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摘要: 为优化人工蛹虫草子实体中虫草素的超声提取工艺，在单因素试验基础上，利用响应曲面法考察提取温

度、超声提取时间以及液料比对虫草素提取率的影响，并对提取工艺进行优化。结果表明: 人工培养蛹虫草子实体中

虫草素超声提取的优化工艺条件为超声温度 50 ℃，超声提取时间 47 min，液料比 30 mL /g，提取次数 3 次。在此工艺

条件下，虫草素提取率的理论值为 1． 057%。
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蛹虫草( Cordyceps militaris) 又称北虫草，属子囊菌亚门、
麦角菌科、虫草属。蛹虫草中虫草素含量较冬虫夏草高约

3 ～ 6 倍
［1］。虫草素 ( Cordycepin) 是 3' － 脱氧腺嘌呤核苷或

3' － 脱氧腺苷( 3' － deoxyadenosine) ，为腺苷的类似物，分子量

251 u，碱性，针状或片状结晶，熔点 230 ～ 231 ℃，最大吸收波

长为 259 nm［2 － 4］。它是虫草的重要活性成分，具有抗肿瘤、
抗病毒、抗菌等作用，具有细胞毒性及免疫调节作用

［2 － 4］。目

前在国际市场上虫草素纯品的价格为 25 000 美元 / g，因此，

研究虫草素的提取工艺和提高其得率具有重要的经济价值和

广阔的市场应用潜力
［5］。近年来，研究人员对虫草素的提取

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
［6 － 11］。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 1 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，精确表述因素和响应值之间的关系
［12 － 13］。因此，将响应

面分析方法应用于人工培养蛹虫草子实体中虫草素超声提取

工艺的研究中，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。

1 材料与方法

1． 1 材料

人工培养蛹虫草由西宁世峰生物科技有限公司提供，样

品于自然干燥后研成粉末备用。虫草素标准品由国家标准物

质研究中心提供。甲醇为色谱纯，其余化学试剂均为分析纯。
试验用水均为超纯水( 18． 2 MΩ / cm) 。

Agilent 1200 高效液相色谱仪 ( 美国安捷伦公司生产) ，

色谱柱 Agilent Eslipse － XDB C18 ( 5 μm，250 nm × 4． 6 mm) ，

N －1001 型旋转 蒸 发 仪 ( 上 海 爱 朗 仪 器 有 限 公 司 生 产 ) ，

KQ5200DE 型数控超声波清洗器( 江苏省昆山市超声仪器有

限公司生产) ，METTLER TOLEDO PL203 和 XS204 电子天平
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( 瑞士梅特勒 － 托利多公司生产) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 蛹虫草子实体中虫草素的提取及测定 用电子天平准

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。
HPLC 测定虫草素含量: 色谱条件: Symmetry C18 ( 5 μm，

4． 6 mm × 150 mm ) 色 谱 柱，流 动 相 为 甲 醇 － 水，流 速

0． 8 mL /min，检测波长 260 nm，进样量 10 μL，室温。
标准曲线: 精确称取虫草素标准品 2 mg，用超纯水溶解

并定容至 20 mL，依次稀释，得系列浓度标准品溶液，HPLC 测

定虫草素含量。经回归分析得回归方程为 y = 35 115x －
16. 898，r2 = 0． 999 6。标准品曲线图见图 1。

1． 2． 2 人工蛹虫草子实体中虫草素提取率的计算 虫草素

提取率计算公式为:

Y =
m1V2

m2V1 × 1 000 000 × 100%

式中: m1 为依据标准曲线计算出的被测液中虫草素的含量

( μg) ，m2 为称取的子实体粉末的质量( g) ，V1 为待测液分取

的体积( mL) ，V2 为待测液的总体积( mL) 。
1． 3 试验设计

1． 3． 1 单因素试验 主要考察提取次数、提取温度、液料比

以及超声时间等因素对人工蛹虫草子实体中虫草素提取率的

影响。按照“1． 2． 1”方法提取虫草素，并计算提取率。
1． 3． 2 响应曲面法试验设计 在单因素试验的基础上选择

对响应值( 虫草素提取率) 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 = β0 + β1 x1 + β2 x2 + β3 x3 + β12 x1 x2 + β13 x1 x3 + β23 x2 x3 + β11 x21
+ β22 x22 + β33 x23。

