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蛹虫草-黄芪渣发酵产物总酚提取工艺优化
及抗氧化活性

胡理运1,2，高嘉怡2，吴雨龙2，周　峰2，华　春2，李盛杰2, *，朱重经3, *

（1.南京师范大学食品与制药工程学院，江苏南京 210023；
2.南京晓庄学院食品科学学院，江苏南京 211171；
3.江阴天江药业有限公司，江苏无锡 214400）

摘　要：选取蛹虫草与黄芪渣进行固态发酵，研究发酵产物中主要活性物质得率及其抗氧化作用。分别对总多糖、

总黄酮、总萜类、总皂苷以及总酚的得率进行测定，并对发酵产物总酚进行响应面优化提取。结果表明，单位重

量下发酵产物中总酚的得率显著优于黄芪渣。最佳提取工艺条件：超声温度 80 ℃、超声时间 58 min、乙醇体积分

数 38.7%、pH5.4，在此条件下总酚得率为 7.243±0.19 mg/g。抗氧化实验显示，发酵产物和黄芪渣中总酚在

2.5 mg/mL时对 DPPH自由基的清除率达到最大，分别为 94.94%和 64.56%；发酵产物和黄芪渣中总酚分别在

1 mg/mL和 2.5 mg/mL时对 ABTS+自由基的清除率达到最大，分别为 89.51%和 59.54%；而发酵产物中总酚的总

还原力在 10 mg/mL时为 2.046，显著高于黄芪渣的 1.032（P<0.001）。此外，在 H2O2 诱导的 PC12细胞氧化应激

模型中，发酵产物中总酚相较于黄芪渣，在 10~10000 μg/mL时可显著提高细胞存活率（P<0.05），经进一步分析

发现发酵产物总酚使得细胞 MDA水平降低，SOD活性升高。这些结果表明，相比于黄芪渣，发酵产物中的总酚

得率显著提升，抗氧化能力显著增强。本研究为食药用菌和中药渣的联合开发利用提供了理论依据。
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Abstract： Solid-state  fermentation  was  conducted  using  Cordyceps  militaris  and  Astragalus  membranaceus  residue  to
investigate the yield of main bioactive substances and their antioxidant effects in fermentation products. The yield of total
polysaccharides, flavonoids, terpenoids, saponins and phenolics were measured respectively, and the total phenolic content
of  the fermentation product  was extracted and optimized using response surface methodology.  It  was found that  the total
phenolic  yield  per  unit  weight  in  fermented  products  was  significantly  higher  than  that  in  Astragalus  membranaceus  

收稿日期：2024−10−09            
基金项目：江苏省高等学校基础科学（自然科学）研究重大项目（24KJA180006）；“食药物质资源化利用”江苏省高校重点（建设）实验室项目（苏教科

[2024] 3）。

作者简介：胡理运（1999−），男，硕士研究生，研究方向：药用真菌发酵工艺与活性分析，E-mail：222712036@njnu.edu.cn。
* 通信作者：李盛杰（1988−），男，博士，副教授，研究方向：药用真菌资源开发与利用，E-mail：lishengjie@njxzc.edu.cn。

朱重经（1985−），男，本科，主管中药师，研究方向：中药资源配方颗粒研究，E-mail：zhuzj@tianjiang.com。 

第  46 卷  第  19 期 食品工业科技 Vol. 46  No. 19
2025 年  10 月 Science and Technology of Food Industry Oct. 2025
 

https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2024100057
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2024100057
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2024100057
mailto:222712036@njnu.edu.cn
mailto:lishengjie@njxzc.edu.cn
mailto:zhuzj@tianjiang.com


residue.  The  optimal  extraction  conditions  for  fermented  phenolics  was:  Ultrasonic  temperature  80 ℃,  duration  58  min,
ethanol  concentration  38.7%,  pH5.4,  achieving  a  total  phenolic  yield  of  7.243±0.19  mg/g.  Antioxidant  experiments
demonstrated that at 2.5 mg/mL, the maximum DPPH radical scavenging rate of total phenolics of the fermentation product
was 94.94%, while  that  of Astragalus membranaceus  residue was 64.56%. For ABTS+  radical  scavenging,  the maximum
rate of total phenolics of the fermentation product was 89.51% at 1 mg/mL, while the maximum rate of total phenolics of
Astragalus membranaceus residue was 59.54% at 2.5 mg/mL. Moreover, the total reducing power of total phenolics of the
fermentation  product  was  2.046  at  a  concentration  of  10  mg/mL,  which  was  significantly  higher  than  that  in Astragalus
membranaceus residue at 1.032 (P<0.001). In H2O2-induced PC12 oxidative stress models, fermented phenolics (10~10000 μg/
mL) significantly enhanced cell viability compared to Astragalus membranaceus residue phenolics. Further analysis showed
that  the  total  phenolics  of  fermentation  product  led  to  a  decrease  in  the  level  of  MDA and  an  increase  in  SOD activity.
These  results  indicate  that  solid-state  fermentation  significantly  improves  both  phenolic  yield  and  antioxidant  capacity
compared  to  unfermented Astragalus  membranaceus  residue.  This  study  provides  theoretical  foundation  for  synergistic
utilization of edible and medicinal fungi and Chinese herbal residues.

