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: : 蛹虫草又名 北 冬 虫 夏 草，为 子 囊 菌 亚 门 麦 角 菌 目 麦 角

菌科真菌。随着蛹虫草及其无性型的人工培养较成功，近年

来有关该菌的活性成 分 研 究 变 得 十 分 活 跃。本 文 采 用 柱 色

谱法对初分离样品进行进一步的分离纯化，最终从该菌代谢

产物的酯相组分中分离纯化出两个纯 度 高 于 +#B 的 单 一 化

学组分，并经过进一步的药理实验证实了它们对多种肿瘤细

胞的抑制活性。

!" 材料与方法

! ! !" 仪器与试剂

: : 硅胶柱 色 谱 系 统；CD)+%" 薄 层 色 谱 扫 描 仪；E&"7< F-7
高效液相 色 谱 仪。G,30;? D/.0;-?&;H @ID! 柱（!#" ++ J

& ’ ) ++ -’ 8’ ，# !+）；柱色谱硅胶粒度 $" , (&" !+；葡聚糖

凝胶 D0/.,80K)FL!"；高效硅胶薄层板（D-#-1, <0# M!#&）。

! ! #" 材料

: : 蛹草拟青霉 !- (%&%+",%*’ NC*M"$(’ 菌 株 分 离 自 采 集

于皖岳西 鹞 落 坪 的 蛹 虫 草（.’,/)$#0* (%&%+",%*）。菌 种 由

安徽农业大学虫生真菌研究中心提供。

#" 结果与讨论

# ! !" 活性产物的粗分离及其抗肿瘤活性的证实

: : 将 菌 株 NC*M"$(’ 的 发 酵 液 用 无 机 膜（"- # !+）过 滤，

以充分去除菌丝体。过滤液用乙醇沉淀（ 加入的乙醇占总体

积的 )#B，这样可较完全地去除胞外多糖），浓缩上清液以除

去乙醇。处理过的发酵液用乙酸乙酯进行萃取，萃取液分为

酯相（O）和水 相（ D）两 部 分。 观 察 它 们 对 肝 肿 瘤 A0#)$&"!

细胞株、口腔癌 PA 细 胞 株 及 结 肠 癌 LC4)"’ 细 胞 株 的 抑 制

作用。抗肿瘤活性实验 证 明 酯 相 部 分 对 上 述 几 种 肿 瘤 细 胞

株有良好的抑制活性。

# ! #" 薄层色谱展开剂的选择

: : 配制三氯甲烷 )甲 醇 )水 体 积 比 分 别 为 #" . ( . (（9）、&" .

(". (（A）、%". (". (（C）、(&. ) . (（I）和 (% . $ . (（*）等 # 种 不

同极性的展开剂。将萃取后的酯相等量点样于 # 块 # 1+ J
(" 1+ 的 硅 胶 薄 层 板 上，分 别 用 上 述 # 种 展 开 剂 展 开，取 出

薄层板（# 块 薄 层 板 的 展 距 相 等 ），展 开 剂 挥 发 后 置 于 !#&
7+ 波长紫外光下观察展开 斑 点 并 拍 照，计 算 主 要 组 分 的 比

移值 1 6 及 "1 6 值。结果显示，在 A 展开剂中 酯 相 各 组 分 能

被较好地分开，主要组分的 1 6 为 "- ! , "- ’，且 "1 6."- (。

# ! $" 柱色谱洗脱液的选择

: : 柱色谱法的分离 条 件 可 用 薄 层 色 谱 探 索。由 于 采 用 湿

法装柱，因此柱色谱的固定相预先吸附了流动相中的极性组

分，使之对样品组分的 吸 附 活 性 较 薄 层 色 谱 低，所 以 选 用 的

流动相的极性要低于 薄 层 色 谱。一 般 认 为 多 组 分 分 离 时 柱

色谱所用流动相的极性相当于薄层色谱的一半，否则洗脱速

度太快，不利于极性相近组分的分离。在前述薄层色谱展开

剂的试验中发现，当以展开剂 * 展开时，酯相主要组分的 1 6

为 "- ( , "- &，可见展开剂 * 可作为柱色谱的流动相。

# ! %" 硅胶色谱柱分离纯化

: : 取硅胶 &"" < 按湿法 装 入 )" 1+ J # 1+ -- 8- 玻 璃 柱 管

中，然后用同样的方法加入 ! < 预先吸附在 !" < 硅胶上的酯

相样品。用前述展开剂 * 作 流 动 相 进 行 洗 脱。在 洗 脱 % 倍

柱床体积后，为提高洗 脱 速 度，用 三 氯 甲 烷 )甲 醇（ 体 积 比 为

(. (）洗脱，每 !" +F 收 集 一 管。最 后 逐 管 进 行 薄 层 色 谱 分

析，根据斑点合并对应 的 洗 脱 液，浓 缩 后 冻 干 得 初 步 纯 化 的

组分 O( 和 O!。

# ! &" 凝胶色谱柱分离纯化

: : 葡聚糖凝胶 D0/.,80K)FL!" 用 (""B 甲醇溶解后装柱。

将 O(，O! 分别用甲醇溶解并上样，用 (""B 甲醇洗脱，流速 (

+F Q +-7，用 RS)I 高 性 能 紫 外 检 测 仪 在 !)" 7+ 波 长 下 检

测，按 峰 收 集 不 同 组 分，得 O( )%、O( )&、O! )( 和 O! )! 等 & 组

分，脱去溶剂后冻干。

# ! ’" 纯化后的样品纯度鉴定

: : （(）高效液相 色 谱 法（LSFC）：将 O( )%，O( )&，O! )(，O! )!

分别用 )"B 甲醇溶解，并使其质量浓度均为 "- # < Q F。进 样

(" !F，以 )"B 甲醇 为 流 动 相，流 速 为 ( +F Q +-7，洗 脱 时 间

为 !" +-7，检测波长为 !%" 和 !)" 7+。用 峰 面 积 归 一 化 法

计算纯化 后 产 物 的 纯 度。 从 高 效 液 相 色 谱 图（ 略 ）上 可 看

到，!%" 和 !)" 7+ 波 长 下 O( )&、O! )( 及 O! )! 都 有 一 个 主 要

吸收峰，峰面积积 分 分 析 结 果 表 明 它 们 的 纯 度 均 达 到 +#B

以上；O( )% 有两个较大的 吸 收 峰 及 一 些 次 要 吸 收 峰，说 明 它

不是单一组分，对此有待做进一步的研究。

: : （!）薄层色谱法：LSFC 测定纯度的波长范围较窄，此单

一方法不能完全证实 纯 化 所 得 样 品 为 纯 物 质。为 了 证 实 纯

化后样品的纯度，我们将展开后的薄层板在紫外光和碘蒸气

下进行显色。结果显示，在 供 试 的 两 种 不 同 展 开 剂 系 统 中，

O( )% 均有两个主 要 斑 点，而 O( )&、O! )( 和 O! )! 均 只 有 一 个

主要斑点，由此可以判断 O( )&、O! )( 和 O! )! 均为纯度较高的

样品，O( )% 仍为混合组分。此结果也与 LSFC 结果吻合。


