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蝉花抗真菌活性成分的分离纯化研究
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摘 � 要: 通过抗真菌实验进行活性跟踪, 采用 NKA大孔吸附树脂和硅胶两步柱色谱对蝉花中抗真菌活性成分进

行分离纯化; 并通过红外、质谱进行结构鉴定。结果表明,分离得到的抗真菌活性成分为多球壳菌素, 对真菌的

最小抑制浓度为 0. 02 m g /mL。本研究为进一步研究蝉花及制备医药工业所需的多球壳菌素提供了依据。
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Abstract: The me thod o f separation and pur ification anti�funga l component from myce lia ofCordy cep s cicadae w as estab�

lished. NKA m acroporous adsorption resin and s ilica ge ,l two steps of co lumn chrom atograph we re used to separate the

active com ponent wh ich w as sc reened by antifungal exper im ent, and then the qualitativ e analysis was conduc ted by FT IR

andM S. The resu lt indicated tha tm yr ioc in was ob tained, wh ich is them a in anti�funga l active com ponen t in C. cicadae,

and showed sign ificant anti�fungal activ ityw ithM IC of 0. 02m g /mL. The resu lt prov ides the valuable basis for better un�

derstand ingC. cicadae and prepar ingm yr ioc in fo r pha rmaceutica l industry.
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� � 蝉花 (C. cicadae )属虫生性药用真菌, 是我国传

统的一种名贵中药材。由于蝉花与冬虫夏草同属虫

菌复合体,且具有相近的药用价值,所以医家常将蝉

花作为冬虫夏草的代用品
[ 1]
。近年对蝉花化学成

分、药理作用进行了不少研究, 发现其具有广泛的生

物活性。柴一秋等
[ 2]
从蝉花中提取得到 N 6 �( 2�羟

乙基 )腺苷, 该化合物具有镇痛、Ca
2+
拮抗作用和肌

肉收缩的活性。Kuo等从蝉花中分离得到白僵菌

酮、白僵菌素甲和白僵菌素乙等多种成分,药理实验

显示此类环肽化合物具有抗肿瘤、抗惊厥、抗心律失

常、镇静等作用
[ 3, 4]
。还有文献报道蝉花所含化学

成分具有免疫调节、抗细菌及抗真菌等多种活

性
[ 5�8]
。近年来随着抗生素的迅速发展和广泛应用,

细菌及真菌耐药性增加, 致使一些抗生素的疗效降

低和条件性致病菌增加,在临床上造成一定的威胁。

因而需要不断筛选新结构和新型抗菌作用的抗生素

以满足临床需要。目前国内外尚未见对蝉花进行抗

真菌活性成分跟踪筛选的报道, 本研究拟采用此方

法对蝉花进行研究。

1� 材料与方法

1. 1� 仪器与材料
2695高效液相色谱仪 (美国 W aters公司 ) , 包

括 2996 DAD检测器、在线脱气机、自动进样器、柱

温箱; FTIR�8000傅立叶变换红外分光光度计 (日本

岛津公司 ) ; AB I Q�TRAP质谱仪 (美国应用生物系

统公司 )。

蝉花 ( C. cicadae )菌种由本实验室分离筛选获

得。蝉花菌发酵采用液体发酵法
[ 7]
。指示菌株白

色念株菌 (中国药品生物制品检定所 ), 酮康唑 (西

安杨森制药有限公司 ), 牛津杯 (本实验室自制 )。

NKA大孔吸附树脂 (天津南开大学化工厂 ), 柱



色谱 200 ~ 300目硅胶 (青岛海洋化工厂分厂 ) ,琼

脂粉 (成都市科龙化工试剂厂, 批号: 070811) , 乙腈

(色谱纯,美国 TED IA ),水为超纯水, 其他试剂均为

分析纯。

1. 2� 实验方法
1. 2. 1� 薄层色谱 ( TLC)条件

将待检测样品溶于甲醇作为点样液, 用内径

0�5mm的毛细管在硅胶 GF254薄层板上点样,样点

干燥后放入密闭的层析缸中展开,展开剂 �氯仿 �甲
醇 �水 ( 6. 5�3. 0�0. 5, V /V )。展开后挥干溶剂用碘

蒸汽显色, 茚三酮显色用茚三酮溶液 (质量浓度

2% )喷雾后于 105 ~ 110  烘箱加热显色。
1. 2. 2� 高效液相色谱 (HPLC )条件

色谱柱为 InertsilODS�3( GL Sciences Inc. , 4. 6

mm ! 250 mm, 5 �m ), 流动相�乙腈�水 ( 75�25, V /

V, 经 0. 45 �m微孔滤膜抽滤 ) , 进样量: 10 �L, 流

速: 1. 0 mL /m in,检测波长: 201 nm, 柱温: 35  。

1. 2. 3� 抗真菌实验方法 (杯碟法 )