Key words：Cordyceps militaris；Astragalus membranaceus residue；solid-state fermentation；total phenolics；antioxidant

蛹虫草（Cordyceps militaris），也称北冬虫夏草、

北虫草，属于子囊菌门，肉座目，麦角菌科[1]，其主要

活性成分包括虫草素、腺苷、虫草酸和虫草多糖

等[2]，具有抗氧化、抗肿瘤、免疫调节及抗炎等药理

作用[3−8]。在蛹虫草生长过程中，培养基质组成及外

界环境条件对蛹虫草的生长及活性物质积累都有极

大的影响。目前，影响蛹虫草有关活性物质产生的相

关机理未明，进一步研究不同培养基质对于调控蛹虫

草生长及活性物质积累具有重要价值。我国中药资

源丰富，经过规模化加工后产生的药渣具有食用菌生

长所需的大量碳源、纤维素和活性物质。据估计我

国每年的中药渣产量有 3000~7000万吨[9]，其中黄芪

渣是中药加工后最大的副产物之一，如果直接视为废

弃物，利用填埋、焚烧等方式处理，不仅占用土地，还

会造成环境污染和资源浪费[10]。而通过食用菌对中

药渣进行固态发酵，不仅能够解决中药渣带来的环境

污染和资源浪费问题，还可以进一步提高食用菌的功

能价值，实现经济与资源可持续发展。

固态发酵是一种利用不溶性固体基质培养微生

物的工艺，真菌在不同的基质上生长可通过生物转化

提高相关活性成分含量，增强功效并减少毒副作用，

也可能产生新的活性成分[11−13]。唐敏等[14] 研究发

现，人参通过猴头菌固态发酵，药效活性成分含量与

体外抗氧化能力均显著提升。孙琳等[15] 研究发现，

刺五加经灵芝固态发酵后，抗氧化活性显著提高。金

兴聪等[16] 研究发现，黄芪-茯苓固态发酵组合通过下

调高尿酸血症模型小鼠血清中炎症因子水平，显著改

善高尿酸血症小鼠的病理状态。当前，通过固态发酵

手段提升蛹虫草药用价值的研究也不断取得进展。

李慧星等[17] 利用蛹虫草与山药固态发酵，发酵后抗

氧化活性显著提高，并证实蛹虫草代谢了山药中的多

糖、纤维素等碳源物质，生成了多酚类物质，表明发

酵后成分的种类和含量变化是产生抗氧化活性增效

的主要原因之一。闫梅霞等[18] 以人参为基质，利用

蛹虫草菌株固态发酵，发现发酵产物中多糖、蛋白和

总皂苷含量均高于发酵前。贺晓玉等[19] 以五味子药

渣为蛹虫草基质进行了固态发酵，经响应面提取优化

后虫草素含量高达 5.1202 mg/g，提高了五味子药渣

的利用价值。虽然有关蛹虫草的固态发酵研究受到

越来越多的关注，但大多直接选用药性植物作为培养

基质，且功能研究多集中在多糖、虫草素和虫草酸等

活性物质，而对于选用大宗药渣作为培养基质，并针

对酚类活性物质的含量和作用的研究较少。

有研究表明，黄芪、蛹虫草中的酚类活性物质具

有抗氧化作用，能够减轻神经炎症和抑制神经氧化损

伤[20−23]。本研究选用黄芪渣作为蛹虫草的固态发酵

基质，通过测定发酵前后不同活性物质的变化，进一

步对发酵产物中总酚的提取工艺进行了优化，然后

对 DPPH和 ABTS+自由基的清除能力及总还原力进

行了测定，最后对比了发酵产物和黄芪渣中总酚在

H2O2 诱导的 PC12细胞氧化应激模型中的保护作

用。本研究为改进蛹虫草固态发酵方式以及进一步

开发利用其酚类活性物质提供了理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

蛹虫草菌种　南京晓庄学院药用菌物研究所保

藏；黄芪渣　作为单味中药配方颗粒制备的原料，经

水煎后晾干获得，江阴天江药业有限公司提供；

PC12细胞　南京师范大学食品与制药工程学院；

2,2 ′ -联氮双（3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸）二铵盐

（ABTS）、1,1-二苯基-2-苦基肼（DPPH）　上海麦克

林生化科技股份有限公司；植物总酚（TP）含量检测

试剂盒、丙二醛（MDA）含量检测试剂盒、超氧化物

歧化酶（SOD）活性检测试剂盒　北京索莱宝科技有

限公司；CCK8试剂盒　上海碧云天生物技术股份有

限公司；浓硫酸、九水合硝酸铝、香草醛、高氯酸、氢

氧化钠、浓硫酸、L-抗坏血酸、过硫酸钾、铁氰化钾、

三氯乙酸、三氯化铁　均为国产分析纯。

RE-2000 B旋转蒸发器、SHZ-Ⅲ型循环式多用

真空泵　上海亚荣生化仪器厂；SB-5200DTD型超

声波清洗器　宁波新芝生物科技股份有限公司；

HWS-24电热恒温水浴锅　上海慧泰仪器制造有限
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公司；LDZH-100L高压蒸汽灭菌锅　上海申安医疗

