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蛹虫草子实体中类胡萝卜素的提取工艺优化 
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摘 要：以蛹虫草中类胡萝卜素的提取得率为考察指标，分别运用酸热提取法、超声提取法、酸热超声提取法、

微波提取法、酸热微波提取法、丙酮提取法提取类胡萝卜素，比较 6种方法的提取得率，得出酸热超声提取法是

较好的提取方法。采用酸热超声提取法，设盐酸浓度、酸浸时间、沸水浴时间、超声功率、超声温度和超声时间

等 6个单因素试验，结合 L27(313)正交试验设计，优化提取工艺参数。得出酸热超声提取法最优提取条件为盐酸浓

度 2.25 mol/L，酸浸时间 30 min，沸水浴时间 6 min，超声功率 400 W，超声温度 25 ℃，超声时间 25 min，类胡

萝卜素提取得率可达 1 134.88 μg/g；影响提取得率大小的因素依次为超声功率、酸浸时间、盐酸浓度、沸水浴时

间、超声温度、超声时间。 
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Abstract: By taken extraction efficiency of carotenoids from Cordyceps militaris as an index, six different extraction approaches 
were compared for selecting the best one, they were heat acid extraction technique, ultrasonic wave extraction technique, heat 
acid-ultrasonic wave extraction technique, microwave extraction technique, heat acid microwave extraction technique and 
acetone extraction technique. The results showed that heat acid-ultrasonic wave extraction technique was the better one for 
extract carotenoids in C.militaris . The optimum approach was adopted to conduct six single-factor experiments, including HCl 
concentration, time of soaking in HCl, heating time, ultrasonic power, ultrasonic extraction temperature and ultrasonic extraction 
time, then the L27(313) orthogonal test was designed to optimize the extraction conditions. Results indicated that the extraction 
efficiency could reach up to 1 134.88 μg/g under these conditions, they were the 2.25 mol/L concentration of HCl, 30 min of 
soaking time in HCl, 400 W of ultrasonic power, 6 min heating time, 25  ultrasonic extraction temperature and 25 min ℃

ultrasonic extraction time; These conditions ranked as follows in turn: ultrasonic power, time of soaking in HCl, HCl 
concentration, heating time, ultrasonic extraction temperature, ultrasonic extraction time. 

Keywords: Cordyceps militaris; carotenoids; heat acid-ultrasonic wave extraction technique; process optimization 
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蛹虫草(Cordyceps military)，又名北冬虫夏草、
北蛹虫草等，属于麦角菌科真菌属子囊菌种[1]。蛹

虫草含有多种生物活性物质，包括虫草素、虫草多

糖、甘露醇(虫草酸)、类胡萝卜素以及多种氨基酸
等[2–3]，其中对虫草多糖、虫草素、虫草酸等的研

究报道较多[4–6]，而涉及虫草类的胡萝卜素相关报



 
 

第 41 卷第 4 期        陈银岳等 蛹虫草子实体中类胡萝卜素的提取工艺优化             417 

道较少。类胡萝卜素是一类由8个异戊二烯单位连
接而成的亲脂化合物[7]，可用作天然色素添加剂，

应用于食品、化妆品等领域[8]。有研究指出，化工

合成的类胡萝卜素不具有抗病效果[9]，而天然类胡

萝卜素具有较好的抗癌、抗氧化功效[10–11]，所以开

展天然类胡萝卜素的提取工艺研究很有必要。Dong
等[12]从蛹虫草中提取出一类新的类胡萝卜素，并指

出这种类胡萝卜素具有一定的水溶性，更易于机体

吸收，这引发了天然类胡萝卜素研究领域的又一次

激烈讨论。 
常用类胡萝卜素的提取方法包括溶剂萃取法、

酶反应法、微波提取法、超声提取法以及超临界流

体萃取法等[13]。酶反应法需要使用价格昂贵的酶，

而超临界流体萃取法需要专门的仪器设备，考虑到

现有的设备条件以及试验成本，计划采用溶剂萃取

法，并在前人成果的基础上设计不同的试验处理方

法，提取蛹虫草类胡萝卜素，对比提取得率，得出

较好的提取方法并对该方法的提取条件进行优化，

以提高提取得率，为蛹虫草类胡萝卜素生物活性的

研究及其产品开发利用提供理论依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂 

蛹虫草子实体品种为‘cm–20’，由扬州市农科院
辐照中心提供，常温保存。β–类胡萝卜素标准品
购自Sigma公司。丙酮、氯仿、石油醚、2,6–二叔丁
基对甲酚(BHT)等购自国药集团，为分析纯。 