将白色念株菌菌苔刮入无菌水后,配制成浓度

为 10
8
CFU /mL菌悬液。将灭菌后的培养基分装于

平板, 取该菌悬液 200 �L均匀涂布于 PDA固体平

板培养基上,用灭过菌的镊子夹取无菌牛津杯放置

于平皿菌层上,定量加入新配制的样品溶液 200 �L

于杯内。最后将平皿放入 35  恒温培养箱中培养

24 h
[ 8]
, 同时设置阳性对照 (酮康唑 )和空白对照

(无水乙醇 )。

1. 2. 4� 蝉花菌丝体提取液的制备
将培养好的蝉花菌过滤,所得菌丝体水洗两次

后进行干燥处理,称取干燥菌丝体粉末 5 g, 用 95%

乙醇 50mL回流提取 3次,合并提取液,过滤后于 60

 减压浓缩至干,再用 5mL无水乙醇溶解,制成质量

浓度为 1. 0 g /mL的样品,离心取上清液以备用。

1. 2. 5� 大孔吸附树脂柱色谱

取经过预处理的 NKA大孔吸附树脂适量, 采用

常规湿法装柱 ( � 15mm ! 400mm),在装柱过程中

始终保持液面高于树脂层面 5 cm以上。将蝉花菌

丝体提取液用水稀释至乙醇含量为 20% ,以 1 BV /h

的流速流过 NKA吸附树脂, 使树脂充分吸附平衡。

用乙醇水溶液作为洗脱系统,按极性从大到小的顺

序,选择不同的梯度进行洗脱, 每个梯度为 3 ~ 4倍

柱床体积, 洗脱液用 100 mL锥形瓶收集, 每瓶 50

mL,于 60  减压浓缩蒸干后用甲醇溶解,进行抗真

菌实验活性跟踪,合并抗菌活性较强的馏分,离心后

低温干燥得粗品。

1. 2. 6� 硅胶柱色谱
取适量 200 ~ 300目硅胶, 用乙酸乙酯拌匀后

装柱 ( � 15mm ! 400mm ), 用洗脱剂淋洗并平衡色

谱柱,备用。大孔吸附树脂粗品用无水乙醇溶解,搅

拌均匀使样品充分吸附于少量预处理过的硅胶上后

挥干溶剂上样。洗脱液于 60  减压浓缩蒸干后用

甲醇溶解,进行抗真菌实验活性跟踪,合并有抗菌活

性且薄层色谱显色相同的馏分, 离心后低温干燥得

纯化后样品。

2� 结果与讨论

2. 1� 大孔吸附树脂柱色谱

蝉花菌丝体提取液通过杯碟法抑制白色念株菌

实验结果见图 1( a), 从图中可见提取液 (质量浓度

为 1. 0 g /mL)抑菌圈直径为 1. 8 cm,而酮康唑 (质量

浓度为 2. 0 mg /mL)的抑菌圈直径为 2. 8 cm (以上

抑菌圈直径均包括牛津杯直径 0. 6 cm在内 ), 表明

蝉花提取液具有抗真菌作用。为了从蝉花中分离抗

菌活性成分, 本研究采用 NKA非极性大孔吸附树

脂, 并通过抗真菌实验跟踪活性成分,用乙醇水溶液

梯度洗脱。大孔吸附树脂的 70% 乙醇洗脱液抑制

白色念株菌实验结果见图 1 ( b) , 从图中可见 70%

乙醇洗脱液 (质量浓度为 5. 0 mg /mL)抑菌圈直径

为 2. 1 cm,表明 70%乙醇洗脱液具有较好的抗菌活

性; 而上样流出液、20%乙醇洗脱液及 40%乙醇洗

脱液无抗菌活性。同时发现,低于 40%乙醇液却能

较好的洗脱糖类、蛋白质及色素等极性较大的水溶

性杂质。因而,采用 20%、40%和 70%乙醇溶液顺

序梯度洗脱分离抗菌活性成分。

图 1� 抗菌效果图

F ig� 1� Ox ford cup tests o fC. cicadae

1.蝉花菌丝体提取液 Extract ofC. cicadae; 2. 70% 乙醇洗脱液

E luen t of 70% ethano l from m acroporou s adsorp tion resin; 3.硅胶

洗脱馏分 E luent from sil ica ge;l 4. 阳性对照 pos itive con tro;l 5.