器械厂。

 1.2　实验方法

 1.2.1   菌种培养　将保存于 4 ℃ 冰箱的蛹虫草菌种

在无菌条件下转接到 PDA固体培养基中，待蛹虫草

菌丝长满转接于 PDA液体培养基中，在 26 ℃、

150 r/min的黑暗条件下培养 7 d，至培养基中含有大

量白色菌球时，终止液体发酵。

 1.2.2   固态发酵及其发酵产物的制备　将晒干后黄

芪渣进行粉碎，以液料比 2:1（mL/g）将蒸馏水与粉碎

后的黄芪渣混匀，装入菌袋，每袋 150 g，121 ℃ 灭菌

1 h，冷却后转移至超净台。用移液枪将发酵好的蛹

虫草菌液吹散，得到菌丝在培养基中均匀分布的菌

液。取上述菌液 25 mL接入装好基质的菌袋中进行

发酵，另取装好基质的菌袋并加入 25 mL无菌水作

为对照，26 ℃ 避光培养至第 60 d左右，蛹虫草菌丝

布满整个药渣基质且形成了明显的菌蕾结构，作为发

酵终点。取出对照组黄芪渣和发酵产物，40 ℃ 烘干

后，4 ℃ 密封保存。

 1.2.3   发酵前后活性成分的检测　将烘干后的黄芪

渣和发酵产物分别称取 1 g，以液料比 15:1（mL/g），
用 75%乙醇进行超声辅助提取，超声结束后，用抽

滤装置滤掉残渣，得到的滤液用 75%乙醇定容至

15 mL。得到两者的粗提液，4 ℃ 保存备用。

总酚的得率通过总酚检测试剂盒测定。

总酚得率(mg/g) =
cV
M

式中，c为溶液浓度（mg/mL），V为溶液体积

（mL），M为样品质量（g）。
黄酮的得率采用亚硝酸钠-硝酸铝比色法[24] 测

定。吸取 200 μL粗提液和 0.4 mL的 5%亚硝酸钠

至 5 mL离心管中，摇匀后放置 5 min，再分别加入

0.4 mL 10%硝酸铝，摇匀后放置 5 min，再分别加入

5%氢氧化钠 3 mL摇匀后，放置 10 min，在 510 nm
波长处测定吸光度。

总黄酮得率(mg/g) =
cVN
M

式中，N为稀释倍数，c为溶液浓度（mg/mL），
V为溶液体积（mL），M为样品质量（g）。

总多糖的得率采用苯酚-硫酸法 [25] 测定。取

100 μL粗提液 5 mL于离心管中，再分别加入 400 μL
的 5%苯酚溶液和 2 mL浓硫酸，混匀，记录反应

30 min后在 490 nm处的吸光度值。

总多糖得率(mg/g) =
cVN
M

式中，N为稀释倍数，c为溶液浓度（mg/mL），
V为溶液体积（mL），M为样品质量（g）。

总皂苷的得率采用香草醛-浓硫酸比色法[26] 测

定。吸取粗提液 200 μL于 10 mL离心管中，水浴蒸

干，再加入 5%香草醛-冰醋酸溶液 0.2 mL和高氯酸

溶液 0.8 mL至试管中，摇匀，在 60 ℃ 水浴中加热

15 min，取出，迅速冷却后加入 4 mL冰醋酸，混合均

匀后在 560 nm处测定吸光度。

总皂苷得率(mg/g) =
cVN
M

式中，N为稀释倍数，c为溶液浓度（mg/mL），
V为溶液体积（mL），M为样品质量（g）。

总萜类的得率采用香草醛-浓硫酸比色法[27] 测

定。吸取粗提液 200 μL于 10 mL离心管中，水浴蒸

干，再加入 5%香草醛-冰醋酸溶液 0.2 mL和高氯酸

溶液 0.8 mL至试管中，摇匀，在 60 ℃ 水浴中加热

15 min，取出，迅速冷却后加入 4 mL冰醋酸，混合均

匀后在 560 nm处测定吸光度。

总萜类得率(mg/g) =
cVN
M

式中，N为稀释倍数，c溶液浓度（mg/mL），V为

溶液体积（mL），M为样品质量（g）。

 1.2.4   单因素实验　采用控制变量法，固定因素水平

为乙醇体积分数 40%、超声功率 288 W、pH6、液料

比 50:1 mL/g、超声温度 60 ℃、超声时间 70 min，
分别考察了不同乙醇体积分数（30%、40%、50%、

60%、70%）、超声功率（216、252、288、324、360 W）、

pH（4、5、6、7、8）、液料比（30:1、40:1、50:1、60:1、
70:1、80:1、90:1  mL/g）、超声温度（40、50、60、
70、80 ℃）、超声时间（30、50、70、90、110 min）对超

声辅助提取发酵产物中总酚得率的影响。

 1.2.5   响应面试验设计　根据单因素实验结果，以超

声温度（A）、超声时间（B）、乙醇体积分数（C）、