1.2 仪器与设备 

LyoQUEST–55冷冻干燥机(德菲科学仪器有限
公司)；FW80高速万能粉碎机(天津市泰斯特仪器有
限公司)；KQ–500DE超声清洗器(昆山市超声仪器
有限公司)；EM720微波炉(美的集团)；FA2004万分
天平(上海舜宇恒平科学仪器有限公司)；UV7502c
紫外可见分光光度计(上海垒固仪器有限公司)；
SpectraMax M5酶标仪(美谷分子仪器有限公司)。 

1.3 方法 

由于类胡萝卜素遇高温、光照、氧气环境易降

解，故试验的所有操作都在弱光或无光条件下进行。 

1.3.1 蛹虫草粉末的制备 

首先将所获得的蛹虫草子实体置于冷冻干燥

机内进行干燥，然后将冻干至恒重的蛹虫草子实体

放入粉碎机中粉碎，过孔径为 0.25 mm的筛，将过
筛后的样品放入锡箔纸包裹的广口瓶中密封，保存

于－30 ℃冰柜中。 

1.3.2 β–胡萝卜素标准曲线方程的建立 

称取 4.6 mg β–胡萝卜素标准品，加入 2 mL氯
仿，然后用石油醚定容至 50 mL。取定容好的石油
醚溶液 1 mL用丙酮定容至 10 mL，再分别取定容
好的丙酮溶液 0、0.2、0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mL，
用丙酮定容至 2 mL，用分光光度计在 450 nm处测
吸光度值。以吸光度值为纵坐标，标准 β–胡萝卜素
浓度为横坐标，作标准曲线，得出线性回归方程为

y=0.129x–0.09, R2=0.999 3，类胡萝卜素含量计算公
式：c=x·V/m。式中 x为根据标准曲线计算出的提取
液中类胡萝卜素含量(μg/mL)；V为丙酮提取液体积
(mL)；m为称取的粉末样品质量(g)。 

1.3.3 不同提取方法试验 

在溶剂萃取的基础上，设计不同的试验处理

法，比较不同方法的提取效果，得出较好提取方法。

具体如下： 
1) 酸热提取法。参考张志军等[14]优化的酸热

提取法(下称“优化法”)试验方案进行蛹虫草类胡萝
卜素的提取：称取0.200 g蛹虫草粉末，按料液比1∶
10加入 2 mol/L盐酸，浸泡 40 min，沸水浴 4 min，
迅速冷却，加入蒸馏水洗涤，3 000 r/min 离心 10 
min，弃上清液，重复洗涤 1次。加入 15 mL丙酮
和适量抗氧化剂，室温下浸提 30 min，3 000 r/min
离心 10 min，得上清液，即为类胡萝卜素提取液，
之后用相同体积丙酮清洗沉淀 2次，合并收集上清
液，重复 3次。 

2) 超声提取法。称取 0.200 g蛹虫草粉末，加
入 15 mL丙酮和适量抗氧化剂，室温下超声处理 30 
min(时刻监控水温，超声功率 300 W)，之后 3 000 
r/min 离心 10 min，得上清液，即为类胡萝卜素提
取液，之后用相同体积丙酮清洗沉淀 2次，合并收
集上清液，重复 3次。 

3) 酸热超声提取法。称取 0.200 g蛹虫草粉末，
按料液比 1∶10加入 2 mol/L盐酸，浸泡 40 min，
沸水浴 4 min，迅速冷却，加入蒸馏水洗涤，3 000 
r/min 离心 10 min，弃上清液，重复洗涤 1 次。加
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入 15 mL丙酮和适量抗氧化剂，室温下超声处理 30 
min(时刻监控水温，超声功率 300 W)，之后 3 000 
r/min 离心 10 min，得上清液，即为类胡萝卜素提
取液。用相同体积的丙酮清洗沉淀 2次，合并收集
上清液，重复 3次。 