阴性对照 blank con trol
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2. 2� 硅胶柱层析

蝉花菌丝体提取液、大孔吸附树脂 70%乙醇洗

脱液在碘蒸气和茚三酮显色下的薄层色谱图见图

2, 可见 70%乙醇洗脱液和菌丝体提取液有相近的

显色斑点, 70%乙醇洗脱液主要富集了蝉花菌丝体

提取液靠近薄层板前端的物质,特别是在 R f 为 0�65
处有相同的显色斑点, 而普通显色剂碘蒸气显色较

茚三酮显色显示更多的物质斑点。另外, 70%乙醇

洗脱液的薄层色谱抑菌实验显示 70%乙醇洗脱流

出液在 R f为 0. 65处具有明显的抑菌圈 (结果未给

出 ) ,因而 R f 为 0. 65处的物质为蝉花的主要抗菌成

分。

为了进一步纯化蝉花抗菌活性成分, 本研究选

用硅胶柱色谱。用薄层色谱法探索柱层析的分离条

件,尽管三氯甲烷 /甲醇 /水体系展开效果较好 (图

2) ,但考虑到工业放大时此溶剂体系不利于工业

化,故硅胶柱色谱拟选择毒性较小的洗脱体系。筛

选了乙酸乙酯 /正丁醇、乙酸乙酯 /无水乙醇、乙酸乙

酯 /无水乙醇 /甲酸、乙酸乙酯 /无水乙醇 /乙酸、乙酸

乙酯 /无水乙醇 /氨水等展开体系,除了乙酸乙酯 /无

水乙醇 /甲酸展开体系,其余展开体系显色斑点拖尾

严重。薄层色谱进一步分析显示乙酸乙酯 �无水乙
醇 �甲酸比例为 7�3�1和 6�4�1时, 主要抗菌活性成

分的 R f分别为 0. 57和 0. 66,符合 0. 3∀ R f ∀ 0. 7的

条件
[ 9]
。但由于湿法装柱的硅胶柱色谱中, 固定相

预先吸附了流动相,使吸附活性较薄层色谱低,需选

用的流动相极性要小于薄层色谱,故选用展开剂乙

酸乙酯 /无水乙醇 /甲酸比例为 7�3�1作为硅胶柱色

谱洗脱系统。

图 2� TLC图

F ig�2� TLC chrom atogram

1.菌丝体提取液 Extract ofC. cicada e; 2. 70% 乙醇洗脱液

E luen t of 70% eth anol from m acroporous adsorpt ion res in; 3.

硅胶洗脱馏分 E luen t from sil ica gel

� � 抗真菌活性跟踪硅胶柱色谱洗脱液并收集了活

性馏分,如图 1b,可见样品 3(质量浓度为 2. 0 mg /

mL)抑菌圈直径为 2. 3 cm, 表明其具有更强的抗真

菌活性。由图 2b可以看出, 硅胶柱色谱洗脱馏分与

大孔吸附树脂 70%乙醇洗脱液在同一比移值 R f 为

0. 65处有相同的显色斑点, 且斑点集中, 可能是单

一成分。但是碘蒸气显色不如茚三酮灵敏, 当两张

薄层板中硅胶洗脱馏分点样量相同的情况下,图 2

( a)中样品 3碘蒸气显色斑点几乎观察不到。

2. 3� 硅胶柱色谱洗脱活性馏分最小抑菌浓度的测
定

测定了蝉花菌丝体硅胶柱色谱洗脱活性馏分不

同浓度的抑菌效果,结果见表 1。

表 1� 蝉花菌丝体硅胶洗脱馏分最小抑菌浓度的测定结果

Table 1� Resu lt ofM IC for e luen t from silica ge l in C. cicadae

供试菌

M icrobial st rain

蝉花菌丝体硅胶洗脱馏分 / ( mg /mL)

Con cen tration of elu ent from s ilica gel inC. cicada e

0. 002 0. 02 0. 2 2 20

白色念珠菌 C and ida a lbican s - + + + + + + + + +

黑曲霉菌 Asperg illu s nig er - + + + + + + +

大肠杆菌 E scherich ia coli - - - - -

� � 注: # - ∃表示未见抑菌圈; # + ∃表示可见抑菌圈; # + + ∃表示抑菌圈直径不大于 2 cm; # + + + ∃表示抑菌圈直径大于 2 cm;以上抑菌圈直

径均包括牛津杯直径 ( 0. 6 cm )。

Note: # - ∃ inh ib itory zone w as inv is ib le; # + ∃ inh ib itory zon e w as vis ib le; # + + ∃ zon e% s d iam eterw as no m ore than 2 cent im eters; # + + + ∃ zone%
s d iam eter w asmore than 2 cent im eters. Th e d iam eter ofOxford cup ( 0. 6 cm ) w as included in the zon e% s diam eter.