pH（D）为自变量，发酵产物中总酚得率为响应值，设

计了四因素三水平的响应面优化试验，试验因素水平

见表 1。
  

表 1    Box-Benhnken实验设计因素水平
Table 1    Box-Benhnken experimental design factor level

编码
A：超声
温度（℃）

B：超声
时间（min）

C：乙醇体积
分数（%）

D：pH

−1 60 50 30 4
0 70 70 40 5
1 80 90 50 6

 

 1.2.6   总酚粗提液抗氧化活性研究　将发酵产物与

黄芪渣中的总酚粗提液蒸发浓缩至干，复溶于水，至

浓度为 10 mg/mL。以 VC 为对照，以 IC50 值（自由

基清除率 50%时所对应的样品浓度，mg/mL）判断样

品抗氧化性强弱，IC50 值越高，抗氧化性越弱。

DPPH·清除率的测定方法参考 RIBEIRO等[28]。

取不同浓度的样品溶液和 DPPH各 100 μL于 96孔

板中混合均匀，25 ℃ 室温条件下避光反应 2 min，测
定其在 517 nm处的吸光度。

DPPH自由基清除率(%)＝
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中，A0 为只有 DPPH溶液的吸光度，A1 为
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DPPH和样品混合液的吸光度，A2 为只有样品溶液

的吸光度。

ABTS+·清除率的测定方法参考 KETNAWA
等 [29]。将 40  μL不同浓度的样品溶液与 160  μL
ABTS工作液混合，于室温下反应 20  min后，在

734 nm波长处测定吸光度。

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中，A0 为只有 ABTS工作液的吸光度，A1 为

ABTS工作液和样品混合液的吸光度，A2 为只有样

品溶液的吸光度。

总还原力的测定方法参考 LI等[30]。还原力的

大小与吸光值成正比。取 0.5 mL样品于 5 mL离心

管中，依次加入磷酸缓冲液（pH6.6，0.2  mol/L）和
10 g/L铁氰化钾溶液各 1 mL，50 ℃ 水浴 30 min后，

迅速冷却。再加入 100 g/L三氯乙酸 1 mL，静置

15 min。取上清液 0.5 mL，加 0.5 mL纯水和 100 μL
1 g/L三氯化铁，避光反应 15 min，在 700 nm处测定

吸光度。

 1.2.7   发酵产物中总酚对于 H2O2 诱导 PC12细胞氧

化应激损伤的改善作用　总酚粗提液初步提纯：参

考 XIA等[31] 的提取方法，将黄芪渣与发酵产物中的

总酚粗提液蒸发浓缩，所得浓缩滤液用 6  mol/L
HCl调 pH至 2，抽滤。所得滤液与正己烷按体积比

1:1混合萃取 3次，去掉正己烷相，剩下的水相用等

体积（水相:混合溶剂=1:1）的乙酸乙酯和无水乙醚

混合液（乙酸乙酯:无水乙醚=1:1）混合，萃取 3次，

加入无水硫酸钠，用旋转蒸发仪 40 ℃ 浓缩干燥，最

后加入 1 mL DMSO，0.22 μm过滤除菌。得到提纯

后的总酚，用于后续细胞实验。

细胞毒性检测：参考 HUANG等[32] 方法，探究

不同浓度黄芪渣和发酵产物的总酚对 PC12细胞的

毒性影响。用 CCK8法检测细胞增殖活性，对照组：

只加 DMEM完全培养基培养 24 h；给药组：含不同

浓度黄芪渣和发酵产物的总酚（1、10、100、1000、
10000 μg/mL）的 DMEM完全培养基培养 24 h。

细胞活性检测：参考 WU等[33] 方法，探究不同

浓度的总酚（1、10、100、1000、10000  μg/mL）对
H2O2 诱导 PC12氧化应激损伤细胞的保护作用。

用 CCK8法检测细胞增殖活性。对照组：只加

DMEM完全培养基培养 24 h后，再加入 10 μL PBS
培养 3  h；模型组：加入 DMEM完全培养基培养

24 h后，再加入 10 μL 1000 μmol/L H2O2 培养 3 h。
给药组：含不同浓度黄芪渣和发酵产物的总酚（1、
10、100、1000、10000 μg/mL）完全培养基培养 24 h
后，再加入 10 μL 1000 μmol/L H2O2 培养 3 h。

