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　　摘要：考察了提取温度、时间、液料比等单因素对虫草多糖提取率的影响，并根据Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验设
计原理，采用响应面法对闪式提取条件进行优化。结果表明，虫草多糖的最佳提取工艺条件为：提取时间１００ｓ，提取
温度８３℃，液料比２５ｍＬ／ｇ，在此条件下多糖提取率达５．０３％，比传统热水浸提法提高了２７．０２％，是较为理想的虫草
多糖提取方法。
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　　冬虫夏草（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ）属于真菌界真菌门子囊菌亚门核菌
纲肉座菌目麦角菌科，是冬虫夏草菌［Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｓｉｎｅｎｓｉｓ
（Ｂｅｒｋ．）Ｓａｃｃ．］寄生在蝙蝠蛾科昆虫幼虫上的子座及幼虫尸
体的复合体。冬虫夏草（简称虫草）是传统名贵中药材和高

级滋补药品，虫草中的多糖近年来被证明具有抗癌免疫调

节［１］、抗氧化活性［２］、降血胆固醇［３］等作用。由于天然虫草

生长对环境要求极高，人工培养极其困难，加上由于滥采导致

虫草资源日益稀少，因此从２０世纪７０年代起，人类就开始利
用现代生物发酵技术培育虫草菌丝体来代替天然虫草［４］。

虫草多糖的提取工艺主要有热水浸提法［５－６］、微波辅助提取

法［７］、超声辅助提取法［８］。目前应用最广泛的是热水浸提

法，但该方法提取时间长、温度高、提取率低。闪式提取法是

在温和条件下，利用高速剪切力和搅拌力将植物原料粉碎至

细微颗粒，并在局部负压渗透作用下使有效成分迅速溶解达

到平衡［９］。与传统浸提方法相比，闪式提取法具有提取时间

短、温度温和、效率高、操作简便等优点［１０］，目前该方法已被

广泛应用在植物成分提取中［１１－１２］，但用于虫草多糖的提取还

未见报道。本研究以中国被毛孢为原料，采用闪式提取法提

取虫草多糖，并利用响应面法优化提取条件，以期为提取虫草

多糖开辟新途径。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
将中国被毛孢（中美华东医药公司）在５０～５５℃下烘干

至恒重后粉碎过筛备用（平均粒径为２ｍｍ）；葡萄糖标品（纯
度９５％以上，上海市阿拉丁试剂有限公司）；乙醇、苯酚、浓硫
酸均为分析纯；试验用水为去离子水。

１．２　仪器
ＪＨＢＥ－５０Ａ可调闪式提取器（郑州市金星科技有限公

司）；ＤＦＹ－５００型摇摆式粉碎机（上海市鼎广机械设备有限
公司）；ＢＵＣＨＩＲ－２１０型旋转蒸发器（瑞士 ＢＵＣＨＩ有限公
司）；３－１８Ｋ型离心机（德国Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＺＦ型真空干燥箱
（上海市精宏试验设备有限公司）；７５６ＰＣ型紫外可见分光光
度计（上海市光谱仪器有限公司）。

１．３　试验方法
１．３．１　单因素试验　提取工艺流程：发酵虫草菌丝体→闪式
提取→７０００ｒ／ｍｉｎ→浓缩上清液→加３倍体积９５％乙醇溶液
沉淀→４℃静置２４ｈ→抽滤→沉淀物干燥→虫草多糖初产
品。分别考察提取温度、液料比、提取时间对虫草多糖提取率

的影响。

１．３．２　虫草多糖含量测定　采用苯酚 －硫酸法测定多糖含
量，虫草多糖提取率计算方法如下：

ｙ＝（Ｃ×Ｍ１）／Ｍ×１００％
式中：Ｃ为虫草多糖含量；Ｍ１为虫草多糖初品质量；Ｍ为虫草
原料干品质量；ｙ为虫草多糖提取率。
１．３．３　虫草多糖的单因素试验和响应面分析　选取影响虫
草多糖提取率的 ３个因素：提取时间（８０、９０、１００、１１０、
１２０ｓ）、液料比（１５、２０、２５、３０ｍＬ／ｇ）、水浴提取温度（６５、７５、
８５、９５、９８℃）进行单因素考察试验。根据单因素试验结果进
行响应面分析，确定虫草多糖提取的最佳工艺条件。

