萃取,

重复处理一次,将所有的二氯甲烷萃取液合并, 加

入无水硫酸钠干燥, 过滤后用旋转蒸发器在 35

下减压蒸馏至干,溶解于 3 mL 甲醇中,用 0 45 m

滤膜过滤,定容至 10 mL,避光冷藏, 备用。

1 3 4 紫杉醇的检测 标品配制: 精确称取紫杉

醇标准品 1 0 mg , 用 10 mL 甲醇溶解, 配成 100

mg / L 母液备用。将母液稀释成 100, 200, 400, 800

g/ L , 1 6 mg/ L 的系列标准品溶液。取 1 mL 溶液

(标准品溶液、样品制备液和洗脱液)用 0 22 m 滤

膜过滤后转入色谱仪专用样品瓶, 4 下检测。采

用高效液相法( HPLC)进行检测, 色谱条件: 日本岛

津 HPLC 2010CH T 高效液相色谱仪, 固定相: VP

ODS ( C18 )柱( D 4 6 mm  150 mm ; 5 m ) ; 流动

相: V (乙腈) ! V (甲醇) ! V (水) = 35 ! 20 ! 45; 体

积流量 0 7 mL/ min; 检测波长 227 nm; 灵敏度:

0 1AUFS; 柱温 35 ;进样量 10 L。

1 4 静态吸附试验

1 4 1 静态吸附动力学曲线的测定 称取 D4020

干树脂 0 5 g 于三角瓶, 再加入 150 mL 样品溶液,

摇床振荡 24 h 使其吸附平衡, 每隔 15 m in 取样检

测, 以单位质量树脂的紫杉醇吸附量对时间作图绘

制吸附动力学曲线。

1 4 2 静态吸附等温线的测定 分别量取 25、

50、75、100、125、150 mL 供试液,用体积分数 50%

甲醇分别稀释至 150 mL 制成不同质量浓度的紫杉

醇样品粗提液, 再各称取 0 5 g D4020树脂加至各

溶液,室温振荡 12 h, 取样检测。以达到吸附平衡

时单位质量树脂的吸附量对粗提液中紫杉醇的质
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量浓度作图,绘制树脂的吸附等温线。