MDA及 SOD活性测定：对照组：只加 DMEM
完全培养基培养 24 h，再加入 10 μL PBS培养 3 h；
模型组：加入 DMEM完全培养基培养 24 h后，再加

入 200 μL 1000 μmol/L H2O2 培养 3 h；黄芪渣组：含

浓度 100  μg/mL黄芪渣总酚的完全培养基培养

24 h后，再加入 200 μL 1000 μmol/L H2O2 培养 3 h。
发酵产物组：含浓度 100 μg/mL发酵产物总酚的完

全培养基培养 24 h后，再加入 200 μL 1000 μmol/L
H2O2 培养 3 h。

 1.3　数据处理

利用软件 Design-Expert13.0进行试验设计与方

差分析；采用 GraphPad Prism 9.0软件进行 IC50 单

因素差异分析（ANOVA）；采用 Origin 2021软件对

实验数据和结果进行可视化作图处理。所有实验均

重复 3次，实验结果以平均值±标准误差表示。

 2　结果与分析

 2.1　发酵前后活性物质得率比较

为了探究发酵前后黄芪渣和发酵产物中主要活

性物质变化情况，分别对不同组别中总酚、总黄酮、

总多糖、总萜类以及总皂苷得率进行测定。结果显

示，发酵产物中总酚和黄酮得率显著升高（P<0.001，
P<0.05），相比于黄芪渣组分别增加了 106.63%和

27.35%（图 1A、B）。发酵产物中总多糖得率显著下

降（P<0.05），相比于黄芪渣组下降了 31.45%（图 1C）。
猜测发酵产物中总酚得率大量增加的原因可能是蛹

虫草在代谢过程中利用不同活性物质产生的协同效

应[34]。而发酵产物中总多糖得率的下降暗示蛹虫草

通过代谢重组利用多糖碳源，间接促进酚类物质的积

累，具体机制需进一步验证。
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图 1    发酵前后总酚、总黄酮、总多糖、总皂苷
和总萜类得率变化

Fig.1    Changes in total phenolics, total flavonoids, total
polysaccharides, total saponins, and total terpenes before

and after fermentation
注：*、**、***分别表示显著性差异 （P<0.05、P<0.01、P<
0.001）。
 

 2.2　发酵产物中总酚提取工艺的单因素实验

如图 2A所示，发酵产物中总酚得率随乙醇体积
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分数先增加后减少。在乙醇浓度达到 40%之前，随