� � 由表 1可看出, 硅胶柱色谱洗脱活性馏分对白

色念株菌和黑曲霉菌的 M IC均为 0. 02 mg /mL, 显

示了硅胶柱色谱洗脱活性馏分对真菌具有较强的抗

真菌活性,而对细菌没有明显抑制作用。

2. 4� 高效液相色谱 (HPLC )分析

取硅胶柱色谱洗脱活性馏分 10 �L, 按 1. 2. 2

项下条件注入液相色谱仪, 结果见图 3, 可见在保留

时间为 10. 1 m in出现一个峰, 峰形良好 (保留时间
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约 3 m in的峰为溶剂峰 )。对此峰用 DAD检测器进

行光谱图分析及用 W aters色谱工作站软件进行纯

度检查 (结果未给出 ) , 结果显示该峰是单一峰, 且

为末端吸收。

图 3� 硅胶柱色谱活性馏分 HPLC图

F ig� 3� HPLC Chrom atogram o f eluent from silica ge l

in C. cicadae

2. 5� 红外光谱 ( FT IR )分析

取硅胶柱色谱活性馏分挥干溶剂后的粉末约 2

mg在玛瑙研钵中充分研细, 再加入约 200 mg干燥

KBr粉末,继续研磨 2 ~ 5 m in,装入压片机压成透

明薄片,直接放入傅立叶变换红外分光光度计中进

行扫描,扫描范围 400 ~ 4 000 cm
�1
, 所得红外光谱

图见图 4。由图可见,在 3 440. 8、2 958. 6、2 929. 7、

1 666. 4、1 537. 2、1 450. 4、1 384. 8、1 082. 0 cm
�1
处

有较强吸收,与文献
[ 6 ]
报道的多球壳菌素相似。

图 4� 硅胶柱色谱活性馏分红外图

F ig� 4� FT IR o f eluent from silica g el in C. cicadae

2. 6� 质谱 (M S)分析

取硅胶柱色谱活性馏分 2 �L注入质谱仪进行

质谱分析,扫描范围 m /z为 100 ~ 800,在 ESI负离

子全扫描方式下,主要生成 [M �H ]
�
的准分子离子

峰,得其 (M �H )为 400. 3 (结果未给出 ) , 分子量为

401,与文献
[ 10, 11]

报道的多球壳菌素相同。

3� 结论

� � 本研究对蝉花中抗真菌活性成分进行了分离纯

化并对目标化合物初步进行了结构鉴定。分离纯化

流程依次采用 NKA大孔吸附树脂吸附、硅胶柱色谱

系统。实验证明 NKA大孔吸附树脂用于初步分离

蝉花抗真菌活性成分是可行的, 主要抗菌活性成分

在 70%乙醇洗脱液中; 进一步通过硅胶柱色谱纯化

得到单一活性成分。综合上述 TLC、HPLC、FT IR、

MS等数据, 可判定硅胶柱色谱活性馏分为多球壳菌

素。多球壳菌素显示了多种显著的药理作用, 特别

是具有显著的免疫抑制活性和抗动脉粥样硬

化
[ 7, 12]

, 值得进一步研究。本实验采取两步柱色谱

分离纯化蝉花中的多球壳菌素,工艺简单,所用溶剂

毒性小、安全, 适合工业生产的要求。
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(PBC > 0. 05)。

2. 6� 回归模型的有效性验证
A、B、C分别取值为 �1、�1、1时, 回归模型预测

的 DS值为 2. 13。 3次重复试验的 DS均值为 2. 103

& 0. 07, |t | = 0. 4158< t0. 05, 2, P > 0. 05, 这表明实际

值与理论预测值差异不显著,说明该模型的预测条

件与实际情况较符合。

本试验通过 Box�Behnken设计建立了当归多糖

硫酸酯的平均取代度与反应温度、反应时间、酯化试

剂氯磺酸�吡啶比例的三因素的回归模型,该模型拟

合较好,可以用于量化控制反应条件。三个因素对

当归多糖硫酸酯取代度的影响为试剂比例 >反应温

度 =反应时间,反应温度和反应时间之间存在极显

著的交互作用。
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