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超高压提取蛹虫草鲜汁中虫草素工艺优化
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摘要!为了优化超高压提取蛹虫草汁中虫草素溶出量工艺#

以压力%时间%料液比和循环次数为自变量#虫草素溶出量为

响应值#进行响应面试验设计与优化#并建立预测数学模型$

结果表明'虫草素超高压提取的最佳工艺为压力
;!TUY(

%

时间
::')0

%料液比
!
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-

(

Y

"%循环
!

次#该条件下虫草

素溶出量为!
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*

1

. 提取物#与预测值

!

T;27:'

1

*

1

.提取物"的相对标准偏差为
728!S

#获得的

数学模型能够用于预测超高压提高蛹虫草汁中虫草素溶出

量的过程$

关键词!超高压&蛹虫草&鲜汁&虫草素&溶出量&鲜药

34-56785

'

E0-@43@F-GF.4

H

F+3.*F@(&+)

1

+

?

@3GG.@33LF@(5F)-0-I

5-@4

H

53

?

)0I@-'91<A

C

E3

L

I-+:+=%<+II@3G+

/

.)53

#

F+33II35F-I-

?

@(&

F)-05-04)F)-0GG.5+(G

?

@3GG.@3

#

F)'3

#

G-*)4&*)

e

.)4@(F)-(045

H

5*3

0.'M3@J3@3(0(*

H

,342X0F+3M(G)G-IG)0

1

*3&I(5F-@F3GF

#

F+3-

?

F)&

'.'3LF@(5F)-0F35+0-*-

1H

-I5-@4

H

53

?

)0(04'(F+3'(F)5(*@3

1

@3G&

G)-0'-43*J3@33GF(M*)G+34M

H

@3G

?

-0G3G.@I(53'3F+-4-*-

1H

2O+3

@3G.*FG+-J34F+(FF+3-

?

F)'(*3LF@(5F)-05-04)F)-0GJ3@3(GI-*&

*-J34

'

3LF@(5F)-0

?

@3GG.@3-I;!TUY(

#

3LF@(5F)-0F)'3-I::')0

#

G-*)4&*)

e

.)4@(F)--I!

(

6

!

-

(

Y

"#

5

H

5*30.'M3@-I!2h043@F+3G3

5-04)F)-0G

#

F+3'3(G.@34K(*.3-I4)GG-*K34

e

.(0F)F

H

-I5-@4

H

53

?

)0

J(GT;28"'

1

*

1

-I3LF@(5F

#

F-J+)5+F+3@3*(F)K3GF(04(@443K)(F)-0

-I

?

@34)5F34K(*.3

!

T;27:'

1

*

1

-I3LF@(5F

"

J(G728!S2O+3GF(04&

(@4),34@3

1

@3GG)-03

e

.(F)-05(0M3.G34F-

?

@34)5FF+33LF@(5F)-0

H

)3*4

-I5-@4

H

53

?

)0I@-'9N-+:+=%<+II@3G+

/

.)532

9:

;

<=6>-

'

.*F@(&+)

1

+

?

@3GG.@3

?

@-53GG)0

1

&

91<A

C

E3

L

I-+:+=%<+

&

I@3G+

/

.)53

&

5-@4

H

53

?

)0

&

I@3G+'34)5)03

鲜药是新鲜中药的简称#指用新鲜植物或动物的整体或

部分组 织#或 取 其 汁 液 加 工 而 成 的 药 物*
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$蛹 虫 草
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'#又名北冬虫夏草,北虫草,蛹草等#具

有增强免疫,抗氧化,抗衰老,抗肿瘤,抗炎等药理作用*

69:

+

$

现代药理学研究*

;

+表明#蛹虫草药理作用强弱与其虫草素

%

5-@4

H

53

?

)0

'溶出量高低密切相关$虫草素#即
:C&

脱氧腺苷

%

:o&43-L

H

(430-G)03

'#为核苷类抗生素#具有极强的抗炎,抗

真菌,抗
_E<&E

型病毒,增强免疫,抗氧化,抑制肿瘤细胞分

裂,保护生命体的遗传密码等特殊功效*

#98

+

$本课题组*

$

+前

期研究发现鲜蛹虫草的免疫促进作用强于其干品#并证明虫

草素是鲜,干蛹虫草免疫促活性差异的物质基础之一$基于

此开展对鲜蛹虫草的深加工技术研究#旨在提高其鲜汁中虫

草素的溶出量#增强蛹虫草鲜药的药理作用$鲜药的加工方

法有发汗法,低温阴干法,润,蒸,闷法,硫磺法,红外干燥,微

波干燥和喷雾干燥等#但研究显示这些加工方法均会造成鲜

药中的活性成分的损失#从而降低鲜药的药性*

!