着乙醇浓度的增加，总酚得率持续增大，且当乙醇浓

度为 40%时，总酚得率最高，但随着乙醇浓度的继续

增加，总酚得率反而下降，这是因为当乙醇浓度过高

时，提取剂极性降低会抑制酚类物质的释放[35]，且乙

醇浓度越高，成本越高。因此最终确定乙醇提取剂的

最适浓度为 40%。

如图 2B所示，超声功率对发酵产物中总酚得率

影响不大，一方面可能是超声波在提取体系中所产生

的空化效应和机械作用加速植物细胞的破碎和酚类

物质的溶出[36]，另一方面超声功率的不断增强，使得

一些杂质过多溶解以及某些酚类物质被降解，以致总

酚得率随功率的变化不大。

如图 2C所示，pH对发酵产物中总酚得率也具

有一定的影响。pH在 4~5范围内，总酚得率随 pH
的增加而显著上升（P<0.05），在 pH到达 5之后开始

下降。酚类物质在偏酸环境下较稳定，不容易氧化。

因此选择 pH为 5为最适酸碱度。

如图 2D所示，发酵产物中总酚得率与液料比之

间呈现出明显的正相关，总酚得率随着液料比的增大

而快速升高后趋于平稳。虽然不断提高液料比有助

于促进酚类物质的溶出，但过高的液料比也会导致提

取饱和。

如图 2E所示，超声温度对发酵产物中总酚得率

影响显著，温度的升高显著提高总酚得率（P<0.05），
当超声温度在 70 ℃ 时，总酚得率达到最大值。但此

温度之后，总酚得率却有所下降。过高的超声温度会

导致酚类物质被分解或氧化，破坏酚类物质的空间结

构[37]，从而导致发酵产物的总酚得率降低。因此

70 ℃ 为最佳超声温度。

如图 2F所示，超声时间也对发酵产物中总酚得

率影响显著，从 30 min至 70 min，总酚得率显著上

升（P<0.05），在 70 min达到最大，之后有所下降。延

长超声时间，发酵产物与提取剂接触更加充分，使得

总酚更加有效释放，因此总酚得率上升，但继续延长

超声时间，会导致酚类物质与空气接触被破坏[38]，导

致总酚得率降低。因此 70 min为最佳超声时间。

综上所述，考虑到液料比的增大虽能够提高总

酚得率，但过大的液料比同样会增加提取成本和能源

消耗，且超声功率对总酚得率的影响不显著，因此本

研究最终选取超声温度、超声时间、乙醇体积分数、

pH这 4个因素为 Box-Behnken响应面法优化提取

试验的影响因素。

 2.3　响应面优化

 2.3.1   响应面试验设计与结果　综合单因素实验结

果，选择超声温度（A）、超声时间（B）、乙醇体积分数

（C）、pH（D）4个因素作为自变量，以总酚得率为响应

值，根据 Box-Benhnken试验设计原理设计响应面试

验优化发酵产物中总酚的提取工艺参数，试验设计及

结果见表 2。对试验结果进行分析与拟合，建立了总

酚得率（Y）与各因素变量之间关系的二次回归方程

模型：总酚得率=6.84+0.3025A+0.0517B−0.5533C−
0.0225D−0.3250AB+0.3700AC+0.0175AD−0.0600
BC−0.060BD+0.0500CD+0.0243A2−0.1819B2−0.4994
C2−0.1082D2。

由表 3的回归方程方差分析可以看出，该回归

模型的 F=7.97，P=0.0002，表明该回归模型极显著

（P<0.01），失拟项 P=0.2186>0.05，表示失拟不显著，

拟合程度好。R2=0.9438，能解释 94.38%的响应值

变化，且 AdjR2 的值为 0.8967，与 R2 差值小于 0.2，
说明模型可信度高，与结果具有良好的一致性。变异

系数 CV=4.01%，表明模型精准度高、可重复。
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图 2    乙醇体积分数、超声功率、pH、液料比、超声温度、超声时间对总酚得率影响

Fig.2    Effects of ethanol volume fraction, utrasonic power, pH, liquid to material ratio, ultrasonic temperature,
and ultrasonic time on total phenolic yield

注：图中不同小写字母表示显著差异（P<0.05）。
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表 3    总酚提取量回归方差分析
Table 3    Regression analysis of variance for total phenol

extraction

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 7.61 14 0.5438 7.97 0.0002 **
A 1.1 1 1.1 16.09 0.0013 **
B 0.032 1 0.032 0.4695 0.5044
C 3.67 1 3.67 53.85 <0.0001 **
D 0.0061 1 0.0061 0.089 0.7698
AB 0.4225 1 0.4225 6.19 0.026 *
AC 0.5476 1 0.5476 8.03 0.0133 *
AD 0.0012 1 0.0012 0.018 0.8953
BC 0.0144 1 0.0144 0.2111 0.653
BD 0.0144 1 0.0144 0.2111 0.653
CD 0.01 1 0.01 0.1466 0.7076
A² 0.0038 1 0.0038 0.0563 0.8159
B² 0.2147 1 0.2147 3.15 0.0978
C² 1.62 1 1.62 23.71 0.0002 **
D² 0.0759 1 0.0759 1.11 0.3094

残差 0.9552 14 0.0682
失拟项 0.8139 10 0.0814 2.3 0.2186
纯误差 0.1413 4 0.0353
总和 8.57 28

R2 0.9438 AdjR2 0.8967 PredR2 0.7726
注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）。