其中: Y 为响应值( 虫草素提取率) ，β0、β1、β2、β3、β12、β13、β23、
β11、β22、β33为方程系数，x1、x2、x3 为自变量编码值。

2 结果与分析

2． 1 单因素对虫草提取率的影响

2． 1． 1 提取次数对蛹虫草子实体中虫草素提取率的影响

在提取温度 60 ℃、超声提取时间 40 min、超声功率 100 W、液
料比为 20 mL /g 的条件下，考察提取次数对虫草素提取率的

影响，结果见图 2。确定最优提取次数为 3 次。
2． 1． 2 提取温度对蛹虫草子实体中虫草素提取率的影响

在超声功率为 100 W、液料比为 20 mL /g、超声提取时间为

40 min、提取 3 次的条件下，将温度设定在 20 ～ 80 ℃之间，研

究温度对虫草素提取率的影响，结果如图 3 所示。由图 3 可

见，随着温度的提高，虫草素提取率增加显著，但温度过高虫

草素提取率稍有下降。因此，选择温度 40 ～ 70 ℃作为以下试

验的条件。

2． 1． 3 液料比对蛹虫草子实体中虫草素提取率的影响 在

提取温度 60 ℃、超声提取时间 40 min、超声功率 100 W、提取

3 次的条件下，考察液料比对虫草素提取率的影响，得到液料

比与虫草素提取率的关系如图 4 所示。由图 4 可知，随着液

料比的增大，虫草素提取率逐渐增加，液料比超过 30 mL /g
后，虫草素的提取率稍有下降并趋于平缓，说明虫草素提取率

达到最大，因此选择液料比为 20 ～ 40 mL /g 进行下一步试验。

2． 1． 4 超声提取时间对蛹虫草子实体中虫草素提取率的影

响 固 定 提 取 温 度 60 ℃、超 声 功 率 为 100 W、液 料 比 为

20 mL /g，提取 3 次，研究不同超声提取时间对虫草素提取率

的影响，结 果 见 图 5。从 图 5 可 见，在 超 声 提 取 时 间 低 于

60 min 时，虫草素提取率迅速增加，超过 60 min 则迅速下降。
表明超声提取时间对虫草素提取率有明显的影响，时间较短

溶解不充分，时间过长则会引起虫草素结构的变化而使提取

率降低。因此选择超声提取时间以 40 ～ 60 min 为宜。
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2． 2 响应曲面试验结果与分析

2． 2． 1 响应曲面法分析因素的选取以及分析方案 在单因

素试验的基础上，固定提取次数为 3 次，采用 Box － Behnken
设计方案，分别以提取温度、超声提取时间和液料比对应 3 个

独立变量 X1、X2、X3，并以 － 1、0、1 分别代表变量的水平。

xi =
Xi － X0

ΔX
式中: xi 为变量的编码值，Xi 为变量的真实值，X0 为试验中心

点变量的真实值，ΔX 为单变量增量，虫草素提取率 Y 为响应

值。对自变量进行编码( 表 1) ，试验方案及结果见表 2。

表 1 试验因素水平及编码

因素 编码
编码水平

－ 1 0 1
提取温度( ℃ ) x1 30 45 60
超声时间( min) x3 30 45 60
液料比( mL /g) x2 20 30 40

表 2 Box － Behnken 设计方案及虫草素提取率的测定值

试验号
提取温度

( ℃ )
超声提取时间

( min)
液料比
( mL /g)

虫草素提取率
( % )

1 － 1 － 1 0 0． 629
2 1 － 1 0 0． 859
3 － 1 1 0 0． 842
4 1 1 0 0． 94
5 － 1 0 － 1 0． 787
6 1 0 － 1 0． 883
7 － 1 0 1 0． 745
8 1 0 1 0． 971
9 0 － 1 － 1 0． 768
10 0 1 － 1 0． 795
11 0 － 1 1 0． 766
12 0 1 1 0． 888
13 0 0 0 1． 091
14 0 0 0 1． 096
15 0 0 0 1． 061
16 0 0 0 1． 093
17 0 0 0 1． 061

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 = 1． 08 + 0． 081x1 + 0． 055x2 + 0． 017x3 － 0． 033x1 x2 +
0. 033x1 x3 + 0． 024x2 x3 － 0． 11x

2
1 － 0． 15x

2
2 － 0． 13x

2
3

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 可以得出: 模型的 P ＜ 0． 000 1，表明模型极显著且模拟