4) 微波提取法。称取 0.200 g蛹虫草粉末，加
入 15 mL丙酮和适量抗氧化剂，微波功率 70 W处
理 3 min，室温下浸提 27 min，3 000 r/min离心 10 
min，得上清液，即为类胡萝卜素提取液。用相同
体积的丙酮清洗沉淀 2次，合并收集上清液，重复
3次。 

5) 酸热微波提取法。称取 0.200 g蛹虫草粉末，
加 2 mol/L盐酸 2 mL，浸泡 40 min，沸水浴 4 min, 
迅速冷却，加入蒸馏水，3 000 r/min离心 10 min，
弃上清液，重复洗涤 1次。加入 15 mL丙酮和适量
抗氧化剂，微波功率 70 W处理 3 min，室温下浸提
27 min，3 000 r/min离心 10 min，得上清液，即为
类胡萝卜素提取液。用相同体积丙酮清洗沉淀 2次，
合并收集上清液，重复 3次。 

6) 丙酮提取法。称取 0.200 g蛹虫草粉末，加
入 15 mL丙酮和适量抗氧化剂，研磨 3 min，室温
下浸提 27 min，3 000 r/min离心 10 min，得上清液
即为类胡萝卜素提取液。用相同体积的丙酮清洗沉

淀 2次，合并收集上清液，重复 3次。 
分别取等量上述 6种方法提取得到的类胡萝卜

素丙酮溶液，并加等体积蒸馏水混匀，在酶标仪上

进行光谱扫描，扫描波长为 400~600 nm，扫描间隔
5 nm，得吸收光谱图。 
收集经酸热处理后的 2次水洗液，在酶标仪上

进行光谱扫描，扫描波长范围为 400~600 nm，扫描
间隔 5 nm，得吸收光谱图。 

1.3.4 酸热超声提取法单因素试验 

比较 6种不同提取方法的结果，得出酸热超声
提取法为较好的提取方法。针对盐酸浓度(0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0 mol/L)，酸浸时间(20、30、40、
50、60、70 min)，沸水浴时间(3、5、7、9、11 min)，
超声功率(250、300、350、400、450 W)，超声温度
(10、20、30、40、50、60 )℃ ，超声时间(10、20、
30、40、50 min)6个因素按 1.3.3中酸热超声提取法
进行单因素试验，以此来确定正交试验中因素的水

平范围。 

1.3.5 正交试验 

根据单因素试验的结果，设计正交试验方案并

进行正交试验，以确定最优提取条件。 

表 1 正交试验因素及水平 
Table 1 Orthogonal factor level table 

水平 A(盐酸浓度)/(mol·L–1) B(酸浸时间)/min C(沸水浴时间)/min D(超声功率)/W E(超声温度)/℃ F(超声时间)/min

1 2.25 25 4 350 15 15 
2 2.50 30 5 400 20 20 
3 2.75 35 6 450 25 25 

 

1.3.6 验证性试验 

分别以蛹虫草粉末和新鲜蛹虫草子实体为材

料，按照正交试验结果中最佳提取工艺进行试验，

测定类胡萝卜素的提取得率。 

1.4 数据分析方法 

采用Excel 2003进行绘图分析，利用SPSS16.0
进行一元线性相关分析及正交试验的方差分析和

Duncan多重比较分析。 

2 结果与分析 

2.1 不同提取方法提取蛹虫草类胡萝卜素比较 

酸热提取法的平均得率为986.05 μg/g，远没有

张志军等以此法提取得到2 158 μg/g的高。分析原
因，可能是提取方法不适宜或者菌种及来源的不同

所导致类胡萝卜素提取得率的差别，因此，在提取

本品种蛹虫草类胡萝卜素时，有必要进一步探究不

同的处理方法并且优化提取条件。 

提取液扫描光谱如图2所示，3条光谱曲线(E1、
E2、E3)呈现明显的三峰状(三峰状谱线为类胡萝卜
素特征谱线[14–16 ])，由此可知，酸热提取法、酸热超
声提取法以及酸热微波提取法都能从蛹虫草中提取

