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摘摇 要: 以北虫草固体培养残基为实验材料,比较闪式提取、超声波提取和超高压提取培养残基中

虫草素的效果,用陶瓷膜过滤提取液,获得虫草素粗提液,利用高速逆流色谱分离制备虫草素,通过

LC鄄MS / MS 对产物结构进行鉴定,并验证了虫草素对小鼠 S180 肉瘤的抑制作用。 结果显示,超高

压提取培养基中虫草素较好,高速逆流色谱分离纯化条件是以 V(乙酸乙酯) 颐 V(正丁醇) 颐 V(水) =
2颐 3颐 5的两相溶剂系统,上相为固定相,下相为流动相,流速 3郾 0 mL / min,主机转速 900 r / min,分离

温度 28 益,以此分离条件经一步洗脱,高速逆流色谱收集馏分,其中峰芋产物经 HPLC 检测纯度达

97郾 6% ,结构经 LC鄄MS / MS 鉴定为虫草素。 从 100 g 北虫草培养残基中可制备得虫草素 181郾 90
mg,并对其活性验证发现剂量为 100 mg / kg 时小鼠 S180 肉瘤瘤重抑制率为 64郾 48% 。
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摇 摇 北虫草(Cordyceps militaris L. )是一种近些年

很受人们喜爱的食用菌,与著名的中药冬虫夏草

有相似的药理活性[1 - 3] 。 随着市场需求的上升,人
工栽培北虫草的技术不断成熟并广泛应用于市

场,随之产生的问题是采收子实体后的残留培养

基被废弃于环境中导致腐败变酸发臭造成污染。
经研究表明北虫草培养残基中存在的虫草素高于

子实体中的含量,而虫草素具有抗肿瘤、抗衰老、
免疫调节等作用[4 - 6] ,具有可观的医疗商用价值。
因此,建立虫草素成分的高效分离纯化方法具有

重要意义。

虫草素的分离纯化研究报道虽然多,但是工

艺工序复杂、收率低、实验成本高,对工业生产虫

草素参考价值不大。 高速逆流色谱 ( high speed
counter鄄current chromatography, HSCCC)是一种液-
液色谱分离技术[7 - 8],具有样品无损失、无污染、高
效、快速、制备量大等优点,因此这项技术被广泛应

用于天然生物活性成分的分离制备[9]。 本研究采

用超高压设备对北虫草培养残基进行水提,水提液

经陶瓷膜除杂后冻干,得虫草素粗提物,并以此粗提

物进行 HSCCC 分离纯化,经一步成功分离得到高纯

度的虫草素,同时对其抗肿瘤活性进行了验证,以期
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为虫草素原料开发、分离、制备提供一定的理论

依据。

1摇 材料与仪器

1郾 1摇 材料与试剂

以大米为主要原料培养北虫草后的剩余基质,
经确认为同一批次的大米培养基,由湖北新冠食品

科技有限公司提供。 虫草素标准品,上海金穗生物

科技有限公司;高效液相色谱分析用乙腈和甲醇均

为色谱纯,上海霍尼韦尔公司;乙酸乙酯、正己烷、氯
仿、乙醇、正丁醇、甲醇及冰乙酸均为分析纯,国药集

团化学试剂公司;蒸馏水、超纯水实验室自制。
1 mL 一次性注射器、0郾 45 滋m 微孔滤膜、注射用

环磷酰胺 ( CTX),江苏恒瑞医药股份有限公司;
RPMI -1640 和胎牛血清,美国 Gibco 公司;昆明种

小鼠,湖北省实验动物研究中心;S180 小鼠腹水瘤

细胞,中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。
1郾 2摇 仪器与设备

TBE-300B 型高速逆流色谱仪,配 20 mL 进样

圈,TBP5002 型柱塞式泵,TBD2000 型检测器和 DC
-0506 型低温恒温循环器,上海同田生化技术有限

公司;LC -20A 型高效液相色谱仪,日本岛津公司,
配 SPD-M20A 型检测器,LC -20AT 型泵,20 滋L 定

量圈; 1100 型液相色谱 /质谱联用仪 ( LC鄄MSD鄄
TRAP鄄XCT),美国 Agilent 公司;HPP. L1 -600 / 3 型

超高压处理设备,天津华泰森淼生物工程技术有限

公司;Thermo 3111 型二氧化碳培养箱,美国 Thermo
Scientific 公司;Multiskan MK3 型酶联免疫检测仪,
上海雷勃生物技术有限公司;JHBE -50T 型闪式提