#

T

+

$

超高压提取技术是近年来发展较快的一种新型的提取

技术#其原理是提取溶剂在超高压力推动下迅速渗透到植物

内部维管束和腺细胞内#引起体系的体积变化#推动了化学

平衡的移动#溶剂的渗透,溶质的溶解快速达到平衡#卸压一

般在几秒钟之内完成#组织细胞的压力从几百兆帕迅速减小

为常压#在反方向压力作用下#发生流体以及药物基质体积

的爆破膨胀#对细胞壁,细胞膜等形成强烈的冲击致使发生

变形#细胞内部已经溶解了有效成分的溶剂在高渗透压差下

快速转移到细胞外#从而达到提取的目的*

"9!7

+

$近年来#超

高压技术已广泛应用于多糖*

!!

+

,多酚*

!6

+

,皂苷*

!:

+等活性成

分的提取研究中#并证实该技术具有操作简单,提取率高,时

$T!



间短,能耗低#以及可避免热效应引起的有效成分损失和生

理活性降低等优点#基于此本研究拟采用超高压技术对蛹虫

草鲜榨汁进行加工#探讨压力,时间,料液比及加压次数等因

素对蛹虫草鲜汁中虫草素溶出量的影响#并采用响应面法对

各因素进行优化#旨为蛹虫草鲜药的加工提供依据#并为其

它鲜药的开发提供参考和思路$

!

!

材料与方法
!2!

!

材料与仪器

!2!2!

!

试验材料

鲜蛹虫草(辽宁丹东虫草合作社提供#由辽东学院刘晓

红教授鉴定-

虫草素(标准品%

'

"TS

'#国药集团化学试剂有限公司-

乙腈,甲醇(色谱纯#国药集团化学试剂有限公司-

其余试剂均为分析纯$

!2!26

!

试验仪器

高效液相色谱仪(

b(F3@G6;T$

型#杭州尔首科学仪器有

限公司-

高速分散均质机(

Va&677

型#上海标本模型厂-

超高压设备(

R6

实验型#天津华泰森淼生物工程有限

公司-

离心机(

RB!7&62;>

型#北京医用离心机厂$

!26

!

试验方法

!262!

!

提取工艺

蛹虫草鲜品!或经
!77\

漂烫
!#G

的蛹虫草鲜品"

"

榨汁

!榨汁机榨汁
!')0

"

"

真空包装!

67'R

*包"

"

超高压提取
"

过滤!

;

层纱布过滤#滤渣用等体积的无菌水过滤
6

次"

"

合

并滤液
"

浓缩!采用旋转蒸发仪在
:# \

下将滤液浓缩至

!7'R

"

"

真空冷冻干燥!物料升温程序'

9#\ 6+

#

!# \

6+

#

:#\6+

"

"

提取物冻干粉!未经灭酶处理的命名为

_VQU

#经灭酶处理的命名为
UVQU

"

!2626

!

单因素试验设计
!

超高压提取的影响因素有溶剂,

压力,时间,温度,料液比,循环次数*

!7

+

$因虫草素提取时一

般以水为溶剂#为此#本研究仅考察压力,时间,循环次数及

料液比
;

个因素对蛹虫草鲜汁中虫草素溶出量的影响$

%

!

'压力的影响(在保压时间为
:7')0

,料液比为
!

(

!2#

%

-

(

Y

',循环
!

次的条件下#考察压力%

!77

#

677

#

:77

#

;77

#

#77

#

877UY(

'对虫草素溶出率的影响$

%

6

'时间对虫草素溶出量的影响(在压力为
;77UY(

,料

液比为
!

(

6

%

-

(

Y

',循环
!