到类胡萝卜素。蛹虫草类胡萝卜素的最大吸收峰在

450 nm处。E3(酸热超声提取法)所得蛹虫草类胡萝卜
素提取液的吸收值最大，所以酸热超声法是较好的

提取方法。后3条谱线(E4、E5、E6)没有明显特征，
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这表明超声提取法、微波提取法以及丙酮提取法不

能明显从蛹虫草中提取到类胡萝卜素。 

 
波长/nm 

E1 酸热提取法；E2 酸热微波提取法；E3 酸热超声提取法；

E4 超声提取法；E5 微波提取法；E6 丙酮提取法。 

图 1 6 种不同方法所得丙酮提取液的光谱扫描图谱 
Fig.1 Spectrum chart of extracting solution from different 

extraction methods 
 

收集酸热处理后的水洗液在450 nm波长下扫
描，结果如图2所示。2次水洗液的扫描曲线均未呈
现特征图谱，故认为废弃的水洗液中不含有类胡萝

卜素。 

 
波长/nm 

A7 蒸馏水；A8 第 1次洗液；A9 第 2次洗液。 

图 2 水洗液扫描光谱 
Fig.2 Spectrum chart of water  

 

2.2 单因素试验结果 

从表2可以看出，随着盐酸浓度增加，蛹虫草

类胡萝卜素提取得率逐渐增加，当盐酸浓度为2.5 

mol/L时，得率最高，为1 030.81 μg/g，进一步增加

盐酸浓度，得率迅速下降，确定较适宜的盐酸浓度

为2.5 mol/L。当酸浸时间为30 min时，蛹虫草类胡

萝卜素提取得率最高，为1 070.93 μg/g，随酸浸时

间延长，得率逐渐降低，确定较适宜的酸浸时间为

30 min。当沸水浴时间为5 min时，蛹虫草类胡萝卜

素提取得率达到最高，为1 090.12 μg/g，水浴时间

延长，提取得率下降，确定较适宜的沸水浴时间为

5 min。超声功率在250~350 W时，提取得率变化不

大，当功率达到400 W时，提取得率升至最高，为

994.19 μg/g，随着超声功率的增大，提取得率下降，

确定较适宜的超声功率为400 W。当温度为10 ℃

时，由于温度较低，类胡萝卜素的溶解度不够，所

以得率较低。当温度提高到20 ℃时，提取得率最

高，为1 161.63 μg/g，之后随超声温度升高，得率

逐渐下降，当温度达到50 ℃时，得率下降明显，

确定较适宜的提取温度为20 ℃。当超声时间为20 

min时，提取得率最高，为1 090.86 μg/g，之后随时

间延长，得率稍有降低，确定较适宜的超声时间为

20 min。 

表 2 单因素试验结果 
Table 2 Requirements and Results of Single Factor  

单因素试验 盐酸浓度/(mol·L–1) 酸浸时间/min 沸水浴时间/min 超声功率/W 超声温度/℃ 超声时间/min 提取得率/(μg·g–1)

盐酸浓度 0.5 40  4 300 25 30 900.00 

 1.0 40  4 300 25 30 919.19 

 1.5 40  4 300 25 30 943.60 

 2.0 40  4 300 25 30 957.56 

 2.5 40  4 300 25 30 1 030.81 

 3.0 40  4 300 25 30 971.51 

酸浸时间 2.0 20  4 300 25 30 931.40 

 2.0 30  4 300 25 30 1 070.93 

 2.0 40  4 300 25 30 1 051.74 

 2.0 50  4 300 25 30 1 027.33 

 2.0 60  4 300 25 30 1 027.33 

 2.0 70  4 300 25 30 1 004.65 

 

O
D
值

 
O

D
值
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表 2(续) 
单因素试验 盐酸浓度/(mol·L–1) 酸浸时间/min 沸水浴时间/min 超声功率/W 超声温度/℃ 超声时间/min 提取得率/(μg·g–1)