取器,河南金鼐科技发展有限公司;另需陶瓷膜分离

设备,冻干机,微型植物粉碎机,双频数控超声波提

取器,电子天平,旋转蒸发仪,离心机等。

2摇 实验方法

2郾 1摇 虫草素制备工艺流程

收集新鲜北虫草培养残基筛选后切成大小均匀

的小块,放入烘箱内 60 益烘干后,用植物粉碎机粉

碎,过筛。 称取一定质量的培养基粉末用超高压提

取,离心,收集上清液,利用陶瓷膜初步除杂,所得透

过液真空旋转蒸发浓缩后真空冷冻干燥得到虫草素

粗提物。 最后利用高速逆流色谱纯化分离虫草素粗

提物,重结晶得虫草素纯品。

2郾 2摇 原料处理

将相同批次的北虫草大米培养残基收集切片后并

于 60 益热风干燥至含水率低于 5%,使用植物粉碎机

进行粉碎,过筛,置于干燥阴凉处密封保存备用。
2郾 3摇 比较不同提取方式下北虫草培养残基中虫草

素含量

2郾 3郾 1摇 超高压提取法

称量一定质量粉碎后过 20 目筛的培养基粉末

于超高压提取容器中后按照液料比为 70 颐 1 mL / g
(即蒸馏水体积与培养基粗粉质量的比例)加入蒸

馏水,搅拌均匀使其充分润湿,放入真空封装机中抽

真空确保容器中无气泡,再放入超高压的处理室,在
处理室中加入加载介质自来水,用深度尺检测液面

高度合适为止,取走深度尺后将柱塞推至加压位置,
关上超高压主机防护门,开始加压。 超高压处理条

件采用经过预实验优化后的工艺条件:压力 400
MPa,处理时间 15 min,迅速卸压,处理完毕得到提

取处理液。 提取液离心以后将上清液收集,残渣再

用相同液料比加入蒸馏水进行第 2 次超高压提取,
工艺条件与第 1 次的提取参数相同,提取后离心得

第 2 次上清液,合并上清液。 取适量上清液过 0郾 45
滋m 微孔滤膜,得到滤液至 1郾 5 mL 棕色进样瓶中,
供高效液相色谱法分析测得提取液中虫草素含量。
2郾 3郾 2摇 超声波水提取法[10]

准确称取 0郾 5 g 北虫草培养残基粉末置于装有

80 mL 蒸馏水的 100 mL 烧杯中,在超声波功率 500
W,频率 26 kHz 条件下提取 3 h 冷却后用 100 mL 容

量瓶定容。 取样液离心过滤,收集 1郾 5 mL 滤液于棕

色进样瓶中,供高效液相色谱法分析测得提取液中

虫草素含量。
2郾 3郾 3摇 闪式提取法

称量北虫草培养残基 10 g(精确至 0郾 01 g)于闪式

提取容器中,以料液比 1颐 35(即 m(残基) 颐 V(水) =
1 g颐 35 mL)加入蒸馏水,在转速8000 r / min 下闪式提取

12 min,提取液在 6 000 r / min 下离心 10 min,残渣同法

再提取一次,合并上清液。 取适量上清液过0郾 45 um 微

孔滤膜,得到滤液至1郾 5 mL 棕色进样瓶中,供高效液相

色谱法分析测得提取液中虫草素含量。
2郾 4摇 陶瓷膜除杂

参考文献[11],将超高压提取液离心后,取上

清液过150 ku 陶瓷膜,在频率30% ~40%,压强0郾 02 ~
0郾 1 MPa,温度 23 ~ 30 益条件下保留透过液,再次过

15 ku 陶瓷膜除杂,频率、压力和温度与第一次保持
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一致。 经过初步除杂的透过液浓缩后冻干得到虫草