次的条件下#考察时间%

7

#

!7

#

67

#

:7

#

;7

#

#7')0

'对虫草素溶出量的影响$

%

:

'料液比对虫草素溶出量的影响(在压力为
;77UY(

,

时间为
:7')0

,循环
!

次的条件下$考察料液比%

!

(

!

#

!

(

!2#

#

!

(

6

#

!

(

62#

#

!

(

:

#

-

(

Y

'对虫草素溶出量的影响$

%

;

'循环次 数 对 虫 草 素 溶 出 量 的 影 响(在 压 力 为

;77UY(

,时间为
:7')0

,料液为
!

(

6

%

-

(

Y

'的条件下#考

察压次数%

7

#

!

#

6

#

:

#

;

'对虫草素溶出量的影响$

!262:

!

响应面优化试验
!

在单因素试验基础上选择对虫草

素溶出量影响显著的因素#采用
Z3G)

1

0%L

?

3@FT27

版软件#

根据
A-L&A3+0P30

试验设计原理#以虫草素溶出量为响应

值#进行响应面试验并对试验数据进行回归分析优化提高虫

草素溶出量的条件$

!262;

!

虫草素溶出量的测定
!

参照文献*

!;

+#略作调整$

色谱条件为(

Q

!T

柱
6#7''];28''

%

)24

'#流动相(乙腈
(

水
k#

(

"#

#流速
!27'R

)

')0

#柱温
:#\

#检测波长
6870'

#

进样量
67

&

R

$以虫草素质量浓度%

&

1

)

'R

'为横坐标#峰面

积为纵坐标#制订标准曲线#进行线性回归$得回归方程为

C

k8T;72$"49!"72"T

%

T

6

k72"""T

'#在虫草素质量浓度

为
:7

$

!777

&

1

)

1

时呈良好的线性关系$

吸取
!'R

提取物#溶于
!'R

蒸馏水中#于
T777@

)

')0

离心
!7')0

#上清液过
72;#

&

'

的微孔滤膜$精密吸取

67

&

R

#注入液相色谱仪中#测定虫草素含量$溶出量按

式%

!

'计算(

J

R

-

6

-

!

# %

!

'

式中(

J

&&&虫草素溶出量#

'

1

)

1

.提取物-

-

!

&&&超高压蛹虫草提取物的含量%干基'#

1

-

-

6

&&&超高压蛹虫草提取 物 中 虫 草 素 的 含 量 %干

基'#

'

1

$

!262#

!

数据处理与分析
!

以上试验做
:

个平行#取平均值#

试验结果采用平均值
^

标准差表示#采用
[Y[[T27

版软件

进行显著性分析#

X@)

1

)0T27

版软件作图$

6

!

结果与分析
62!

!

单因素试验结果与分析

62!2!

!

压力对虫草素溶出量的影响
!

由图
!

可知#在
!77

$

;77UY(

时#虫草素的溶出量随着压力的升高而增加#这是

因为提高压力有利于加快溶剂浸润过程以及有效成分的传

质速率#同时超高压力对流体密度,活度,蛹虫草碎片结构都

会有不同程度的影响#从而有利于以后溶质的扩散*

!7

+

$大

于
;77UY(

时#虫草素溶出量迅速下降#这可能是压力超过

;77UY(

时#酶活性中心的空间变小#阻碍了底物进入活性

中心#或使活性中心的色氨酸从羧基或咪唑基的附近离开#

酶与底物结合力降低#酶促反应降低#减弱了腺苷合成虫草

素的能力*

!#

+

$图
!

还显示#

_VQU

中的虫草素溶出量明显

高于
UVQU

#推测
!77

$

;77UY(

压力可能提高了细胞中的

纤维素酶,果胶酶以及催化腺苷合成虫草素相关酶的催化活

图
!

!

压力对虫草素溶出量的影响

V)

1

.@3!

!

%II35F-I

?

@3GG.@3-05-@4

H

53

?

)04)GG-*K34

e

.(0F)F

H

TT!

提取与活性
!

67!8

年第
;

期



性#且酶催化活性随着压力的升高而增加#使得部分腺苷转

化为虫草素$综合考虑#后续试验选择未经灭酶处理的蛹虫

草鲜品为鲜药原料#以及后续试验选择压力范围为
:77

$

#77UY(

$

62!26

!

时间对虫草素溶出量的影响
!

