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响应面法优化人工蛹虫草子实体中虫草酸微波提取工艺 

邓 黎，韩 涛，王晓虹，皮 立，韩 发 
中国科学院西北高原生物研究所 ，西宁 810008 

摘 要：为优化人工蛹虫草子实体中虫草酸的微波提取工艺，在单因素试验基础上，利用响应曲面法考察提取 

时间、微波功率和液固比对虫草酸提取率的影响，优化提取工艺。结果表明：人工培养蛹虫草子实体中虫草酸 

微波提取的优化工艺条件为：微波功率555 W，液固比35 mL／g，提取时间4 rnin，提取2次，虫草酸提取率的理论 

值可达 84．45％。 
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Optimization of Microwave Extraction of Cordycepic Acid in Cultured 

Cordyceps militaris by Response Surface M ethodology 
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Abstract：This paper was aiming to optimize the microwave ex~action of cordyceps acid from cultured Cordyceps milita- 

ris．On the basis of single-factortest，the effects ofextractionduration，microwave power andthe ratio ofmaterialtoliquid 

on the extraction yield of cordyceps acid were investigated using response surface method ology．The results showed that 

the optimal conditions for the extraction of cordyceps acid were：microwave power of555 W ，the ratio material to liquid of 

35 mL／g，extraction time of 4 mln，with twice extraction．Under the optimal extraction conditions，the theoretical extrae· 

tion rate of cordyceps acid Was up to 84．45％ ． 
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蛹虫草[C．militarisc(L)．Link】又名北冬虫夏 

草。属子囊菌亚门、核菌纲、球壳目、麦角菌科、虫草 

属，世界上已发现虫草属真菌 350多种，我国记录 

61种u J。蛹虫草含有虫草素、虫草酸(甘露醇)、虫 

草多糖、维生素、蛋白质、超氧化物歧化酶、多种微量 

元素等化学成分 4。。 

虫草酸即甘露醇，又称 D-甘露糖醇，分子式 

C6H1406，分子量 182．17，是虫草的重要活性成分之 
一  

J
。 随着对虫草酸作用机理的认识不断深入，其 

临床用途越来越广泛，虫草酸已经应用于治疗颅内 

疾病、顽固心绞痛、消化系统疾病、肝脏疾病、泌尿系 

统疾病、眼科疾病、顽固性超高热以及中毒时导泻 

等 ．7J。由于甘露醇的化学稳定性好，具甜味又不 
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吸湿性，广泛用于抗癌药及维生素药片的赋形剂，也 