２　结果与分析

２．１　单因素试验对虫草多糖提取率的影响
２．１．１　提取时间　由表１可知，在一定范围内随着提取时间
的延长，虫草多糖提取率逐渐增加，当时间为１００ｓ时，虫草
多糖提取率达到最大值，为３．７２％，之后多糖提取率逐步下
降，可能是由于多糖支链断裂而引起，故确定提取时间为

１００ｓ。
２．１．２　提取温度　由表２可知，当水浴温度为８５℃时，虫草
多糖提取率为３．７０％，水浴温度超过８５℃后虫草多糖提取
率基本恒定，不再随温度的变化而变化，说明其有效成分已经
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表１　提取时间对虫草多糖提取得率的影响

提取时间（ｓ） 提取得率（％）
８０ ３．１４
９０ ３．４６
１００ ３．７２
１１０ ３．５６
１２０ ３．５１

表２　提取温度对虫草多糖提取得率的影响

提取温度（℃） 提取得率（％）
６５ ３．４１
７５ ３．５０
８５ ３．７０
９５ ３．７２
９８ ３．７１

基本被提取完毕。因此确定提取温度为８５℃。
２．１．３　液料比　由表３可知，当液料比为２５ｍＬ／ｇ时，虫草
多糖提取率达到峰值，随后虫草多糖提取率急剧下降，可能是

由于溶剂量过多引起物料被过于稀释，刀头不能与物料充分

接触，从而降低多糖提取率。故液料比选定为２５ｍＬ／ｇ。

表３　液料比对虫草多糖提取得率的影响

液料比（ｍＬ／ｇ） 提取得率（％）
１５ ３．００
２０ ３．７１
２５ ４．９５
３０ ２．８５

２．２　响应面试验结果与分析
２．２．１　响应面分析因素水平　由于响应面分析法在试验设
计和结果表达方面比常规方法更加优良，已被广泛应用于食

品、生物工程、化工等领域［１３－１６］。Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ试验设计
是一种响应面分析法，该方法试验次数相对较少、效率更高，

且所有影响因素不会同时处于高水平，所有试验点都落在安

全操作区域内［１７］。综合单因素试验结果，选取提取时间

（Ｘ１）、液料比（Ｘ２）、提取温度（Ｘ３）等３个因素为自变量，以
虫草多糖得率（Ｙ）为响应值，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ的中心组
合试验设计原理，设计３因素３水平响应面分析试验。试验
因子和水平见表４。

表４　虫草多糖提取中心组合设计因素水平

水平
因素

Ｘ１：提取时间（ｓ） Ｘ２：液料比（ｍＬ／ｇ）Ｘ３：提取温度（℃）
－１ ９０ ２０ ７５
０ １００ ２５ ８５
１ １１０ ３０ ９５

２．２．２　响应面试验结果　表５是 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ设计方案
及试验结果，表６是回归模型方差分析结果。由表６可见，回
归模型的Ｆ值为２７．１４，表明该模型高度显著，模拟效果较
好；模型Ｒ２为０．９７２１，表明模型响应值变化的９７．２１％来自
所选因变量，预测值与实际值具有高度相关性；失拟项的 Ｐ
值为０．４０１５＞０．０５，表明该模型不同处理间的差异高度显

著，说明该试验方法准确可靠。试验采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８０．６Ｔｒｉａｌ软件的ＡＮＯＶＡ程序，进行二次回归分析，得到二
次多项回归方程：Ｙ＝５．００＋０．０３９Ｘ１＋０．０７９Ｘ２－０．１８Ｘ３－
０１９Ｘ１Ｘ２－０．１７Ｘ１Ｘ３ ＋０．１１Ｘ２Ｘ３ －０５５Ｘ１