由图
6

可知#在
7

$

:7')0

时#随着保压时间的延长#虫草素溶出量显著增加

%

Y

#

727#

'-超过
:7')0

后#虫草素溶出量增加不明显%

Y

$

727#

'$推测在
7

$

:7')0

内#随着保压时间的延长#受压细

胞在压力与酶解的双重作用使得细胞破损度持续增加#降低

了有效成分的传质阻力*

!8

+

#有利于细胞内虫草素不断溶出$

此外#

_VQU

中虫草素的溶出量显著高于
UVQU

%

Y

#

727#

'#表明该处理条件增强了纤维素酶,果胶酶或催化腺苷

合成虫草素相关酶系等相关酶的活性$

:7')0

后#虫草素溶

出量的增加不明显#可能是破损细胞内的虫草素溶出较为充

分#以及酶活性中心的腺苷浓度的降低导致虫草素的合成减

弱-之后再延长保压时间#虫草素含量也很难再增加$因此#

后续试验选择保压时间范围为
67

$

;7')0

#处理原料为蛹虫

草鲜品$

图
6

!

时间对虫草素溶出量的影响
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)0

4)GG-*K34

e

.(0F)F

H

62!2:

!

料液比对虫草素溶出量的影响
!

图
:

显示#料液比

在
!

(

!

$

!

(

6

%

-

(

Y

'时#随着溶剂量增大#

_VQU

和

UVQ=

中虫草素的含量明显提高#大于
!

(

6

%

-

(

Y

'时#

_VQU

中虫草素的含量呈减小趋势#而
UVQU

中虫草素含

量变化不明显$这可能是酶的催化活性与处理液中的金属

离子及
?

_

值变化密切相关$料液比为
!

(

!

$

!

(

6

%

-

(

Y

'

时#受压破损的细胞释放金属离子#并改变料液的
?

_

值#改

变了酶催化中心的微环境#增加了腺苷合成虫草素相关酶

系,纤维素酶以及果胶酶的酶促反应#从而促进了虫草素的

合成及溶出-但当溶剂的量进一步增加时#金属离子的浓度

被稀释#

?

_

值进一步改变#影响酶蛋白分子的解离状态#不

利于酶蛋白与底物的结合#使得相关酶的催化活性减弱#导致

虫草素合成及细胞的破损程度降低*

!$9!T

+

$一般情况下#在提

取过程中#提取溶剂与原料的比值越大#提取效率越高#但是

当提取溶剂过大时#会降低提取液中有效成分的浓度#给后续

浓缩,冻干过程带来困难$考虑到后处理的工作量以及经济

性#后续试验选择液料比的范围为
!

(

!2#

$

!

(

62#

%

-

(

Y

'$

62!2;

!

循环次数对虫草素溶出量的影响
!

图
;

显示#循环

图
:

!

料液比对虫草素溶出量的影响

V)

1

.@3:

!

%II35F-IF+3*)

e

.)4&F-&G-*)4@(F)--0

5-@4

H

53

?

)04)GG-*K34

e

.(0F)F

H

图
;

!

循环次数对虫草素溶出量的影响

V)

1

.@3;

!

%II35F-I5

H

5*30.'M3@-05-@4

H

53

?

)0

4)GG-*K34

e

.(0F)F

H

!

次时#虫草素的溶出量显著增加%

Y

#

727#

'#且
_VQU

中

虫草素溶出量的增加明显高于
UVQU

$但再次循环时#

_VQU

和
UVQU

中虫草素的溶出量均呈下降趋势$这可能

是循环
!

次时#蛹虫草内相关酶的酶促反应使得细胞壁的结

构破损严重#腺苷合成虫草素增多#导致虫草素的溶出量迅

速增加-但多次循环不仅导致酶的催化活性减弱或不可逆地

丧失*

!8

+

#也可能会引起虫草素的降解#导致虫草素的溶出量

减少$此外#超高压提取溶剂的渗透,溶质的扩散#不仅是靠

浓度梯度提供传质动力#而且还靠压力差提供传质动力#因

此#超高压提取的循环次数较小$本研究后续试验选择循环

!

次#处理原料为蛹虫草鲜品$

626

!

响应面优化试验

6262!

!

响应面试验设计与结果
!