沸水浴时间 2.0 40  3 300 25 30 973.26 

 2.0 40  5 300 25 30 1 090.12 

 2.0 40  7 300 25 30 1 039.53 

 2.0 40  9 300 25 30 1 023.84 

 2.0 40 11 300 25 30 994.19 

超声功率 2.0 40  4 250 25 30 952.33 

 2.0 40  4 300 25 30 959.30 

 2.0 40  4 350 25 30 961.05 

 2.0 40  4 400 25 30 994.19 

 2.0 40  4 450 25 30 992.44 

超声温度 2.0 40  4 300 10 30 1 067.44 

 2.0 40  4 300 20 30 1 161.63 

 2.0 40  4 300 30 30 1 116.28 

 2.0 40  4 300 40 30 1 101.74 

 2.0 40  4 300 50 30 1 097.09 

 2.0 40  4 300 60 30 1 026.16 

超声时间 2.0 40  4 300 25 10 1 043.02 

 2.0 40  4 300 25 20 1 091.86 

 2.0 40  4 300 25 30 1 030.81 

 2.0 40  4 300 25 40 1 023.84 

 2.0 40  4 300 25 50 1 002.91 
 
综上所述，确定盐酸浓度梯度为2.25、2.50、2.75 

mol/L，酸浸时间梯度为为25、30、35 min，沸水浴

时间梯度为4、5、6 min，超声功率梯度为350、400、

450 W，超声温度梯度为15、20、25 ℃，超声时间

梯度为15、20、25 min作为正交试验各因素的水平。 

2.3 正交试验结果 

从表3和表4可知，6个试验因素中，盐酸浓度、

酸浸时间和超声功率对提取得率的影响达到显著

水平，而沸水浴时间、超声温度和超声时间对试验

结果的影响没有统计学意义；对提取得率大小的影

响因素顺序为超声功率、酸浸时间、盐酸浓度、沸

水浴时间、超声温度、超声时间。Duncan多重比较

分析结果表明，盐酸浓度2.25 mol/L提取效果较好，

酸浸时间30 min和超声功率400 W提取效果较好，

沸水浴时间、超声温度和超声时间的3个水平间无

显著差异，沸水浴时间6 min和超声时间25 min提取

效果较好，超声温度选择25 ℃更利于试验操作，所

以最优水平组合为盐酸浓度2.25 mol/L，酸浸时间

30 min，沸水浴时间6 min，超声功率400 W，超声

温度25 ℃，超声时间25 min。 

表 3 正交试验结果 
Table 3 The project of orthogonal test and the results of extraction 

试验 
编号 

A(盐酸浓度)/ 
(mol·L–1) 

B(酸浸时间)/ 
min 

C(沸水浴时间)/
min 

D(超声功率)/W E(超声温度)/℃ F(超声时间)/  
min 

得率/ 
 (μg·g–1) 

 1 2.25 25.00 4.00 350.00 15.00 15.00 994.19 

 2 2.25 25.00 4.00 350.00 20.00 20.00 1 022.09 

 3 2.25 25.00 4.00 350.00 25.00 25.00 1 001.16 

 4 2.25 30.00 5.00 400.00 15.00 15.00 1 051.74 

 5 2.25 30.00 5.00 400.00 20.00 20.00 1 093.60 

 6 2.25 30.00 5.00 400.00 25.00 25.00 1 098.84 

 7 2.25 35.00 6.00 450.00 15.00 15.00 964.53 

 8 2.25 35.00 6.00 450.00 20.00 20.00 969.77 
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表 3(续) 
试验 
编号 

A(盐酸浓度)/ 
(mol·L–1) 

B(酸浸时间)/ 
min 

C(沸水浴时间)/
min 

D(超声功率)/W E(超声温度)/℃ F(超声时间)/  
min 

得率/ 
 (μg·g–1) 