失拟项不显著( P = 0． 155 7 ＞ 0． 05 ) ，相关系数 r2 = 0． 987 5，

说明模型拟合程度很好。模型的调整确定系数为 0. 971 5，

说明该模型能解释 97． 15% 的响应值的变化，可以用此模型

对超声提取人工培养蛹虫草子实体中虫草素提取率进行分析

及预测。

表 3 回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 0． 33 9 0． 037 61． 53 ＜ 0． 000 1 ＊＊＊
A 0． 053 1 0． 053 89． 02 ＜ 0． 000 1 ＊＊＊
B 0． 025 1 0． 025 41． 35 0． 000 4 ＊＊
C － 0． 023 46 1 － 0． 023 46 3． 95 0． 087 1
AB － 0． 043 56 1 － 0． 043 56 7． 34 0． 030 2 *
AC － 0． 042 25 1 － 0． 042 25 7． 12 0． 032 1 *
BC － 0． 022 56 1 － 0． 022 56 3． 80 0． 092 1
A2 0． 051 1 0． 051 86． 38 ＜ 0． 000 1 ＊＊＊
B2 0． 098 1 0． 098 165． 21 ＜ 0． 000 1 ＊＊＊
C2 0． 064 1 0． 064 108． 38 ＜ 0． 000 1 ＊＊＊

残差 0． 18 7 0． 026
失拟度 0． 14 3 0． 046 3． 04 0． 155 7
纯误差 0． 040 4 0． 010
总离差 0． 33 16

注: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001。

模型回归方程的系数显著性检验如下: 一次项 x1 ( P ＜
0. 0001) ，二次项 x1

2 ( P ＜ 0． 0001) 、x2
2 ( P ＜ 0． 0001) 、x3

2 ( P ＜
0. 0001) 均达到极显著水平，一次项 x2 ( P ＜ 0． 01) 达到显著水

平，表明提取温度、超声提取时间、液料比对虫草素提取率有显

著影响; 二次项 x1x2 ( P = 0． 030 2 ＜ 0． 05) 、x1x3 ( P = 0． 032 1 ＜
0． 05) ，表明提取温度与超声提取时间以及提取温度与液料比

的交互作用对虫草素提取率的影响显著。

从图 6 可知，提取率随提取温度的升高而升高，在 60 ℃
左右达到最高值，随后呈现下降趋势。原因是虫草素在高温

条件下不稳定，易分解。提取率随提取时间的延长先升高后

降低，呈抛物线趋势，当提取时间为 55 min 左右时，提取率达

到最大值。原因是随着时间的延长，可溶性成分溶出增多，但
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提取液黏度增大，在后期操作中有所损耗。从图 7 可知，提取

温度和料液比对提取率的影响均呈抛物线形，即随提取温度

和料液比的同时增大，提取率呈先升高后降低的趋势，原因可

能与虫草素的极性大小、稳定性有关。方差分析可知，提取温

度和料液比对提取率影响的交互作用较显著。由图 8 可知，超

声提取时间和料液比对提取率的影响均呈抛物线形，即随提取

温度和料液比的同时增大，提取率呈先升高后降低的趋势。

利用 Design Expert 7． 0． 0 对回归模型进行进一步典型性

分析，得到 最 优 提 取 工 艺 条 件 为: 提 取 温 度 50℃，料 液 比

30 mL /g，提取时间 47 min，该条件下虫草素理论提取率可达

1． 057%。
最优工艺条件的验证试验结果如表 4 所示，3 次重复试

验的平均值为 0． 979%，略低于理论值，表明所确定的最优工

艺条件稳定可靠。

表 4 最佳工艺的验证

试验编号 虫草素提取率( % )

1 0． 963
2 0． 997
3 0． 978

平均值 0． 979

3 结论

本研究根据中心组合 ( Box － Benhnken) 试验设计原理，

应用响应面分析方法优化提取温度、超声提取时间和液料比

对人工培养蛹虫草子实体中虫草素超声提取的工艺条件。结

果表明，超声提取人工培养蛹虫草子实体中虫草素的最佳工

艺条件为 提 取 温 度 50 ℃、超 声 提 取 时 间 47 min、液 料 比

30 mL /g、提取 3 次。在此工艺条件下虫草素提取率的理论值

为 1． 057%。
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