素粗提取。
2郾 5摇 高效液相色谱法定量测定虫草素

采用高效液相色谱法对超高压提取清液中虫草

素的含量进行了测定,色谱条件为:色谱柱 C18 柱

(250 mm 伊 2郾 6 mm,5 滋m);预柱为 ODS(10 mm 伊
4郾 6 mm,5 滋m); 流动相为 V(乙腈)颐 V(水) = 5颐 95;
体积流速 1 mL / min;进样量 10 滋L;紫外检测波长

260 nm;柱温 35 益。
标准曲线的绘制:准确称取虫草素标准品 10

mg 于 100 mL 容量瓶中,用流动相溶解并定容作为

标准液,质量浓度为 100 滋g / mL。 准确吸取 100 滋g /
mL 的虫草素母液 0郾 1,0郾 2,0郾 5,1郾 0,2郾 0,5郾 0 mL 于

10 mL 容量瓶中,用水定容、摇匀。 按参考色谱条件

测定,以虫草素质量浓度 1郾 00,2郾 00,5郾 00,10郾 00,
20郾 00,50郾 00 滋g / mL 为横坐标,相应的峰面积为纵

坐标绘制标准曲线,求线性回归方程。
2郾 6摇 高速逆流色谱分离制备

2郾 6郾 1摇 溶剂系统的选择

采用高速逆流色谱分离制备样品时,最关键的

环节是溶剂系统的选择。 溶剂系统选择的原则主要

在于首先不造成样品的分解或变性;样品在体系中

要有足够大的溶解度;溶剂系统稳定,固定相保留率

最好在 50% ~70% ;最后样品在两相溶剂体系中的

分配系数合适,最好是 1。 常见的溶剂系统根据极

性可以分为三大类:疏水性、中等疏水性和亲水性体

系。 可以通过待分离物质的性质来寻找合适的溶剂

系统,体系中各组分的组成和比例可根据样品的溶

解度来筛选。 通过分析虫草素的极性、溶解度、酸碱

度等理化性质,本研究应用经典体系之一的乙酸乙

酯体系,也是亲水性体系来分离制备虫草素。
2郾 6郾 2摇 分配系数的测定[12]

称取 1 ~ 2 mg 粗提物加入分层的两相溶剂体系

中,充分混匀分层后,取上相 1 mL 经高效液相色谱

(HPLC) 检测,上相峰面积记录为 A1;取下相 1mL
经 HPLC 检测,下相峰面积记录为 A2,分配系数 K
值计算公式:K = A1 / A2。
2郾 6郾 3摇 样品溶液的制备

准确称取虫草素粗提物样品 400 mg 于试管中,
加入 10 mL 上相和 10 mL 下相使其溶解,超声脱气,
用于 HSCCC 分离。
2郾 6郾 4摇 HSCCC 的操作流程