 9 2.25 35.00 6.00 450.00 25.00 25.00 1 029.07 

10 2.50 25.00 5.00 450.00 15.00 20.00 971.51 

11 2.50 25.00 5.00 450.00 20.00 25.00 1 074.42 

12 2.50 25.00 5.00 450.00 25.00 15.00 1 058.72 

13 2.50 30.00 6.00 350.00 15.00 20.00 957.56 

14 2.50 30.00 6.00 350.00 20.00 25.00 1 036.05 

15 2.50 30.00 6.00 350.00 25.00 15.00 922.67 

16 2.50 35.00 4.00 400.00 15.00 20.00 931.40 

17 2.50 35.00 4.00 400.00 20.00 25.00 887.79 

18 2.50 35.00 4.00 400.00 25.00 15.00 905.23 

19 2.75 25.00 6.00 400.00 15.00 25.00 995.93 

20 2.75 25.00 6.00 400.00 20.00 15.00 976.74 

21 2.75 25.00 6.00 400.00 25.00 20.00 1 027.33 

22 2.75 30.00 4.00 450.00 15.00 25.00 1 030.81 

23 2.75 30.00 4.00 450.00 20.00 15.00 1 009.88 

24 2.75 30.00 4.00 450.00 25.00 20.00 994.19 

25 2.75 35.00 5.00 350.00 15.00 25.00 1 037.79 

26 2.75 35.00 5.00 350.00 20.00 15.00 1 016.86 

27 2.75 35.00 5.00 350.00 25.00 20.00 1 043.02 
 

表 4 方差分析结果 
Table 4 The table of variance analysis  

来源 偏差平方和 自由度 均方 F值 显著性 

A(盐酸浓度) 14 389.76  2 7 194.88  5.77 0.015* 

B(酸浸时间) 19 208.83  2 9 604.42  7.70 0.006* 

C(沸水浴时间) 8 673.11  2 4 336.56  3.48 0.060 

D(超声功率) 25 538.10  2 12 769.05 10.23 0.002* 

E(超声温度) 2 409.20  2 1 204.60  0.97 0.405 

F(超声时间) 1 213.82  2 606.91  0.49 0.625 

误差 1 7 471.74 14 1 247.98   

“*”示差异显著(P<0.05)。 
 

2.4 验证试验结果 

按照优化后的提取条件，得到蛹虫草类胡萝卜

素的平均提取得率为1 105.53 μg/g，新鲜子实体类

胡萝卜素平均提取得率为1 134.88 μg/g。 

3 讨论与结论 

蛹虫草属于寄生真菌，表面覆盖有坚实细胞

壁，用盐酸处理可以使细胞壁中原来结构紧密的某

些成分(多糖和蛋白质等)变得疏松，同时配合沸水
浴处理以及快速冷却处理，使细胞壁得以破坏，胞

内类胡萝卜素才更容易释放出来[17]。另外，在酸热

处理基础上，利用超声波产生的空化效应使细胞内

形成空腔，使类胡萝卜素更容易从细胞中释放出

来，而利用微波处理虽然也有利于胞内类胡萝卜素

释放，但提取效果不及超声波处理的效果好。 
提取过程中涉及到的各因素都会对类胡萝卜

素的提取得率产生影响。盐酸浸泡配合沸水浴快速

冷处理可以疏松蛹虫草子实体的细胞壁，便于类胡

萝卜素从胞内释放，但盐酸浓度、酸浸时间以及沸

水浴时间都需取值适当，不可过长，否则类胡萝卜

素一旦释放出来后很快会被酸和热破坏，导致提取

得率下降。用超声波处理酸浸后的虫草粉末将更有

利于类胡萝卜素的释放，但同时也需要控制好超声

处理的功率、时间和水温，恰当的酸热处理和超声

波振荡能最大程度上保证类胡萝卜素在提取过程
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中的稳定性。 
蛹虫草收获后，保藏条件如光照、湿度以及温

度等对类胡萝卜素的稳定性有一定影响，采用新鲜

的蛹虫草子实体进行试验能最大程度上提取到更

多的类胡萝卜素。本试验中新鲜子实体的提取得率

为1 134.88 μg/g，低于张志军、王陶[18]报道的蛹虫

草类胡萝卜素提取得率，原因可能是所使用的蛹虫

草品种不同所致。针对这一问题，未来可以通过菌

种筛选以及采用转基因技术等手段选育蛹虫草品

种，以提高蛹虫草类胡萝卜素提取得率。 
综合整个试验结果，得出以下结论： 
1) 酸热超声提取法为本品种蛹虫草类胡萝卜

素提取的较好方法。 
2) 酸热超声提取法中对提取得率影响从大到

小的因素依次为超声功率、酸浸时间、盐酸浓度、

沸水浴时间、超声温度、超声时间。 
3) 优化后的提取工艺为盐酸浓度2.25 mol/L，

酸浸时间30 min，超声功率400 W，沸水浴时间6 
min，超声温度25 ℃，超声时间25 min，新鲜蛹虫
草类胡萝卜素的提取得率达1 134.88 μg/g。 
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