1 5 树脂的动态吸附和洗脱试验

将预处理好的树脂装入 D 1 0 cm  25 cm 的

玻璃层析柱中, 将一定浓度紫杉醇粗提液以一定的

流速通入树脂,考察不同上样流速、紫杉醇质量浓

度对树脂吸附性能的影响, 确定最佳的吸附条件。

对吸附饱和的树脂进行洗脱实验, 考察洗脱剂对树

脂洗脱性能的影响, 确定洗脱条件。

2 结果与分析

2 1 静态吸附

2 1 1 静态吸附动力学曲线 由图 1 看出,

D4020型大孔树脂吸附紫杉醇主要发生在两者接

触的第一个 60 min以内。60 m in之后树脂的吸附

量几乎不再增加。在室温自然 pH 值下, 紫杉醇在

该树脂上的最大吸附量约为 4 2 mg / g。这种能够

在较短时间达到吸附平衡点的特性在紫杉醇分离

上有潜在应用价值。

图 1 紫杉醇的静态吸附动力学曲线

Fig. 1 Static absorption dynamic curve of taxol

图 2 紫杉醇在 D4020树脂上的吸附等温线

Fig. 2 Absorption isotherm of taxol on D402

2 1 2 吸附等温线 树脂对紫杉醇的吸附量等温

线如图 2所示。由图看出,树脂对紫杉醇的吸附量

随紫杉醇质量浓度的增大而增大, 当紫杉醇质量质

量浓度∀6 g / mL 时,吸附量渐趋平缓。

2 1 3 洗脱剂体积分数的确定 精确称取处理后

的干树脂 1 0 g, 置于具塞磨口 250 mL 锥形瓶中,

加入 50 mL 样品液, 于 220 r/ min 室温振荡吸附 2

h,分离树脂, 晾干,用水洗至不变色后,以一定浓度

的乙醇 水溶液为洗脱剂,室温振荡洗脱 5 h,测洗脱

液浓度,计算洗脱率。洗脱剂浓度对洗脱率的影响

如图 3所示。结果显示紫杉醇洗脱率随洗脱剂体

积分数先增加而增加,体积分数超过 80%后洗脱率

递增放缓, 趋于恒定。但由色谱图表明, 大于体积

分数 80%的乙醇水洗脱液中含有较多杂质, 纯化效

果不够理想,故选择 80%乙醇 水溶液为洗脱剂。

图 3 乙醇体积分数对洗脱率的影响

Fig. 3 Effect of ethanol concentration of on the elution

ratio

图 4 上样体积流量对吸附效果的影响

Fig. 4 Ef fect of different flow speed on taxol absorption

2 2 动态吸附

2 2 1 流量对吸附性能的影响 取 1 0 g 树脂装

小柱, 室温条件下, 选取 1 5、1 0、0 5 mL/ m in 3

种体积流量上柱进行动态吸附, 每 25 mL 收集一份

检测, 结果见图 4。可见流速低则有利于吸附, 但

D4020树脂结合紫杉醇的速度比较快, 3 种流量下

的泄漏率趋势图相差不大。因此, 可以选择 1 5

mL/ m in 的上样速度以提高效率。在此流量下, 1 g

树脂能够处理的最佳样品溶液体积为 100 mL 左

右。该结果与相关研究
[ 1 2]
一致。

2 2 2 上柱液质量浓度对吸附性能的影响 样品

制备液经色谱检测质量浓度为 564 28 g/ mL,取 1

mL 加 1倍体积蒸馏水,再加 8 mL 体积分数 50%

乙醇溶液,制成紫杉醇质量浓度为 56 43 g / mL 的
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体积分数为 50%的乙醇溶液。依此法制成紫杉醇

的 20倍和 40倍的体积分数 50%乙醇溶液作为上

样液。不同上柱液质量浓度对动态吸附过程的影

响结果见图 5,结果表明,上柱液中紫杉醇质量浓度

越低,树脂处理的溶液量就越大。

图 5 不同质量浓度下树脂的动态吸附曲线

Fig. 5 Dynamic absorption curve of resin at different

concentrations

图 6 洗脱剂体积流量对洗脱效果的影响

Fig. 6 Eff ects of elution agent flow speed on the elution

eff ect

2 2 3 洗脱剂体积流量对洗脱性能的影响 取 10

g 树脂装成 25 mL 柱,选取 0 3、0 5、1 0 mL/ min 3

个体积流量进行洗脱, 每 0 5BV 收集一馏分检测。

图 6可见,洗脱流量越小洗脱效果越好, 但流量过

小将导致分离周期增长, 选择 0 5 mL/ min 为最佳

洗脱流量。在此流量下,收集 1~ 7 BV 馏可得到总

紫杉醇质量的 89 2%。因此确定 7 BV 为最佳洗脱

体积。

2 2 4 最佳吸附 洗脱条件下的验证试验 在上述

确定的各个最佳工艺条件下进行平行实验 3 次, 样

品溶于体积分数 50% 甲醇以 1 5 mL/ m in 的流量

上树脂柱, 采用体积分数 20%乙醇淋洗, 80%乙醇

0 5 mL/ m in 洗脱并收集 7 BV 该溶液旋转蒸发浓

缩并检测,结果见表 1。过柱回收率均为 90%左右。

图 7为样品经树脂处理前后的色谱图。由图可见,

出峰时间在 10 min 之前的物质基本上被除去。过

柱后样品颜色由原来的棕褐色成为浅黄色, 可见

D4020树脂对紫杉醇有明显的富集作用。

图 7 树脂处理前( a)和处理后( b)样品的高效液相色

谱图

Fig. 7 HPLC chromatography of non- purified sample

( a) and Purif ied sample( b)

表 1 D4020树脂对紫杉醇的富集效果

Tab. 1 Enrichment of taxol with D4020

编号
上样液质量浓度/

( g/ mL)
洗脱液质量浓度/

( g/ mL)
回收率/

%

1 56. 43 49. 91 88. 45

2 28. 22 24. 73 87. 64

3 14. 11 12. 17 86. 29

3 结 语

在筛选吸附树脂的基础上,采用 D4020型大孔

树脂对紫杉醇粗提液进行吸附分离纯化,通过静态

吸附和动态吸附、解吸等研究,获得了 D4020 树脂

吸附分离紫杉醇的适宜工艺参数: 室温下, 发酵液

紫杉醇提取液配加纯水制成体积分数为 50%甲醇

水的上样液, 质量浓度约为 12 58 g/ mL。液体流

量 1 5 mL/ min, 溶液处理量为 300 mL; 洗脱剂为

体积分数 80% 乙醇 水溶液, 洗脱液流量 0 5 mL/

min。在此工艺条件下紫杉醇的纯度提高了 6 倍,
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回收率达 87%。另经检测, 该树脂利用 8次后尚没

有表现出回收率下降、去杂效果减弱等情况。因此

用该大孔吸附树脂对紫杉醇进行初步分离富集具

有良好的工业应用前景。
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