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无机陶瓷微滤膜纯化虫草粗多糖的研究
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摘要：目的研究无机陶瓷微滤膜纯化虫草粗多糖溶液，确定操作工艺条件和有效清洗方法。方法主要考察膜

通量和膜通量恢复率。结果在60℃，pH 7～8、0．3～O．4 MPa压差操作条件下微滤虫草粗多糖溶液，多糖收率

较传统醇提工艺高出30％，同时可除去大部分不溶固体物和蛋白质胶体等大分子有机物杂质。采用80℃热水与

1％NaOH溶液交替清洗并伴有间歇、短时反冲洗，可使膜的清水通量恢复率达到90％以上。结论元机陶瓷微滤

膜纯化虫草粗多糖溶液工艺简单、可行。
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Purification of rough cordyceps polysaccharides solution by inorganic ceramic

micro—filtration membrane

HAN Yong—pin91”．LIN Qian92
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of Mining and Technology，Beijing 100083，China)

Abstract：Objective To apply the membrane technology for purifying rough cordyceps polysaccha—

rides solution，the optimal operation condition and effective cleaning method were researched．Methods

To mainly analyze the flux of membrane and its recovery．Results The optimal experiment operation con—

dition obtained is 60℃，pH value 7—8，and pressure 0．3—0．4 MPa，by which the polysaccharides recov．

ery was about 30％，more than by traditional ethanol extraction，and the most impurities as infusibility

substance and protein colloid etc．were taken out．Moreover，the flux of membrane recovery can be above

90％after 80oC water and 1％NaOH solution was alternately used to wash the fouling membrane under in—

termittent little back—pulsing．Conclusion The process of membrane technology purifying rough cordy—

ceps polysaccharides is simpl and feasible．

Key words：Cordyceps I polysaccharides I inorganic ceramic micro—filtration membrane；membrane flux

冬虫夏草作为我国传统名贵的珍稀药用植物，

是中医药三大补药之一。虫草多糖可活化巨噬细胞，

刺激抗体产生，具有增强人体免疫力、抗肿瘤及延缓

衰老等功效[1]。采用传统水煮醇沉工艺提取冬虫夏

草菌丝体中粗多糖的效率较低，其中固形物的量接

近70％，使用前还需要经过脱蛋白和乙醇分级沉淀

等工艺进一步纯化[2]。由于该过程中多糖的回收率

直接受乙醇体积分数的影响，在工艺设计中不仅需

要对提取液进行浓缩，还要考虑乙醇的回收，因此整

体工艺比较复杂，操作困难，多糖收率低且生产成本

高，生产环境较恶劣。微滤一超滤或纳滤组成的膜集

成系统具有能耗低、单级分离效率高、工艺简单、可

在室温或低温下操作，产品收率和质量分数均高于

传统的提取工艺，在中药澄清、发酵液纯化等生物产

品提取方面有着十分广阔的应用前景。然而，将该系

统用于虫草粗多糖纯化的关键问题在于有效解决膜

的污染和堵塞，尤其是系统前端微滤膜的污染和清

洗L3“]。为此，本实验考察了无机陶瓷微滤膜纯化虫

草粗多糖的过程，优化运行工艺参数，确定清洗方

案，预期为该工艺的工业化应用提供参考，同时也为
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各种菌丝体胞内外多糖的纯化和提取提供新思路。