 2.3.2   响应面分析　各交互作用的响应曲面和等高

线如图 3所示。响应曲面和等高线图直观地反映了

两两因素交互作用对发酵产物中总酚得率的影响，响

应曲面的坡度越陡峭、等高线越密集，说明研究因素

对发酵产物中总酚得率的影响越大，等高线图为椭圆

则表明两因素之间存在交互作用，越接近于圆，交互

作用越小。因此图 3中 A与 B的交互作用、A与

C的交互作用对发酵产物中总酚的提取影响较为显

著，其他因素存在交互作用但并不显著。

 2.3.3   最优提取工艺参数的确定　根据模型分析，最

佳提取工艺条件为：超声温度 79.478 ℃、超声时间

58.177 min、乙醇体积分数 38.658%、pH为 5.437，
预测发酵产物总酚得率为 7.237 mg/g。结合实际条

件，最佳提取工艺调整为：超声温度 80 ℃、超声时

间 58 min、乙醇体积分数 38.7%、pH为 5.4。按此

工艺条件进行了 5次平行实验，测得发酵产物中总

酚得率为 7.243±0.19 mg/g，与模型给出的预测值接

近，故模型具有可行性，优化的工艺参数准确可靠。

 2.4　发酵产物中总酚体外抗氧化活性测定

发酵产物和黄芪渣对 DPPH自由基清除率测定

结果如图 4A所示，在实验浓度范围内，黄芪渣和发

酵产物中的总酚对 DPPH自由基的清除能力随浓度

增加而增强，均在 2.5 mg/mL时清除率达到最大，分

别为 64.56%和 94.94%，IC50 值分别为 1.108 mg/mL
和 0.1765 mg/mL，对照品 VC 的 IC50 值为 0.0079 mg/
mL。这表明发酵产物总酚清除 DPPH自由基能力

显著大于黄芪渣组（P<0.001），但都低于 VC。发酵产

物和黄芪渣对 ABTS+自由基清除率测定结果如

图 4B所示，发酵产物中总酚对 ABTS+自由基的清除

率随着浓度增加先增大后趋于平稳，总酚在 1.0 mg/
mL时清除率达到最大，清除率为 89.51%，IC50 值为

 

表 2    响应面设计及结果

Table 2    Response surface design and results

试验号
A 超声
温度

B 超声
时间

C 乙醇
体积分数 D pH

总酚得率
（mg/g）

1 0 0 −1 1 6.64
2 1 1 0 0 5.76
3 0 0 0 0 6.78
4 0 −1 0 1 7.17
5 0 1 0 −1 6.67
6 1 0 1 0 5.32
7 0 0 0 0 5.74
8 0 0 −1 −1 6.97
9 0 0 0 0 6.37
10 −1 1 0 0 7.04
11 −1 −1 0 0 6.88
12 0 0 1 −1 6.98
13 0 1 1 0 6.93
14 0 0 1 1 6.54
15 1 0 0 1 7.00
16 0 0 0 0 6.60
17 0 −1 −1 0 6.40
18 0 0 0 0 5.62
19 −1 0 1 0 6.21
20 0 −1 0 −1 6.69
21 −1 0 0 1 6.45
22 −1 0 0 −1 5.65
23 1 −1 0 0 6.48
24 1 0 0 −1 5.22
25 1 0 −1 0 6.75
26 0 1 0 1 7.23
27 0 −1 1 0 6.69
28 −1 0 −1 0 6.58
29 0 1 −1 0 6.81
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图 3    发酵产物中总酚提取变量及其相互作用的响应面图

Fig.3    Response surface plot of total phenolics extraction
variables and their interactions in fermentation products
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0.3371 mg/mL。而黄芪渣中总酚对 ABTS+自由基的