用于醒酒药和清凉剂等配方 J，显示了虫草酸在医 

学领域具有广阔的应用空间。从蛹虫草中直接分离 

提取得到虫草酸并进一步应用于药剂、保健品等可 

为蛹虫草在有效活性成分方面的应用提供更广泛的 

空间，保证虫草酸来源的优质和可靠性。 

近年来，研究人员对虫草酸的提取进行了工艺 

改进和优化，但是所得到的优化工艺均是在单因素 

或正交试验条件下获得的。响应面分析法(response 

surface methodology，RSM)是一种优化工艺条件的有 

效方法，可检查一个或多个响应变量与一系列试验 

变量之间的关系，确定试验因素及其交互作用在工 

艺过程中对指标响应值的影响，精确地表述因素和 

响应值之间的关系 J。因此，将响应面分析的方法 

应用于人工培养蛹虫草子实体中虫草酸微波提取工 

艺的研究，建立得率与考察因素之间关系的数学模 

型，为工业化生产提供技术参数和理论依据是有必 

要的。 
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1 材料与方法 

1．1 材料、试剂与仪器 

N一1001型旋转蒸发仪，上海爱朗仪器有限公 

司；KQ5200 DE型数控超声波清洗器，昆山市超声 

仪器有限公司；METrLER TOLEDO PL203和XS204 

电子天平 ，瑞士梅特勒一托利多公司；P 70 D 17 TL— 

D5微波炉，格兰仕微波炉电器有限公司；电热恒温 

水浴锅，布氏抽滤漏斗，Lary 300紫外分光光度仪 

(美国)；DHG-9070 A型电热恒温故风干燥箱，上海 

精宏实验设备有限公司。 

人工培养蛹虫草 CSM-8菌株由西宁世峰生物 

科技有限公司提供。样品经微波干燥后，粉碎、过 

60目筛，加入无水乙醇脱脂。甘露醇对照品由国家 

标准物质研究中心提供。实验所用化学试剂均为分 

析纯。实验用水均为蒸馏水。 

1．2 蛹虫草子实体中虫草酸分析测定方法 

1．2．1 蛹虫草子实体中虫草酸的提取及测定 ． 

用天平准确称取干燥后的子实体粉末 1．00 g， 

加入适量的超纯水后超声提取、离心、抽滤，浓缩后 

定容至 10 mL，静置，得到待测液。 

比色法测定虫草酸含量。取待测溶液 1．00 mL 

加入1．00 mL高碘酸钾溶液混匀，室温放置10 min， 

加2．00 mL 0．1％ L一鼠李糖溶液以除去过多的高碘 

酸钾，混匀后加4 mL新鲜配制的 NaSh试剂(150 g 

醋酸铵 +2．00 mL冰醋酸 +2．00 mL乙酰丙酮，用 

蒸馏水稀释至 1000 mL)，53~C水浴加热15 min使其 

呈色，冷却，在分光光度仪415 nm处，以蒸馏水作空 

白对照，测定吸光度值。 ． 

标准曲线：精确称取干燥至恒重的甘露醇标准 

品50 mg，加蒸馏水50 mL配制成浓度1 mg／mL的 

虫草酸溶液，依次稀释，得系列浓度标准品溶液。按 

虫草酸含量测定方法操作，以浓度为横坐标，吸光度 

为纵坐标绘制甘露醇标准曲线，得 Y =0．008X+ 

0．0203，R =0．9995，表明甘露醇在 lO一50 izg／mL 

范围内呈良好的线性。 

1．2．2 虫草酸含量和提取率计算 

虫草酸含量(％)=(被测液中虫草酸的浓度 

×待测液总体积)÷称取的子实体质量 

虫草酸提取率(％)=被测液中虫草酸含量÷ 

子实体样品中虫草酸含量(已有试验中测定得到微 

波干燥方法下子实体中的虫草酸含量为6．74％) 

1．3 方法 

1．3．1 单因素试验 

主要考察微波时间、微波功率、液料比以及提取 

次数对人工蛹虫草子实体中虫草酸提取率的影响。 

按照 1．2．1方法提取虫草酸，并计算提取率。 

1．3．1．1 微波时间对虫草酸提取率的影响 

按提取基本条件，分别考察 2、3、4、5、6 min对 

虫草酸提取率的影响。 

1．3．1．2 微波功率对虫草酸提取率的影响 

按提取基本条件，分别考察微波为 200、400、 

500、600、700 W对虫草酸提取率的影响。 

1．3．1．3 液固比对虫草酸提取率的影响 

按提取基本条件，分别考察液固比20、30、4O、 

50和60 mL／g对虫草酸提取率的影响。 

1．3．1．4 提取次数对虫草酸提取率的影响 

按提取基本条件，分别考察提取次数为 1、2、3 

次对虫草酸提取率的影响。 

1．3．2 响应曲面法试验 

在单因素试验的基础上，选择对响应值(虫草 

酸提取率)有显著影响的因素，利用 Design Expert 

软件对试验数据进行回归分析。每一变量的低、中、 

高水平分别以-1、0、1进行编码，模型选用二次方程 

Y= +卢l 1+ 2+卢3 3+卢12 l 2+卢l3 l 3+ 

23x2 3+卢11 j+／B22 + 3 ；o 

其中y为响应值(虫草素提取率)，卢0、卢 、 、 

岛 12 l3、 、卢11、 、 3为方程系数， 1、 2、 3为 

自变量编码值。通过 Box—Behnken设计和响应面分 

析来进一步考察提取时间、微波功率和液固比之间 

的相互影响，并确定微波法提取虫草酸的最佳工艺 

参数。 ． 

1．3．3 优化工艺验证试验 

按照响应曲面法确定的最佳提取工艺参数，对 

100 g CSM-8菌株子实体粉末进行微波提取，取500 

mL提取液浓缩成浓膏状，烘干，测定提取液中固形 

物和虫草酸的含量，并计算虫草酸的提取率。测定 

结束后将固形物重新用蒸馏水溶解并定容到 500 

mL，放回到提取液中。 

2 结果与分析 

2．1 单因素试验 

2．1．1 提取时间对虫草酸提取率的影响 

由图 1见，在 2—4 min内，虫草酸提取率随提 

取时间的延长提高 比较明显，4 min后开始下降。 

因此设定提取时间为3—5 rain。 



邓 黎等：响应面法优化人工蛹虫草子实体中虫草酸微波提取工艺 

菩 0 

图 1 提取时间对虫草酸提取率的影响 

Fig．1 Effect of extraction duration on eordyceps acid yield 

2．1．2 微波功率对虫草酸提取率的影响 

由图2见，在微波时间4 min内，随着功率的增 

加，蛹虫草多糖的提取率逐渐升高，在功率达到500 

w之后，虫草酸的提取率变化不大，表明基本提取 

完全。因此设定微波功率为400—600 W。 
，_、 
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图2 微波功率对虫草酸提取率的影响 