1材料

虫草菌丝体粗多糖由浙江庆源真菌多糖制品有

限责任公司提供，质量分数为30％。

无机陶瓷微滤实验用装置，膜组件为9通道、

0．2弘m孔径的a—Al：O。陶瓷膜，由上海亚东核级树

脂有限公司提供；日本岛津TU一1901紫外可见分

光光度计fLock—Stong离心机(北京路科顺科技有

限公司)。

2方法与结果

2．1指标的测定

2．1．1蛋白的测定：采用考马斯亮蓝法[5]。以牛血清

蛋白作标准曲线，得回归方程Y=一0．003 76 X一

0．023 64，r一一0．999 2。

2．1．2 还原糖的测定[6]：采用3，5一二硝基水杨酸

法。用葡萄糖作标准曲线，得回归方程为Y=

7．026 3 X+0．008 8，R2=0．999 1。

2．1．3总糖的测定[6]：采用硫酸一苯酚法。用葡萄糖

作标准曲线，得回归方程为Y=0．039 39 X一

0．017 22，R2=0．999 7。

2．1．4 膜通量恢复率(玑)的计算：玑=(J。／J。)×

100％，式中玑为膜通量恢复率，J。为污染前清水

膜通量，，。为污染清洗后清水膜通量。

2．1．5体积浓缩因子(尺)的计算：R=料液的初始

体积／最终截留液的体积。

2．2虫草粗多糖溶液的组成分析：采用以上方法测

定粗多糖溶液中含多糖8．20 g／L，蛋白质6．32

g／L，不溶固体物5．46 g／L。

2．3操作条件的确定C7]：微滤膜通量(，)与操作条

件符合J=￡3△P／[K f。距S(1一￡)]，式中，为通量；

￡为膜表面的孔隙率，与膜本身结构及膜孔堵塞情

况有关；S为单位膜体积所具有的内表面积；△P为

膜两侧的压差，是过程动力；K为常数；t。为膜界面

层厚度，与膜表面浓差极化程度有关；盯为料液的黏

度，与温度和浓度有关。可见，运行过程中操作压差、

温度和料液的pH值等运行参数对微滤的运行稳定

性影响较大。

2．3．1 操作压差对膜通量的影响：在室温、pH值

为中性的条件下分别对去离子水和经过板框压滤预

处理后的20 g／L虫草粗多糖溶液进行微滤，运行稳

定15 min后测定膜通量。膜通量随运行压差的变化

见图1。可以看出，纯水通量随着操作压力增加而增

大，而料液的通量在压差达到0．3 MPa后趋于恒

定。这是因为纯水操作不存在浓差极化和膜吸附，膜
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圈1 运行压差对膜通量的影响

Fig．1 Effect of pressure on membrane flux

通量只与压力有关。而对于虫草粗多糖溶液在较低

压差下操作时，微滤过程属于压力控制，通量基本上

与操作压力呈正比；随着操作压差的增大，膜表面极

化层逐渐形成，增大的传质动力很快被加剧的浓差

极化作用所抵消，微滤过程也转变为传质控制。继续

增大压差不仅不能获得较高的膜通量，还可能导致

一些与膜孔径尺寸相近的微粒卡在膜内引起堵塞。

因此，从减少动耗和兼顾设备生产能力的角度考虑，

操作压力采用0．3～o．4 MPa。

2．3．2温度对膜通量的影响：在0．3 MPa、pH值

为中性的条件下分别对去离子水和预处理后的虫草

粗多糖溶液进行微滤，运行稳定15 min后测定膜通

量。膜通量随温度的变化见图2。结果表明随着温度

升高，去离子水的膜通量明显增大；而虫草粗多糖溶

液在低温操作时温度对膜通量的影响很小，当温度

超过50℃后随着温度升高膜通量明显增大。认为去

离子水的黏度随温度升高而减小，而虫草粗多糖溶

液的黏度主要取决于蛋白质等有机物的存在状态。

尽管随温度升高溶液总体黏度下降，但只有当温度

升到使蛋白质发生变性时溶液的流动性才会发生根

本性改变。此时溶质扩散系数增大，膜表面浓差极化

减弱。因此，应利用无机陶瓷膜耐高温的特性尽量在

高温条件下操作。考虑到运行成本、操作方便以及温

度过高对蛋白质等大分子有机物截留不利，初步确
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Fig．2 Effect of temperature on membrane flax
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定操作温度为60℃。