２ －０．６０Ｘ２
２ －

０３７Ｘ３
２。由表６可知，影响虫草多糖得率的因素按主次顺序

为：Ｘ３＞Ｘ２＞Ｘ１，二次项 Ｘ１
２、Ｘ２

２、Ｘ３
２以及交互项 Ｘ１Ｘ２、Ｘ１Ｘ３

也对虫草多糖得率有显著影响，这表明响应值的变化相当复

杂，各试验因素对响应值的影响不是简单线性关系。

表５　虫草多糖提取Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ设计方案及试验结果

编号
因素水平

Ｘ１：提取时间 Ｘ２：液料比 Ｘ３：提取温度
多糖得率

（％）

１ １ －１ ０ ３．９０
２ －１ １ ０ ５．０６
３ ０ －１ －１ ４．２５
４ －１ －１ ０ ３．６１
５ １ １ ０ ３．６９
６ ０ ０ ０ ５．０７
７ ０ １ １ ４．０２
８ ０ １ －１ ４．１６
９ ０ ０ ０ ５．０３
１０ ０ ０ ０ ５．０５
１１ ０ －１ １ ３．６５
１２ －１ ０ －１ ３．９５
１３ ０ ０ ０ ４．７７
１４ １ ０ －１ ４．５３
１５ １ ０ １ ３．８７
１６ ０ ０ ０ ５．０６
１７ －１ ０ １ ３．９５

表６　虫草多糖提取回归模型方差分析结果

来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值
回归模型 ９ ４．３８ ０．４９ ２７．１４ ０．０００１

Ｘ１ １ ０．０１２ ０．０１２ ０．６７ ０．４４０３
Ｘ２ １ ０．０５０ ０．０５０ ２．７６ ０．１４０４
Ｘ３ １ ０．２５ ０．２５ １３．６５ ０．００７７

Ｘ１Ｘ２ １ ０．１５ ０．１５ ８．２６ ０．０２３９

Ｘ１Ｘ３ １ ０．１１ ０．１１ ６．０７ ０．０４３３

Ｘ２Ｘ３ １ ０．０５３ ０．０５３ ２．９５ ０．１２９７
Ｘ１２ １ １．２７ １．２７ ７０．７７ ＜０．０００１

Ｘ２２ １ １．５４ １．５４ ８５．６５ ＜０．０００１

Ｘ３２ １ ０．５８ ０．５８ ３２．４２ ０．０００７

残差 ７ ０．１３ ０．０１８
失拟项 ３ ０．０６１ ０．０２０ １．２６ ０．４０１５
净误差 ４ ０．０６５ ０．０１６
总误差 １６ ４．５１

　　注：“”“”分别表示在０．０５、０．０１水平上显著。

２．２．３　响应面分析　为更直观地反映各因素间的交互作用
对虫草多糖得率的影响，作出了响应面值Ｙ与Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３构成
的三维空间响应面图（图１）。响应面三维空间的曲面图形中
曲线均较陡，说明各因素交互作用显著。通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
软件求解回归方程，可得出提取虫草多糖的最佳工艺条件为：

提取时间１００．６７ｓ、液料比２５．１２ｍＬ／ｇ、提取温度８２．５４℃。
２．３　最佳工艺条件检验

对上述最优条件进行验证，同时考虑操作方便性，将提取
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工艺参数修正为：提取时间１００ｓ、液料比２５ｍＬ／ｇ、提取温度
８３℃，在该条件下进行３次平行试验，结果表明虫草多糖的
平均得率为５．０３％，与预测值５．０５％非常接近。因此，基于
响应面法所得的优化提取工艺参数准确可靠，具有实用价值。

２．４　不同多糖提取方法比较
对传统热水回流提取虫草多糖方法进行响应面分析，得

到该方法的最佳工艺条件：液料比２３．４ｍＬ／ｇ、提取时间２．５
ｈ、提取温度９５℃。由表７可见，利用闪式提取法的虫草多糖
提取率比传统热水法高２７．０２％，且提取时间大大缩短。

表７　闪式提取法与热水回流法提取虫草多糖效果比较

提取方法
温度

（℃）
提取时间

（ｓ）
液料比

（ｍＬ／ｇ）
提取率

（％）

闪式提取 ８３ １００ ２５ ５．０３
热水回流提取 ９０ １５０ ２５ ３．９６

３　结论

闪式提取技术具有快速、高效、低温提取、适用广泛、操作

方便、节能等很多优点，该技术可应用于虫草多糖的高效提

取。根据响应面法优化的闪式提取虫草多糖的最佳工艺参数

为：提取时间１００ｓ、液料比２５ｍＬ／ｇ、提取温度８３℃。在该工
艺条件下比传统热水回流法提取率高２７．０２％，提取时间由
１５０ｓ缩短到１００ｓ，提取温度由９５℃下降到８３℃。该方法

简单易行，是一种高效快速提取虫草多糖的方法。
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