Fig．2 Effect of microwave power Oil cordyceps acid yield 

2．1．3 液固比对虫草酸提取率的影响 

从图3见，随液固比的增大，虫草多糖的提取率 

不断升高，在液固比为2O一40 mL／g时迅速升高，在 

50 mL／g时达到最大值，在50 mL／g以后提取率无 

明显增加，呈稳定趋势。因此，微波辅助提取法提取 

虫草多糖的液固比确定为3O一50 mL／g。 
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图3 液固比对虫草酸提取率的影响 

rig．3 Effect of ratio of material to liquid on eordyeeps acid yidd 

2．1．4 提取次数对虫草酸提取率的影响 

在液固比50 mL／g、微波功率500 W、提取时间 

4 min的条件下，考察提取次数对虫草多糖提取率 

的影响，实验结果见图4，第一次提取率为35．92％， 

第二次提取后累计达48．0o％ (相对一次提取的结 

果增加比较显著)，提取3次累计的提取率为48． 

01％，与提取2次的提取率间无差异 结合经济成 

本核算考虑以提取2次为宜。 

篓 
裂 

图4 提取次数对虫草酸提取率的影响 

Fig．4 Eff ect oftimes of extraction Oil eordyeeps acid yield 

2．2 响应曲面试验结果分析 

2．2．1 响应曲面法分析因素的选取及分析方案 

在单因素实验的基础上固定提取次数为 3次， 

采用Box—Behnken设计方案，分别以微波功率、提取 

时间和液固比对应3个独立变量 、 ，并以一1、 

0、1分别代表变量的水平。 

Xi-_Xi -X O 

对 自变量进行编码(表 1)。式中 ；为变量的 

编码值，互为变量的真实值， 为实验中心点变量 

的真实值，AX为单变量增量，虫草酸提取率 y为响 

应值，实验方案及结果见表 1和2。 

2．2．2 实验结果分析 

Box—Behnken设计方案及虫草酸提取率的测定 

结果见表2。利用 Design Expert软件对表 2数据进 

行二次多元回归拟合，得到回归方程为： 

Y = 82．12 + 21．05 l+ 9．38 2+ 3．79 3+ 

4．20 l 2—5．60 l 3-6．89 2 x3-19．30 21-16．27 22一 

l0．14 ； 

对回归方程进行显著性检验及方差分析，结果 

见表 3。由表3得出：模型的P<0．0001，表明模型 

极显著且失拟项不显著(P =0．3125>0．05)，相关 

系数R。=0．9962，说明模型拟合程度很好。模型的 

调整确定系数 AdjR =0．9914，说明该模型能解释 

99．14％的响应值的变化，可以用此模型对微波提取 

CSM一8菌株子实体中虫草酸提取率进行分析及预 

测。 ． 

模型回归方程的系数显著性检验如下：一次项 

A(P<0．0001)、B(P<0．0001)，二次项 (P< 

0．0001)、Bz(P<0．0001)、C (P<0．0001)均达到 

极显著水平，一次项C(P=0．0014<0．01)达到显 

著水平，表明微波功率、提取时间、液固比对虫草酸 

提取率有显著影响；二次项 AB(P =0．0052< 

0．O1)、AC(P =0．0．011<0．01)、BC(P =0．0003 
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<O．001)，表明微波功率与提取时间、微波功率与 

液固比以及提取时间与液固比的交互作用对虫草酸 

提取率的影响显著。 

表 1 实验因素水平及编码 

Table 1 Levels and codes of variable chose for Box-Behnken design 

-n d墨ependent y躺mbd。 

利用 Design Expert 7．0．0软件对表3数据进行 

二次多元回归拟合，所得到的二次回归方程的响应 

面及其等高线见图5、6和7。 

由图5可看出，提取时间和微波功率的交互作 

用对虫草酸提取的影响较显著，表现为曲面较陡，响 

应值随微波功率的变化率大于随提取时间的变化 

率，说明微波功率对提取率的影响大于提取时间；液 

固比固定时，虫草酸提取率随微波功率的增大而升 

高，当微波功率达到550 W后，提取率增长缓慢并 

趋于平缓；虫草酸提取率水提取时间的延长先升高 

后降低，呈抛物线趋势。由图6可看出，微波功率和 

表2 Box．Behnken设计方案及虫草酸提取率的测定值 

Table 2 Box。Behnken design and the responses of the total c~rdyceps acid yield 

表3 回归模型的方差分析 

Table 3 ANOVA analysis for response surface quadratic model 

方差来源 
Sources of 

VananCe 
嚣 。 M。 

模型 model 

A 

B 

C 

P 显著性 
Significance 

82oo．56 

3543．84 

703．41 

9l1．17 

3543．84 

7o3．41 

2O6．59 

803．49 

159．48 

咖 