按比例配置溶剂体系倒入分液漏斗中,将其反

复多次振荡摇匀,静置约 10 min,即出现明显分层,
后将两相分别移入干净干燥的两个试剂瓶中,放置

超声震动仪中超声脱气 20 min 后放至室温。 提前

打开恒温循环水浴锅预热,设置主机温度 28 益,然
后以流速 30 mL / min 泵入上相(固定相),再停泵以

主机转速 900 r / min,流速 3 mL / min 泵入下相,在出

液端用干净的量筒接液并计算体系的固定相保留

率。 当体系达到动力学平衡后开启检测器,基线稳

定后开始手动注入提前用各 10 mL 体积上、下相溶

解的虫草素粗提样品,开启检测器,检测波长 254
nm,同时进行图谱采集,根据记录信号的出峰情况

手动收集组分。
2郾 7摇 虫草素结构鉴定

虫草素结构用 5975C 质谱仪鉴定,质谱条件参

考文献[13]:电喷雾离子源( electrospray ionization,
ESI),正离子模式;离子源温度 325 益;毛细管电压

3 500 V;毛细管出口电压 109郾 8 V;多反应监测模式

(MRM);虫草素 252[M + H] + 。
2郾 8摇 动物饲养与模型建立

昆明小鼠:60 只 SPF 级,雌雄各半,4 ~ 6 周龄,
体重 18 ~ 22 g,购自湖北省实验动物研究中心[合格

证号:SYXK(鄂)2008鄄0014]。 保持饲养房室温18 ~
22 益,相对湿度 50% ~60% ,自然光照,以全价营养

饲料喂养,自由进食、饮水。
小鼠 S180 肿瘤模型建立:收集对数生长期

S180 小鼠腹水瘤细胞,用无菌生理盐水稀释,将密

度调整为(2 ~ 3) 伊 106个 / mL,制成细胞悬液。 随机

选取小鼠 10 只,每只腹腔注射细胞悬液 0郾 4 mL。
约 1 周后,小鼠腹部明显涨大、凸起,将小鼠颈椎脱

臼处死,于超净台内无菌抽取乳白色腹水液。 用生

理盐水稀释,调整细胞数为(1 ~ 2) 伊 107个 / mL。 随

机选取小鼠 50 只,雌雄各半,取 0郾 2 mL 接种于每只

小鼠右上肢腋部皮下处。 瘤细胞悬液接种前,均用

0郾 4%台盼蓝染色,计算活细胞数为 90% 以上。 从

抽取腹水开始,至最后一只小鼠接种完毕,总时间需

控制在 1 h 以内。
分组给药:接种 24 h 后,将小鼠随机分为 5

组,每组 10 只,雌雄各半。 具体给药分组如下:阴
性对照组 A:蒸馏水(100 mL / ( kg·d),ig) + 生理

盐水(100 mL / (kg·d),ip)。 阳性对照组 B:蒸馏水

(100 mL / (kg·d),ig) +环磷酰胺(20 mg / (kg·d),ip)。
高剂量组 C:虫草素(100 mg / ( kg·d),ig) + 生理盐

水(100 mL / (kg·d),ip)。 中剂量组 D:虫草素(50
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mg / (kg·d),ig) + 生理盐水(100 mL / (kg·d),ip)。
低剂量组 E:虫草素(25 mg / ( kg·d),ig) + 生理盐

水(100 mL / ( kg·d),ip)。 按照以上给药剂量和途

径,连续饲喂21 d(注:ip 腹腔注射,ig 灌胃)。
2郾 9摇 抑瘤率的测定

末次给药、禁食 24 h 后,颈椎脱臼法处死小鼠,
完整剥离瘤块并称重,并按式(1)计算瘤重抑制率

( IR)。
IR = (1 -W1 / W2) 伊 100% 。 (1)

式(1)中,W1 为实验组平均瘤重,g;W2 为对照

组平均瘤重,g。

3摇 结果与分析

3郾 1摇 标准曲线的建立

标准曲线浓度为 1郾 00,2郾 00,5郾 00,10郾 00,20郾 00
和 50郾 00 滋g / mL,按参考色谱条件测定,以虫草素质量

浓度为横坐标,相应的峰面积为纵坐标绘制标准曲线

(图 1)。 二者的函数关系为:y = 27 523x + 7 165郾 5,
摇 摇 摇 摇 摇

R2 = 0郾 999 6,表明在 1 ~ 50 mg / L 的浓度范围内,虫
草素的峰面积与标样浓度之间呈良好的线性关系。

图 1摇 虫草素标准曲线

Fig. 1摇 Standard carve of cordycepin

3郾 2摇 3种不同提取方式下北虫草培养残基中虫草素

含量

通过比较超高压提取、闪式提取和超声波提取

北虫草培养残基中虫草素,得出不同提取方式下虫

草素含量,结果见表 1。

表 1摇 3 种方法提取北虫草培养残基中虫草素的得率

Tab. 1摇 Extraction yield of cordycepin from Cordyceps militaris medium by three methods