2．3．3 pH值对膜通量的影响：在60℃、0．3 MPa

条件下对预处理后的虫草粗多糖溶液进行微滤，运

行稳定15 rain后测定膜通量。膜通量随pH值的变

化见图3。可以看出，pH为5时，膜通量出现了最低

值；随着pH值远离该点，通量开始增大。虫草粗多

糖溶液中存在蛋白质类有机物，而蛋白质是由一系

列氨基酸通过肽键结合而成的高分子聚合物，存在

等电点。在等电点处，蛋白质的溶解度最低。多糖溶

液在pH值为5时已经接近于等电点，此时蛋白质

以流动性能较差的胶体状态为微滤膜所截留，阻碍

了微粒或多糖由膜表面向主体溶液的反向扩散，使

膜边界层厚度增大。随着pH值远离等电点，蛋白质

溶解度开始增高，同时因带电荷而产生静电斥力，不

易凝聚。尽管陶瓷膜对碱度的耐受性较强，但为了防

止多糖失活，料液pH值控制在7---8。
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圈3 pH值对咦通■的影响

ng．3 Eff∞t of pH v¨ues on membrane flux

2．4微滤操作方式的研究：为了减缓膜的污染程

度、延长操作周期，试验中每运行10 min通过管路

阀门改变连接，利用透过液进行反向冲洗2 rain。膜

通量随时间的变化与无反冲洗的常规操作对比见图

4。可以看出，在微滤运行过程中，随着膜污染的逐步

加剧，膜通量呈现缓慢下降趋势。但在相同条件下带

有间歇、短时反冲洗操作的膜通量却比较稳定。这是

因为错流操作虽然可以对膜面保持高速冲刷，减缓

了凝胶层的形成，但并不能消除颗粒在膜表面和孔

内的沉积。反冲洗的加入不但扰乱液体的流动状态、

及时将沉积的颗粒带离膜孔和表面，而且能破坏膜

表面的吸附层，有效地缓解膜通量的下降。就运行效

率而言，尽管反冲洗使有效滤过时间变短、并且存在

反向透过液的消耗，但是反冲洗带来的膜通量增益

却远远超过所造成的损失。因此，在运行过程中推荐

采用带有间歇、短时反冲洗式的操作方式。

2．5虫草粗多糖溶液的无机陶瓷微滤膜纯化：按以

上确定的操作条件和方式对预处理后20 g／L虫草

粗多糖溶液进行微滤，透过液单独收集。在运行过程
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田4方式对腰通■的影响

