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猴头菇三萜提取工艺优化及其
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摘　要：为确定猴头菇三萜最佳提取工艺参数，通过 Box-Behnken 响应面法设计，以乙醇浓度、提取温度、料液比

为影响因素，猴头菇三萜得率为响应值，应用 Design expert 10.0.3 软件进行二次多项式拟合，绘制等高线图和响

应面图，确定最佳提取条件，并对其进行抗氧化活性测定。结果表明，最佳提取工艺条件为：乙醇浓度 60%，温

度 55 ℃，料液比 1:15（g:mL），验证试验显示猴头菇三萜得率为 0.28%，与预测值接近，说明响应曲面法建立

的模型准确可靠，能合理优化猴头菇三萜的提取工艺。DPPH·清除能力、还原力、ABTS+·清除能力 3 种抗氧化体

系综合评价表明，提取物浓度与自由基清除力呈良好的剂量关系。猴头菇三萜提取物对 DPPH 和 ABTS+自由基半

抑制浓度（IC50）分别为（6.375±0.020） mg·mL−1 和（0.355±0.040） mg·mL−1，其具有一定的抗氧化性。
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Abstract：In order to determine the optimal extraction process parameters of Hericium erinaceus triterpenes, the experiment
was designed by Box-Behnken response surface method. Ethanol concentration, extraction temperature and material-liquid
ratio  were  taken  as  the  influencing  factors, Hericium  erinaceus triterpene  yields  were  the  response  value.  Design  expert
10.0.3 software was used to establish quadratic polynomial fitting, draw contour map and response surface map. The best
extraction conditions were screened out  and the antioxidant  activity was determined.  The results  showed that  the optimal
extraction process conditions were: Ethanol concentration 60%, temperature 55 ℃, material-liquid ratio 1:15(g:mL). Under
this  condition,  the  verification  test  showed  that  the  yield  of Hericium  erinaceus triterpenes  was  0.28%,  close  to  the
predicted value, indicating that the model established by the response surface method was accurate and reliable, and could  
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reasonably optimize the extraction process of Hericium erinaceus triterpenes. Through comprehensive evaluation of three
antioxidant  systems:  DPPH·scavenging  ability,  reducing  power,  ABTS+·  scavenging  ability,  as  the  concentration  of  the
extract increased, there was a good dose relationship for free radical scavenging. The DPPH and ABTS+ free radical half-
inhibitory concentrations(IC50)  were (6.375±0.020) mg·mL−1 and (0.355±0.040) mg·mL−1,  respectively,  and the triterpene
of Hericium erinaceus had certain antioxidant properties.

Key words：Hericium erinaceus；triterpenoids；extraction；response surface analysis；antioxidant activity

 