提取方式 提取时基本参数 虫草素提取得率 / (滋g·g - 1) RSD / %

闪式提取 转速 8 000 r / min,时间 12 min,料液比 1颐 35,提取 2 次,物料过 20 目筛 1 655郾 81 2郾 31

超高压提取 压力 400 MPa,时间 15 min,料液比 1颐 70,提取 2 次,物料过 20 目筛 1 792郾 97 1郾 14

超声波提取 功率 500 W,时间 3 h,料液比 1颐 160,提取 1 次,频率 26 kHz,物料过 20 目筛 1 586郾 35 1郾 85

摇 摇 由表 1 可知,超高压提取法提取北虫草培养残

基中的虫草素得率最高,且提取时间上明显比超声

波提取缩短,优于闪式提取和超声波提取,因此采用

超高压提取虫草素的方法是高效可靠的。
3郾 3摇 陶瓷膜过滤超高压提取液实验

虫草素标准品 HPLC 色谱见图 2。 超高压提取

液在通过陶瓷膜前后的高效液相色谱图分别为图 3
和图 4。 从色谱图中可以看出,超高压提取液中物

质很杂,特别是高效液相色谱图前面部分有很多杂

质峰,但尽管如此,在 14郾 610 min 仍有一很高的色

谱峰,其保留时间与标准色谱图(图 2) 相一致,这
就是虫草素,峰表显示含量为 44郾 86% 。 由于虫草

素粗提品含有较多的杂质,直接用于高速逆流色谱

进行分离纯化难度比较大,于是将超高压提取液先

后通过 150 ku 和 15 ku 陶瓷膜进行除杂。 采用高效

液相色谱法对陶瓷膜透过液中虫草素的含量进行了

测定,图谱显示色谱图前面的杂质峰有减少,为后续

HSCCC 纯化减少了难度,且含量提高到了 49郾 56% 。

本研究试验数据显示,10 g 北虫草培养残基粉末超

高压提取后直接浓缩冻干后得到粗提物 2郾 161 g,而
经过陶瓷膜除杂后再冻干得到的粗提物为 0郾 763 g,
可知,通过陶瓷膜截留了液体中大部分悬浮颗粒和

引起浊度升高的大分子胶体物质及其他杂质,在较

短的时间内有效并充分地除去杂质,得到质量较好

纯度较高的虫草素粗品。

图 2摇 虫草素标准品的 HPLC 色谱

Fig. 2摇 HPLC chromatogram of cordycepin standard

3郾 4摇 高速逆流色谱分离条件选择

HSCCC 分离的样品在两相溶剂体系中合适的

分配系数 K 值为 0郾 67 ~ 1郾 50[14],当 K 值过小时,峰
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图 3摇 超高压提取后虫草素的 HPLC 色谱

Fig. 3摇 HPLC chromatogram of cordycepin
extracted by ultra high pressure

图 4摇 超高压提取液透过陶瓷膜后虫草素的 HPLC 色谱

Fig. 4摇 HPLC chromatogram of cordycepin filtrated by
ultrafiltration ceramic membranes

之间的分离度较差;当 K 值过大时,出峰时间太长

且峰形变宽[15]。 根据分离化合物特性,考察了虫草

素在 6 个溶剂系统中的 K 值,结果见表 2。

表 2摇 不同溶剂系统的分配系数

Tab. 2摇 Partition coefficient of different solvent systems

溶剂体系 体积比 分配系数 K

正己烷-正丁醇-甲醇 - 水 1颐 1颐 1颐 1 0郾 050 5
乙酸乙酯-甲醇-水 4颐 1颐 5 0郾 169 7

乙酸乙酯-正丁醇-水 4颐 1颐 5 0郾 439 3
乙酸乙酯-正丁醇-水 2颐 3颐 5 1郾 059 1
乙酸乙酯-正丁醇-水 1颐 4颐 5 1郾 072 4
乙酸乙酯-正丁醇-水 4颐 1颐 5 0郾 338 9