在单因素试验的基础上#

选择压力,时间,料液比
:

个因素#根据
A-L&A3+0P30

中心组

合的试验原理设计试验$各因素及水平见表
!

#试验设计及

结果见表
6

$

!!

以虫草素溶出率为响应值#采用
Z3G)

1

0&%L

?

3@FT27

软件

对表
6

中数据进行二次多元回归拟合$得到响应值对自变

量的多元回归方程(

表
!

!

响应面设计因素水平表

O(M*3!

!

R3K3*G(045-43G-IK(@)(M*3G5+-G30I-@43G)

1

0

编码
j

!

压力)
UY( j

6

时间)
')0 j

:

料液比%

-

(

Y

'

9! :77 67 !

(

!2#

7 ;77 :7 !

(

627

! #77 ;7 !

(

62#
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表
6

!

响应面试验设计及试验结果

O(M*36

!

O+33L

?

3@)'30F(*43G)

1

0(04@3G.*FG-IN[U

序号
j

!

j

6

j

:

f

虫草素溶出量)

%

'

1

.

1

9!

.提取物'

! 9! 9! 7 $62!6

6 ! 9! 7 $:26T

: 9! ! 7 $:2#:

; ! ! 7 $T2";

# 9! 7 9! $726#

8 ! 7 9! $62:#

$ 9! 7 ! $72!8

T ! 7 ! $#2;:

" 7 9! 9! $62$;

!7 7 ! 9! $;286

!! 7 9! ! $:27;

!6 7 ! ! $T2!!

!: 7 7 7 T:2#T

!; 7 7 7 T62:8

!# 7 7 7 T:2T6

!8 7 7 7 T;2;:

!$ 7 7 7 T:2##

!!

#kT:2##i!2$;0

!

i!2$#0

6

i72T#0

:

i!2780

!

0

6

9

72$"0

!

0

:

i72T70

6

0

:

9#2T:0

!

6

9:26#0

6

6

9#28$0

:

6

$

%

6

'

由表
:

可知#

@

'-43*

k!:#2:8

#

Y

#

72777!

#表明模型%

6

'

极显著-模型失拟
Yk72"#T$

$

727#

#说明模型%

6

'拟合程度

良好#能较好地描述各因素与响应值之间的真实关系-

T

6

>4

/

k

72"T8"

#表明模型%

6

'有
"T28"S

响应值来源于所选变量-变

异系数
9NY2S k72$$

#表明该模型%

6

'稳定性高#该模型可

用来分析和预测蛹虫草汁中虫草素的超高压增溶效果$

模型%

6

'中一次项
j

!

,

j

6

,

j

:

极显著#交互项
j

!

j

6

极显

著#交互项
j

!

j

:

,

j

6

j

:

显著#二次项
j

!

6

,

j

6

6

,

j

:

6极显著$

根据一次项系数#各自变量对响应值影响的大小次序(

j

6

%保

压时间'

$

j

!

%压力'

$

j

:

%料液比'$

!!

图
#

$

$

为自变量对响应值影响的响应曲面和等高线图#

表
:

!

试验结果方差分析表`

O(M*3:

!

<(@)(053(0(*

H

G)GI-@3L

?

3@)'30F(*@3G.*FG-I5-@4

H

53

?

)0

变异来源 平方和 自由度 均方
@

值
Y@

$

@

显著性

模型
;6626! " ;82"! !:#2:8

#

72777!

&&&

j

!

6;26" ! 6;26" $727"

#

72777!

&&&

j

6

6;2#$ ! 6;2#$ $72T"

#

72777!

&&&

j

:

#2$# ! #2$# !82#T 7277;$

&&

j

!

j

6

;2#6 ! ;2#6 !:27: 7277T8

&&

j

!

j

:

62#! ! 62#6 $26# 727:!7

&

j

6

j

:

62#; ! 62## $2:# 727:76

&

j

!

6

!;:2!6 ! !;:2!6 ;!62"8

#

72777!

&&&

j

6

6

;;2;T ! ;;2;T !6T2:;

#

72777!

&&&

j

:

6

!:#2:8 ! !:#2:; :"7287

#

72777!

&&&

残差
)))))))))))))))))))))))

62;: $ 72:#

失拟
72!8 : 727#; 727"# 72"#T$

误差
6268 ; 72#$

总和
;6;28: !8

!