猴头菇，又名猴头菌、刺猬菌等，属担子菌门、齿

菌科、猴头属，是药食两用真菌和野生美味佳肴，是

中国著名的四道菜之一[1−2]。猴头菇中含多糖类、甾

醇类、萜类、酚类等活性成分，具有抗氧化、降血脂、

增强免疫力、抗癌、抗肿瘤、延缓衰老等功效[3−5]。石

凤敏等[6] 指出可以通过多糖和三萜类化合物的含量

评价灵芝药用价值和品质。萜类化合物是由甲戊二

羟酸衍生而成的天然产物，由多个异戊二烯结构单位

构成，其中三萜类固醇和皂苷在细胞质中利用甲羟戊

酸途径中的 IPP 合成[7−8]，是一类重要的次级代谢产

物，除了具有抗肿瘤、抗炎、抗菌、抗病毒、降血糖等

功能外，还具有其他活性，如免疫调节、抗氧化、抗衰

老、神经保护等生物学和药理学作用，具有广阔的开

发应用前景[7,9]。Bourgou 等[10] 从精油中分离出四种

萜类化合物，通过氧自由基吸收能力评估萜类化合物

的生物活性，发现其在体外均表现出抗氧化活性。凡

芸等[11] 以杏鲍菇为原料，采用超声辅助法提取三萜

化合物，最佳条件为：乙醇体积分数 70%、料液比

1:30 g·mL−1、超声时间 25 min、提取温度 60 ℃，在

此条件下，杏鲍菇中总三萜化合物的提取率达到

1.140%。邓春萌等[12] 研究牛樟芝固态发酵菌丝体中

三萜的最佳提取工艺条件为：浸提时间 3 h、料液比

1:30（g·mL−1）、温度 70 ℃，在此条件下，得率为

3.43%。杨开等[13] 对牛樟芝总三萜超声辅助提取的

最佳工艺条件为：提取时间 41 min、提取功率 80 W、

料液比 1:20，总三萜得率为 3.84%±0.18%。牛樟芝

三萜提取物具有较强的还原能力，并能有效清除

DPPH 自由基、ABTS 自由基和超氧阴离子自由基，其

半清除浓度（EC50）分别为 0.29、0.50、0.33 mg·mL−1。

邹思等[14] 采用回流提取法提取虎奶菇菌核总三萜最

佳工艺参数为:乙醇浓度 95%、提取时间 2 h、提取温

度 90 ℃、料液比 1:15（ g·mL−1），提取率为（2.29±0.06）
mg·g−1。菌核醇提物对羟自由基、DPPH 自由基清除

活性和 ABTS 自由基的清除能力半数抑制浓度

（IC50）分别为（0.425±0.01）、（3.25±0.05）和（18.35±
2.32）mg·mL−1，其表现出较强的羟自由基和良好的

DPPH 自由基清除活性，对 ABTS 自由基的清除能

力相对较弱。萜类化合物具有非常好的应用前景，目

前还没有关于猴头菇三萜类的研究。

本文以猴头菇为原料，利用响应面法优化猴头

菇三萜提取工艺，以三萜得率为评价指标,并初步探

索猴头菇三萜的体外抗氧化活性，以期为开发天然抗

氧化剂和功能性食品提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

猴头菇　常山县豪锋农业发展有限公司提供干

制品；1, 1-二苯基-2-苦基肼（DPPH）、2, 2'-氨基-双
（3-乙基苯并噻唑胶-6-磺酸）二铵盐（ABTS）、铁氰化

钾　均购自上海源叶；乙醇、香草醛、冰乙酸、三氯

乙酸、三氯化铁、高氯酸　均为分析纯，上海凌峰化

学试剂有限公司。

UV-1800 紫外/可见分光光度仪　日本岛津公

司；SCIENTZ-18N 冷冻干燥机　宁波新芝生物科技

股份有限公司；R1002B 旋转蒸发器　上海申生科技

有限公司；RE-52A 旋转蒸发器　上海亚荣生化仪器

厂；LXJ-HB 飞鸽低速大容量离心机　上海安亭科学

仪器厂；BJ-300 多功能粉碎机　德清拜杰电器有限

公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   原料预处理　将猴头菇干制品粉碎机粉碎，

过 100 目筛，密封后置于 4 ℃ 冷藏，备用。 

1.2.2   三萜提取响应面实验　在前期预实验的基础

上，进行提取工艺的优化。称取一定量的猴头菇干

粉，按照不同料液比（1:10、1:20、1:30 g·mL−1）和乙

醇浓度（40%、60%、80%）进行超声辅助（40、60、
80 ℃）提取 30 min（保鲜膜覆盖，防止挥发）。所得提

取液 4000 r·min−1 离心 10 min，收集上清液，即猴头

菇三萜提取液。将所得上清液旋蒸浓缩，冷冻干燥得

提取物粉末。

采用 Design Expert 10.0.3 软件进行三因素三水

平试验确定超声辅助（功率 500 W，频率 40 kHz，
30 min）提取猴头菇三萜的最佳工艺参数，中心组合

试验因素和水平见表 1。
 
 

表 1    猴头菇三萜提取试验的因素和水平
Table 1    Factors and levels of extraction experiment

triterpenoids from Hericium erinaceus

因素 符号
编码及水平

−1 0 1

乙醇浓度（%, v/v） X1 40 60 80
温度（℃） X2 40 60 80

料液比（g:mL） X3 1:10 1:20 1:30
  

1.2.3   猴头菇三萜含量的测定　 

1.2.3.1   标准曲线的绘制　参照王豪等[15] 方法，三萜

测定以齐墩果酸为标准品，依次吸取 0.2 mg·mL−1
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齐墩果酸标准品溶液 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mL