摇 摇 由表 2 可知,虫草素在 V(乙酸乙酯) 颐 V(正丁

醇)颐 V(水) = 1颐 4颐 5和 2颐 3颐 5的溶剂系统中的 K 值

分别为 1郾 072 4 和 1郾 059 1,K 值均在合适范围内,但
在体积比为 1颐 4 颐 5时,虫草素与其他化合物不能完

全分离且谱图峰形未达到基线分离,且固定相保留

率仅为 40郾 67% 。 因此选择 V(乙酸乙酯) 颐 V(正丁

醇)颐 V(水) = 2颐 3颐 5分离虫草素。
在逆流色谱中,分离温度、主机转速和流动相流

速影响固定相保留率和组分的分配系数。 在主机转

速为 900 r / min,流动相流速为 3郾 0 mL / min 条件下

考察了不同温度(15,20,25,30,35 益)对虫草素固

定相保留率和分配系数的影响,结果发现,分离温度

为 28 益时固定相保留率为 52郾 7% ,分离时间小于 3

图 5摇 虫草素粗提物的 HSCCC 色谱

Fig. 5摇 High speed counter鄄current chromatograms
of cordycepin

h。 实验从 400 mg 虫草素粗品中可制备得虫草素

11郾 10 mg。 HSCCC 色谱图见图 5,根据色谱图接收 3
个流分,即“玉冶,“域冶和“III冶。
3郾 5摇 产物纯度和化合物结构的鉴定

HSCCC 分离所得流分“III冶经 HPLC 检验并与虫

草素标准品比较,见图 6,峰纯度为 97郾 6%。 对 HSCCC
分离得到的化合物在 m/ z 50 ~1 000 范围内进行质谱

扫描,得到该化合物的质谱图见图 7 和m/ z 251郾 8[M +
H] + ,说明化合物的分子量为 251,与虫草素的分子量

相同。 进一步将 m/ z =251郾 8 u 作为母离子进行二级质

谱分析,得到 m/ z 135郾 8 u 等碎片离子,这与文献

[16 -17]报道一致,证明分离的化合物为虫草素。
3郾 6摇 抗肿瘤活性研究

按照 2郾 8 所述选择小鼠 S180 肿瘤模型对高速

逆流色谱分离制备的虫草素的体内抗肿瘤活性进行

研究,具体实验结果如表 3。
由表 3 可知, 通过高速逆流色谱从北虫草固体

培养残基中分离制备得到的虫草素对小鼠 S180 移

植瘤有较强的抑制效果, 随剂量增加抑瘤效果增

强,且通过与阳性对照药物进行比对, 高剂量组的

抑瘤率高于抗肿瘤药 CTX,体内试验直观的表明了

虫草素良好的抑瘤效果。

4摇 结摇 论

本研究通过比较闪式提取、超声波提取和超高

压提取北虫草固体培养残基中虫草素,发现超高压

提取虫草素得率更高、能耗更小以及效率更高。 超

高压提取北虫草中虫草素的工艺参数为:超高压提

取压力 400 MPa,料液比 1颐 70,粉碎度 20 目,保压时

间 12 min,提取 2 次。 在此工艺条件下提取 400 g 北
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摇 摇

图 6摇 标准品和 HSCCC 分离纯化后样品的 HPLC 分析

Fig. 6摇 HPLC chromatograms of stand and HSCCC purified supernatant

图 7摇 HSCCC 分离样液的 LC鄄MS / MS 提取质谱和离子流

Fig. 7摇 LC鄄MS / MS selection chromatogram and mass
spectrum of HSCCC purified supernatant