`

!&

在
Y

#

727#

水平显著-

&&

在
Y

#

727!

水平显著-

&&&

在
Y

#

7277!

水平显著-

T

6

k72"";:

-

T

6

>4

/

k72"T8"

-

9NYNSk72$$

$

直观地反应了各因素的交互作用对虫草素溶出量的影响$

等高线呈圆形表示因素之间交互作用不显著#呈椭圆形表示

因素之间交互作用显著#且椭圆形越明显#因素之间的交互

作用越显著#对虫草素溶出量的影响也越显著-响应曲面的

坡度是因素之间交互作用程度的反映#坡度越陡#因素间交

互作用越显著#对虫草素溶出量的影响也越显著*

!"

+

$由

图
#

$

$

可知#压力与时间交互作用,压力与料液比交互作

用,时间与料液比交互作用的高线均为椭圆形#其响应面的

坡度均很陡#说明压力与时间交互作用,压力与料液比交互

作用,时间与料液比交互作用对虫草素溶出量影响显著$

此外#图
8

中等高线比图
#

和图
$

圆#说明料液比与压

力交互作用比时间与压力交互作用和时间与料液比交互作

用弱#这是因为超高压提取不仅是靠溶剂提供传质动力#而

且还靠在升压和卸压过程中#细胞壁和细胞膜的破坏使有效

物质充分暴露#虫草素溶出更加迅速完全#且在压力与料液

比交互作用中#压力对虫草素溶出的影响比溶剂对虫草素溶

出量的影响大*

!7

+

$

图
#

!

#k

?

!

0

!

#

0

6

"的响应面和等高线

V)

1

.@3#

!

N3G

?

-0G3G.@I(53(045-0F-.@G-I#k

?

!

0

!

#

0

6

"

7"!

提取与活性
!
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图
8

!
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?

!
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!

#

0
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"的响应面和等高线
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.@38

!

N3G

?

-0G3G.@I(53(045-0F-.@G-I#k

?

!

0

!

#
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图
$

!
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#
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"的响应面和等高线
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!

N3G
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?

!

0

6

#
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62626

!

验证实验结果
!

利用软件#取虫草素溶出量最大值#

对模型进行优化#并考虑实际操作的方便#获得最佳工艺条

件为(压力
;!TUY(

,时间
::')0

,料液比
!

(

6

%

-

(

Y

',循环

!

次$在该工艺条件下#蛹虫草提取物中虫草素溶出量的理

论值为
T;27:'

1

)

1

.提取物$为了验证该模型的可靠性#

以最佳工艺条件对蛹虫草鲜榨汁中虫草素进行超高压提取#

并以
=f

)

O6!!8

&

67!6

的提取方法作对照$结果显示(超

高压提取虫草素实测值为%

T;28"̂ !28#

'

'

1

)

1

.提取物#相

对标准偏差%

N[Z

'为
728!S

#比
=f

)

O6!!8

&

67!6

法实测

值%

$!26:'

1

)

1

.提取物
6̂27:'

1

)

1

.提取物'高
!T2"S

#

表明该模型是有效的$由于虫草素的药理效应呈量效关

系*

#

+

#所以本研究的结论表明超高压处理能显著提高蛹虫草

鲜药的药理效应$

:

!

结论
本试验在单因素的基础上#通过响应面优化了超高压提

取蛹虫草汁中虫草素溶出量的最佳工艺为(压力
;!TUY(

,

时间
::')0

,料液比
!

(

6

%

-

(

Y

',加压
!

次$在此工艺条件

下#虫草素的实际溶出量为%

T;28"^!28#

'

'

1

)

1

.提取物#

相对标准偏差为
728!S

#与预测值吻合良好#模型有效$本

研究的不足之处在于未对超高压条件下虫草素的传质机理

及其动力学进行深入研究#下一步需针对上述问题进行深入

探讨$
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最 大#

;

& 值 最 小#黄 色 素 含 量 最 低#由 小 麦 粉 中 的
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降为
!27#'
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P

1

#总黄色素降解了
862#S

#增白

效果最好$控制和面过程的条件(加水量,加水温度,和面时

间#得出采用加水量
#7S

#加水温度
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#和面时间
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