于 25 mL 比色管中，氮吹仪吹干溶剂，加入 0.5 mL

50 g·L−1 的香草醛-冰乙酸和 1.0 mL 高氯酸，混合后

60 ℃ 水浴 20 min，冰水冷却 15 min 后加入 3.0 mL

冰乙酸，室温反应 10 min，最后于 547 nm 处测吸光

值，以齐墩果酸标准品浓度 W（mg·L−1）为横坐标，吸

光值 A 为纵坐标，绘制三萜含量标准曲线，并得线性

回归方程。 

1.2.3.2   三萜得率的计算　取 150 μL 提取液，用氮

吹仪吹干样品，按 1.2.3.1 标曲操作测定样品浓度。

根据标曲方程计算样品三萜含量。三萜得率可根据

公式计算：

M =
C×N×V
m×1000

×100

式中：M 表示猴头菇三萜得率（%）；C 表示齐墩

果酸浓度（mg·mL−1）；V 表示提取液的总体积（mL）；

N 表示稀释倍数；m 表示猴头菇质量（g）。 

1.2.4   抗氧化实验　抗氧化实验测定时，用 60% 乙

醇将猴头菇三萜提取物配制成 0.1~2.5 mg·mL-1 浓

度的样品待测液。 

1.2.4.1   DPPH·清除能力测定　将猴头菇三萜提取

液旋蒸浓缩并冷冻干燥成粉末，加 60% 乙醇配制成

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mg·mL−1 浓度的样品待测液。参

照杜丽娟等[16] 方法，并据实验情况稍作修改。取各浓

度样品溶液 0.8 mL，加入 3.8 mL 浓度为 0.1 mmol·L−1

的 DPPH 溶液（无水乙醇配制），摇匀后黑暗放置

30 min，并于 517 nm 处测吸光值。VC 为阳性对照，

计算 DPPH·清除率公式如下：

DPPH ·清除率 (%) = (1− (Ax −Ax0)/A0)×100

式中：Ax 为不同浓度样品溶液的吸光值；Ax0 为

0.8 mL 不同浓度样品溶液和 3.2 mL 无水乙醇的吸

光值；A0 为 0.8 mL 蒸馏水和 3.2 mL DPPH 溶液的

吸光值。 

1.2.4.2   还原力测定　将猴头菇三萜提取液旋蒸浓

缩并冷冻干燥成粉末，加 60% 乙醇配制成 0.5、1.0、

1.5、2.0、2.5 mg·mL−1 浓度的样品待测液。参照林

源等[17] 方法，并据实验情况稍作修改。取各浓度样

品溶液 2.0 mL，加入 2.0 mL 浓度为 0.2 mol·L−1 磷

酸盐缓冲液（pH6.6）和 2.0 mL 1% 铁氰化钾溶液混

合均匀后于 50 ℃ 水浴 20  min，再加入 2.0  mL

10% 三氯乙酸溶液后离心（3000 r·min−1，5 min），取

2.0 mL 上清液，加入 2.0 mL 蒸馏水、0.4 mL 0.1%

FeCl3 溶液混匀，50 ℃ 水浴 10 min 后在 700 nm 处

测吸光值。蒸馏水代替样品溶液作为空白对照，

VC 为阳性对照。 

1.2.4.3   ABTS+·清除能力测定　将猴头菇三萜提取

液旋蒸浓缩并冷冻干燥成粉末，加 60% 乙醇配制成

0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg·mL−1 浓度的样品待测液。

参照吴美媛等[1] 方法，并据实验情况稍作修改。将

7 mmol·L−1 ABTS+·溶液与 2.45 mmol·L−1 过硫酸钾

溶液等量混合反应，室温避光放置 12~16 h 得到

ABTS+·储备液。在 734 nm 波长处，用磷酸盐缓冲液

（10 mmol·L−1，pH7.4）将 ABTS+·储备液稀释至吸光

值达到 0.70±0.02，得到 ABTS+·测定液。取各浓度

样品溶液 1.0 mL 与 2.0 mL 上述 ABTS+·测定液混

合均匀，室温避光反应 6 min 后于 734 nm 波长处测

定吸光值。VC 为阳性对照，计算 ABTS+·清除率公

式如下：

ABTS+ ·清除率 (%) = (1− (Ai −Aj)/A0)×100

式中：Ai 为不同浓度样品溶液的吸光值；Aj 为不

同浓度样品溶液和磷酸盐缓冲液的吸光值；A0 为蒸

馏水和 ABTS+·测定液的吸光值。 