清除率则线性增加，在 2.5 mg/mL时达到最大，清除

率为 59.54%，IC50 值为 2.022 mg/mL。结果表明，发

酵产物总酚对 ABTS+自由基的清除能力显著高于黄

芪渣（P<0.001），但低于 VC（IC50 值为 0.01823 mg/

mL）。发酵产物和黄芪渣的总还原力测定结果如

图 4C所示，黄芪渣和发酵产物中总酚的还原力随浓

度增加而上升，均在 10 mg/mL时达到最大，吸光度

分别为 1.032和 2.046，表明发酵产物中总酚的还原

力显著大于黄芪渣组（P<0.001），但低于 VC（0.5 mg/

mL时吸光度为 2.250）。

发酵产物中总酚无论在对 DPPH和 ABTS+自

由基的清除率还是总还原力方面均显著高于黄芪渣

组（P<0.001），这可能是由于发酵过程中受蛹虫草相

关代谢途径的影响，其他物质转化成为酚类物质，导

致总酚含量和种类的改变，提高了发酵产物中总酚的

抗氧化活性[39]。

 2.5　发酵产物总酚对神经细胞氧化损伤的保护作用

PC12细胞是大鼠肾上腺瘤嗜铬细胞瘤的细胞

系，常被用作构建氧化应激损伤模型，在神经科学和

相关研究领域中具有广泛的应用[40−41]。如图 5A、

B所示，与对照组相比，黄芪渣和发酵产物中总酚浓

度在 1、10、100、1000、10000 μg/mL时对 PC12细

胞均无毒性，且黄芪渣和发酵产物分别在 10000 μg/

mL和 1000、10000 μg/mL显著促进了 PC12细胞的

增殖 （ P<0.01， P<0.01， P<0.001）。在 H2O2 诱导

PC12细胞造成氧化应激损伤模型中，与模型组相比，

黄芪渣（图 5C）中总酚浓度在 1、10、100、1000 μg/

mL对细胞存活率无显著影响，但当浓度达到

10000 μg/mL时，可能是高浓度改变培养基的渗透

压，细胞存活率显著降低（P<0.001），而发酵产物

（图 5D）中总酚浓度在 10、100、1000、10000 μg/mL

时显著提高了细胞存活率（P<0.05，P<0.01，P<0.001，

P<0.01）。这些结果表明，发酵产物中总酚对氧化应

激损伤的 PC12细胞的保护作用显著优于黄芪渣组。

 2.6　发酵产物总酚对 H2O2 损伤 PC12细胞氧化应激

相关指标的影响

MDA是脂质过氧化物的产物，是反映机体抗氧

化潜能的重要参数[42−43]，SOD是细胞内部抗氧化防

线的关键酶之一，可消除在氧化应激状态下产生的过

量自由基，防止自由基对细胞造成损伤，因此 MDA

和 SOD是反映机体氧化应激程度的重要指标[42−45]。

如表 4所示，模型组与对照组相比，MDA水平显著

上升（P<0.05），SOD活性显著下降（P<0.05）。发酵

产物组与模型组相比，MDA水平显著下降（P<

0.05），SOD活性显著上升（P<0.05），而黄芪渣组与

模型组相比，MDA水平与 SOD活性没有表现出显

著差异。这些结果表明发酵产物中的总酚相比黄芪

渣组，可以显著减轻氧化应激的程度，修复氧化损伤，

从而提高细胞的存活率。

 

VC浓度 (mg/mL)
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

VC浓度 (mg/mL)
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

VC浓度 (mg/mL)
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

100

80

60

40

20

0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

D
PP

H
自

由
基

清
除

率
 (%

)

100

80

60

40

20

0

A
B

TS
+ 自

由
基

清
除

率
 (%

)

A B C

黄芪渣和发酵产物的浓度 (mg/mL)
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

黄芪渣和发酵产物的浓度 (mg/mL) 黄芪渣和发酵产物的浓度 (mg/mL)

***

VC

黄芪渣
发酵产物

***
***

0 2 4 6 8 10 12

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

还
原

力

VC

黄芪渣
发酵产物

VC

黄芪渣
发酵产物

图 4    体外抗氧化能力测定

Fig.4    Determination of in vitro antioxidant capacity
注：*、**、***分别表示黄芪渣和发酵产物的显著性差异（P<0.05、P<0.01、P<0.001）。
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图 5    黄芪渣和发酵产物中的总酚对 PC12细胞存活率的影响

Fig.5    Effect of total phenolics of Astragalus residue and fermentation products on the survival rate of PC12 cells
注：A：黄芪渣总酚对 PC12细胞存活率的影响；B：发酵产物总酚对 PC12细胞存活率的影响；C：黄芪渣总酚对 H2O2 诱导后
PC12细胞存活率影响；D：发酵产物总酚对 H2O2 诱导后 PC12细胞存活率影响；*、**、***分别表示总酚组与空白组（A、B）和总
酚组与模型组（C、D）显著性差异（P<0.05、P<0.01、P<0.001）；#、##、###分别表示模型组与空白组（C、D）显著性差异（P<0.05、
P<0.01、P<0.001）。

第  46 卷  第  19 期 胡理运 ，等： 蛹虫草-黄芪渣发酵产物总酚提取工艺优化及抗氧化活性 · 257 · 



 3　结论
本研究利用蛹虫草对黄芪渣进行固态发酵，系

统研究了发酵前后总多糖、总黄酮、总萜类、总皂苷

和总酚等活性物质得率的变化，相比黄芪渣组，研究

发现发酵产物中的总酚得率显著提高（P<0.001），说
明蛹虫草利用黄芪渣作为培养基质可能在发酵过程

中利用或分解了原药渣中的其他活性物质，转化合成

了酚类物质。在此基础上，对发酵产物中总酚提取进

行了工艺优化，得到最佳提取工艺条件为：超声温度

80 ℃、超声时间 58 min、乙醇体积分数 38.7%、pH
为 5.4。在此条件下总酚得率为 7.243±0.19 mg/g，与
模型给出的预测值 7.237 mg/g接近，优化的工艺参

数准确可靠。此外，抗氧化实验表明，发酵产物中总

酚的体外抗氧化能力显著优于黄芪渣组（P<0.001）。
在 H2O2 诱导的 PC12细胞氧化应激实验中，发酵产

物中的总酚相较于黄芪渣组在 10、100、1000、
10000 μg/mL浓度范围内显著提高了细胞存活率

（P<0.05，P<0.01，P<0.001，P<0.01），经进一步分析发

现发酵产物总酚导致 MDA水平降低，SOD活性升

高，说明发酵产物中的总酚具有良好的抗氧化和细胞

修复作用。本研究为蛹虫草和黄芪渣的综合开发利

用提供了新的思路，为后续在食品领域进一步深入研

究与利用提供理论依据。
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表 4    各组细胞中MDA水平和 SOD活性
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注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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