表 3摇 虫草素对小鼠 S180 肉瘤的瘤重抑制率

Tab. 3摇 Tumor weight inhibition of cordycepin in mouse S180

组别 瘤重 / g 抑制率 IR / %

阴性对照组 A 3郾 35 依 0郾 20 -
阳性对照组 B 1郾 54 依 0郾 19 53郾 96
高剂量组 C 1郾 19 依 0郾 11 64郾 48
中剂量组 D 1郾 67 依 0郾 21 50郾 15
低剂量组 E 1郾 89 依 0郾 15 43郾 58

摇 摇 x 依 s,n = 10

虫草培养残基中虫草素得超高压提取液经过陶瓷膜

初步除杂,真空浓缩后冷冻干燥得到虫草素粗提物

26郾 22 g,研究表明超高压提取虫草素是一种高效可

靠的方法。
对虫草素粗提物进行了高速逆流色谱分离纯

化,选择 V(乙酸乙酯) 颐 V(正丁醇) 颐 V(水) = 2颐 3颐 5
作为虫草素分离体系。 从 400 mg 虫草素粗品中得

到虫草素 11郾 10 mg 且纯度达到 97郾 6% ,提供了一种

快速制备高纯度虫草素的方法。
通过小鼠 S180 体内试验发现从北虫草固体培

养基中富集纯化的虫草素具有较强的抗肿瘤活性,
当单独使用虫草素剂量为 100 mg / ( kg·d - 1)时,对
小鼠 S180 肉瘤抑制率达到 64郾 48%,明显高于抗肿瘤

药物环磷酰胺的抑制率。 本研究不仅充分证明北虫草

固体培养残基可以作为抗肿瘤药物或保健品的较佳原

料,同时也为培养基的开发与利用提供了参考依据。
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Extraction,Purification, and Antitumor Activity of
Cordycepin from Cordyceps Militaris Residue Medium

CHEN Libing1,2,摇 WU Guangxu2,摇 CHENG Wei1,摇 FAN Xiuzhi1,摇
SHI Defang1,摇 SHI Meng3,摇 GAO Hong1,*

(1郾 Research Institute of Agricultural Products Processing and Nuclear鄄Agricultural Technology,
Hubei Academy of Agricultural Sciences, Wuhan 430064, China;

2郾 College of Life Science, Yangtze University, Jingzhou 434025, China;
3郾 Hubei Xinguan Food Science and Technology Co Ltd,Huangshi 435200, China)

Abstract: Flash extraction, ultrasonic extraction, and ultra鄄high pressure extraction technology were used
to extract cordycepin from Cordyceps militaris residue medium. The extracting solution was filtered with
ceramic membrane and cordycepin was separated and prepared by using high鄄speed countercurrent chro鄄
matography ( HSCCC). The product structure was identified by LC鄄MS / MS. Antitumor activity of
cordycepin was tested in mice S180 tumor. The results showed that ultra鄄high pressure extraction technol鄄
ogy was better for cordycepin extraction. Combining a two鄄phase solvent system composed of ethyl ace鄄
tate鄄n鄄butanol鄄water (2 颐 3 颐 5,V / V / V) with high鄄speed counter鄄current chromatography (HSCCC), the
cordycepin was purified at 28 益 with flow rate of 3郾 0 mL / min and revolution speed was 900 r / min, while
the upper phase was stationary phase and the lower phase was mobile phase. Cordycepin identified was i鄄
dentified by LC鄄MS / MS and the purity of cordycepin was 97郾 6% . About 181郾 90 mg of cordycepin was
obtained from 100 g of Cordyceps militaris residue medium. The inhibition rate of cordycepin was 64郾 48%
at doses of 100 mg in vitro test.
Key words: Cordyceps militaris medium; cordycepin; extraction; high speed counter鄄current chromatog鄄

raphy; antitumor activity
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