1.3　数据处理

平行实验 3 次，结果以均值±标准差（means±
SD）表示，数据采用 SAS 8.1 进行显著性分析，使用

Microsoft Excel 绘图，Design Expert 10.0.3 软件得到

响应面图。 

2　结果与分析 

2.1　标准曲线的绘制

根据 1.2.3.1 标曲测定方法，分别以齐墩果酸标

准品浓度为横坐标，547 nm 处吸光值为纵坐标绘制

标准曲线，得线性回归方程为：y=0.0349x+0.0018，R2=
0.9907。结果表明三萜含量在 0~25 mg·L−1 范围内

线性关系良好。标准曲线如图 1 所示。

 
 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 5 10 15 20 25

齐墩果酸含量 (mg·L−1)

5
4
7
 n

m
 吸

光
值

图 1    齐墩果酸标准曲线
Fig.1    Standard curve of oleanolic acid

  

2.2　响应面优化结果

乙醇浓度、温度和料液比对三萜提取均有影响，

为探究各因素之间的相互作用，确定最优条件，由

Box-Behnken 法设计试验[18]，有 5 个试验中心点，共

17 个试验点，以三萜得率为响应值，响应面法对猴头

菇三萜类化合物提取工艺优化的试验方案及真实值

如表 2 所示。与传统的多因素单变量优化实验相

比，响应曲面法可以研究各因素之间的相互作用，具

有试验次数少、省时省力、精确等优点[19]。

对表 2 实验数据进行回归拟合，得到三萜得率

的二次多项回归模型为：
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Y=0.30+0.029X1+0.020X2−1.250E−003X3−7.500E

−003X1X2−5.000E−003X1X3+2.500E−003X2X3−

0.020X1
2−0.018X2

2−0.015X3
2

其中，Y 代表三萜得率的预测响应值，X1 代表乙

醇浓度（%）的编码值，X2 代表温度（℃）的编码值，

X3 代表料液比（g/mL）的编码值。

对试验结果进行方差分析结果见表 3，回归模型

具有较高的 F 值（150.87）和极低的 P 值（<0.0001），

表明该模型是高度显著的。复决定系数 R2=0.9949，

表明料液比、乙醇浓度和提取温度存在良好线性关

系，模型误差小、拟合度较高。决定系数R2
Adj 为 0.9883，

说明该模型可信度较高，能够解释 98.83% 的响应值

变化。信噪比 Adeq Precision 为 38.837>4，表明方

程的拟合度和可信度极高，可用此模型对猴头菇三萜

类化合物提取的影响因素进行可靠分析和预测。由

表 3 各因素 F 值可知，各个因素对三萜类化合得率

的影响程度为乙醇浓度（X1）>温度（X2）>料液比（X3）。 

2.3　三萜提取工艺的响应曲面分析、最佳工艺参数确定

Design Expert 10.0.3 软件得到响应面图（图 2~

图 4）显示了不同试验因素（乙醇浓度、温度以及料液

比）对猴头菇三萜类化合物提取的影响。由图 2~

图 4 可以看出各因素及其相互作用的影响，在试验

水平范围内出现了一个最高点，即为三萜得率较高

点，响应面图所示最大响应值与回归方程所得结果一

致。黑育荣等[20] 对桦菌芝三萜最佳提取工艺参数

为:乙醇浓度 70%，超声温度 70 ℃，时间 15 min，料

液比 1:15，提取率为 3.87 mg·g−1。温慧萍等[21] 对灵

芝孢子粉三萜最佳提取条件:乙醇浓度 80%，固液比

1:23，超声功率 540 W，提取温度 40 ℃，提取时间

15 min，提取率 7.054 mg·g−1。由于原材料不同，最

优提取条件下的得率也会有所差别。由 Design

Expert 10.0.3 软件分析结果可知，猴头菇三萜类化合

物超声波辅助提取的最佳工艺参数为：乙醇浓度

58.57%，温度 57.25 ℃，料液比 1:14.61（g:mL）。工

艺参数预测的三萜得率为 0.28%。为了操作方便，将

 