Fig．4 Eff∞t of mod翻On membrane flux

中每隔20 rain向料液中补充200 mL去离子水，直

到体积浓缩因子(尺)达到5时停止运行。虫草粗多

糖溶液微滤后透过液明显澄清，对原料液和最终透

过液多糖、蛋白质和不溶固形物分析，3次试验结果

表明，多糖平均收率为75．2％，蛋白质平均脱出率

为66．4％，而不溶固形物平均去除率高达87．6％，

RSD分别为3．15％、4．42％、5．97％。

为了与传统的水煮醇提工艺相比较，试验对虫

草粗多糖溶液进行板框压滤、Sevage法脱蛋白后进

行乙醇沉淀提取多糖。乙醇用量为粗多糖溶液体积

的3．5倍、沉淀时间为6 h、pH值为6．5[2】。3次试验

的多糖平均收率为45．31％，RSD为1．61％。

可见，无机陶瓷微滤膜纯化虫草粗多糖溶液不

但运行稳定，可同时除去大部分不溶固体物和蛋白

质胶体等大分子有机物杂质，为膜集成系统后续的

超滤或纳滤处理奠定了基础。与传统提取工艺相比，

不仅操作简单，多糖回收率也提高了约30％。

2．6无机陶瓷微滤膜的清洗研究：虫草粗多糖溶液

中含的较多且可能对微滤膜构成严重污染的成分大

致分成3类：蛋白质类有机物、多糖和以菌丝体为主

的不溶固体物。试验采用80℃热水、1％NaClO溶

液、1％NaOH溶液、热水+NaClO溶液(先用热水

清洗15 rain，再用l％NaCIO溶液清洗15 rain交

替进行)、热水+NaOH溶液(先用热水清洗15

rain，再用1％NaOH溶液清洗15 min交替进行)分

别进行清洗。考虑到料液中大分子物质和不溶固体

物较多，在微滤过程中不可避免地会发生膜孔道内

吸附或深层堵塞等不可逆污染。为此，在清洗试验操

作中每运行10 min通过管路阀门改变连接进行反

向清洗2 min。清洗效果见表1。可见热水和清洗剂

的交替清洗效果优于单一药剂清洗，其中热水+

NaOH溶液的清洗效果最好，膜纯水通量恢复率达

到了92％。为了更好的分析，对膜表面的污染层结

构做如下假设：膜表面污染层由内向外依次分为以

静电力与膜表面相互作用的吸附层、密实的中间层

及外侧较松散的黏附层。黏附层可由机械水力冲刷

有效地去除，而中间层和吸附层则需要清洗剂在适

趁∞惜埔M￡!m
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裹l 无机■瓷徽滤虞的清洗效果

Table 1 Cleaning effects of inorganic ceramic

micro—filtration membrane

当的条件下渗入容胀并破坏静电作用和化学键，再

通过水流冲刷去除。热水与清洗剂的交替清洗较好

地破坏了中间层和吸附层的结构，使清水通量在很

大程度上得以恢复。此外，在高温下NaCIO的氧化

性可能受到了某些限制，致使其清洗效果较热水+

NaOH低。因此，确定微滤膜的清洗方法为热水与

1％NaOH溶液交替清洗并伴有间歇、短时反向清洗。

3讨论

采用无机陶瓷微滤膜纯化虫草粗多糖溶液，工

艺可行、操作稳定。由试验确定微滤的操作条件为：

料液的pH值在7～8、温度为60℃，操作压差为

0．3～o．4 MPa。在该条件下微滤处理虫草粗多糖溶

液，多糖收率较传统的醇提工艺高约30％，同时可

除去大部分不溶固体物和蛋白质胶体等大分子有机

物杂质。清洗结果表明，在伴有间歇、短时反冲洗的

操作方式下，采用80℃热水与1％NaoH溶液交替

对污染后的微滤膜进行清洗，可使膜的清水通量恢

复率达到90％以上。另外，微滤清洗和运行过程中

均建议采用带间歇、短时反冲洗式的操作方式。
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HPLC法测定小鼠血浆中杠柳毒苷的血药浓度

阙红玉，谢跃生，王跃飞，戚爱棣’，潘桂湘，刘 虹

(天津中医药大学中医药研究院教育部省部共建方剂学重点实验室，天津300193)

摘要：目的建立小鼠血浆中杠柳毒苷的HPLC测定方法．对其药动学进行研究。方法血浆样品中加人内标地

高辛．用甲醇沉淀蛋白一C。。固相萃取处理，氮气吹干后流动相复溶进样。色谱条件：色谱柱为Agilent Zorbas S&C·8

柱(150 mill×4．6 mm，5 pm)和保护柱Agilent Zorbax C18柱(12．5 mm×4．6 mm，5 pm)；流动相：乙腈一水(25 l

75)l体积流量：1．0 mL／minl柱温：25℃l检测波长：220 nlnI进样量：20 pL。结果此法空白血浆中无内源性物质

干扰样品测定，血药浓度线性范围为0．02"-2．0 mg／L(r=0．999 8)，最低定量限为0．02 mg／L，平均提取回收率大

于81．8％，批内、批间精密度RSD均小于4．64％，准确度试验的结果在101．3％～111．7％。结论本方法简便，准

确．灵敏度高．并用于小鼠尾静脉注射杠柳毒苷的药时曲线研究。

关键词：杠柳毒苷}血药浓度l药动学；HPLC
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