表 2    猴头菇三萜类化合物提取试验设计与试验结果

Table 2    Experimental design and results of triterpenoid
extracts from Hericium erinaceus

试验号
X1乙醇浓度
（%, v/v）

X2温度
（℃）

X3料液比
（g:mL）

Y：三萜得率
（%）

1 40 60 1:30 0.24±0.00

2 60 80 1:10 0.29±0.00

3 60 60 1:20 0.30±0.00

4 80 60 1:10 0.30±0.01

5 60 80 1:30 0.29±0.00

6 60 60 1:20 0.30±0.01

7 60 40 1:10 0.25±0.00

8 60 60 1:20 0.30±0.01

9 40 60 1:10 0.23±0.00

10 40 80 1:20 0.26±0.00

11 80 60 1:30 0.29±0.01

12 60 60 1:20 0.30±0.00

13 40 40 1:20 0.21±0.01

14 60 60 1:20 0.30±0.00

15 60 40 1:30 0.24±0.00

16 80 40 1:20 0.28±0.00

17 80 80 1:20 0.30±0.01
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图 2    提取温度与料液比对猴头菇三萜得率影响的
响应曲面图和等高线图

Fig.2    Response surface graph and contour plot of the effect of
extraction temperature and material-liquid ratio on the

yield of Hericium erinaceus triterpenes
 

 

表 3    三萜类化合物回归模型方差分析

Table 3    Analysis of variance in regression model of triterpenes

变异来源 平方和 自由度 均方和 F值 P 值 显著性

模型 0.015 9 1.617E-003 150.87 <0.0001 **
X1 6.613E-003 1 6.613E-003 617.17 <0.0001 **
X2 3.200E-003 1 3.200 E-003 298.67 <0.0001 **
X3 1.250E-005 1 1.250E-005 1.17 0.3159

X1X2 2.250E-004 1 2.250E-004 21.00 0.0025 *
X1X3 1.000E-004 1 1.000E-004 9.33 0.0185 *
X2X3 2.500E-005 1 2.500E-005 2.33 0.1705

X1
2 1.684E-003 1 1.684E-003 157.19 <0.0001 **

X2
2 1.289E-003 1 1.289E-003 120.35 <0.0001 **

X3
2 9.474E-003 1 9.474E-003 88.42 <0.0001 **

残差 7.500E-005 7 1.071E-005
失拟项 7.500E-005 3 2.500E-005
纯误差 0.000 4 0.000
总变异 0.015 16

R2 0.9949
R2

Adj 0.9883

注：*显著（P<0.05），**极显著（P<0.01）。
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最佳工艺参数设定为乙醇浓度 60%，温度 55 ℃，料

液比 1:15（g:mL）。为检验响应面分析法可靠性，采

用上述最优条件 3 次重复试验得率为 0.28%，与预测

值较为接近，表明该模型对猴头菇三萜类化合物的提

取工艺参数准确可靠，具有实际应用价值。 

2.4　猴头菇三萜抗氧化活性 

2.4.1   DPPH·清除能力　如图 5 所示，当提取物浓度

在 0.5~2.5 mg·mL−1 范围时，随着提取物浓度的增加

对 DPPH·清除率逐渐增加，提取物浓度与 DPPH·清
除率呈正相关量效关系。在质量浓度为 2.5 mg·mL−1

时，对 DPPH·清除率为 25.4%，清除率相对较低。帅

良等[22] 研究百香果果皮多糖对 DPPH·清除能力时，

也发现其清除率相对较低，质量浓度为 2.0 mg·mL−1

时，清除率为 32.8%。而 VC 质量浓度在 0.01~0.05
mg·mL−1 范围内增加显著，超过 0.03 mg·mL−1 时，对

DPPH·清除率趋于平缓，0.05 mg·mL-1 时达到 95.2%。

由图 5 可知，猴头菇三萜对 DPPH·具有一定的清除

能力，其中，IC50 值（6.375±0.020） mg·mL−1 明显高于

VC 的 IC50 值（0.0194±0.0060） mg·mL−1，说明猴头菇

三萜抗氧化能力相比 VC 较弱，这与张意笠等[23] 研

究结香花总黄酮对 DPPH·清除率弱于 VC 的结果

一致。
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图 5    猴头菇三萜对 DPPH·清除率
Fig.5    DPPH· scavenging rate of Hericium erinaceus

triterpenes
  

2.4.2   还原能力　样品的抗氧化能力与还原性有关，

还原力越强，抗氧化能力越强。由图 6 可知，样品浓

度为 0.5~2.5 mg·mL−1 时，提取物还原能力随样品浓

度的增加呈明显的量效关系，测得 700 nm 处的吸光
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图 3    乙醇浓度与料液比对猴头菇三萜得率影响的
响应曲面图和等高线图

Fig.3    Response surface graph and contour plot of the effect of
ethanol concentration and material-liquid ratio on the

yield of Hericium erinaceus triterpenes
 

 

80

0.20
0.22
0.24
0.26
0.28
0.30
0.32

70
60

50
40 40

50
60

70
80

温度 (℃)
乙醇浓度 (%

)

三
萜

得
率

 (
%

)

80

70

60

50

40

三萜得率 (%)

温
度

 (
℃

)

40 50 60 70 80

乙醇浓度 (%)

图 4    乙醇浓度与提取温度对猴头菇三萜得率影响的
响应曲面图和等高线图

Fig.4    Response surface graph and contour plots of the effect of
ethanol concentration and extraction temperature on the

yield of Hericium erinaceus triterpenes
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图 6    猴头菇三萜还原能力

Fig.6    Reducing power of Hericium erinaceus triterpenes
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值由 0.107 增加到 0.553。其中，2.5 mg·mL−1 提取

物还原力与 0.05 mg·mL−1 的 VC 相当，虽然提取物

还原力较 VC 弱，但也表现出一定的还原能力。 

2.4.3   ABTS+·清除能力　如图 7 所示，当提取物浓

度在 0.1~0.5 mg·mL−1 范围时，对 ABTS+·清除率随

着提取物浓度的增加而增加，具有良好的线性关系和

剂量关系。当浓度达到 0.5 mg·mL−1 时，对 ABTS+·清

除率达到 64.4%，其 IC50 值为（0.355±0.040）mg·mL−1，

表明猴头菇三萜对 ABTS+·具有良好的清除作用。

结合参考文献 [24] 及前期实验浓度 VC 浓度在 0.01~

0.05 mg·mL−1 范围时，对 ABTS+·清除率稳定在 97%
左右，由此可见，猴头菇三萜与 VC 相比对 ABTS+·清

除能力较弱。
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图 7    猴头菇三萜对 ABTS+·清除率
Fig.7    ABTS+· scavenging rate of Hericium erinaceus

triterpenes
  

3　结论
本研究通过 Box-Behnken 试验设计结合响应面

法优化猴头菇三萜提取的影响因素乙醇浓度、提取

温度、料液比，最终确定最佳提取工艺条件为：乙醇

浓度 60%，温度 55 ℃，料液比 1:15（g:mL），三萜得

率相对较高，为 0.28%，与预测值接近，说明响应曲面

法准确可靠，能合理优化猴头菇三萜的提取工艺，为

进一步开发利用提供理论参考。以 DPPH·自由基清

除率、还原力、ABTS+·自由基清除率为指标测定抗

氧化活性，DPPH 和 ABTS+的 IC50 值分别为（6.375±
0.020）和（0.355±0.040） mg·mL−1，说明猴头菇三萜具

有一定的抗氧化性。
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