
从 340～ 520 nm扫描 ,其最大吸收峰位于 415 nm ,

与文献报道相同 [2 ]。

4. 5　标准曲线的制备: 精密吸取对照液 0, 2. 0,

3. 0, 4. 0, 5. 0, 6. 0 mL分别置分液漏斗中 ,各加氯仿

至 20 mL,再加入 10 mL pH( 6. 0± 0. 1)溴甲酚绿溶

液充分振摇 ,静置 1 h ,氯仿层滤于 25 m L量瓶中 ,

并加氯仿至刻度 ,于 415 nm处以不加对照品管为

空白 ,测定吸光度 ,求得回归方程 Y= 1. 178 3X -

0. 044 2, r = 0. 998 7,乌头碱含量在 0. 164 8～

0. 494 4 mg其吸光度与乌头碱的量呈良好的线性

关系。

4. 6　回收率试验:精密量取双乌止痛酊约 2. 5 mL,

加入乌头碱对照品约 1. 2 mg ,精密称定 ,按供试品

溶液的制备及含量测定方法测定 ,结果平均回收率

为 97. 19% , RSD= 1. 3% (n= 3)。

4. 7　样品总生物碱含量测定: 精密量取对照液、供

试品溶液与阴性对照品液各 20 mL,分别置分液漏

斗 , 4. 5项下“各加……”依法操作 ,以阴性对照为空

白 ,测定吸光度 ,结果见表 1。
表 1　双乌止痛酊中乌头碱的含量测定 (n= 5)

批　号 乌头碱 ( mg /m L) R SD (% )

1 0. 295 3. 12

2 0. 267 2. 45

3 0. 272 1. 67

5　讨论

5. 1　本品中含有制川乌、制草乌 ,其生药含量为

20% ,按每次用量 2～ 3 m L计 ,一日用量约 10 mL,

相当生药 2 g ,与该药的内服剂量相当 ( 1. 5～ 3 g )。

生川乌、生草乌中的毒性成分是乌头碱 ,人口服

的中毒剂量 3～ 5 mg ,生药中含量分别为 0. 425% 、

0. 599% ,但经炮炙后 ,水解成苯甲酰乌头原碱和乌

头原碱 ,其毒性大大下降 ,前者仅为乌头碱的 1 /50～

1 /200,后者仅为 1 /2 000,因此 ,炮炙后的制川乌、制

草乌已不属毒性中药 ,但由于其药材来源不同 ,炮炙

的程度不同 ,而使乌头碱含量不同 ,为保证用药安

全 ,本品对乌头碱作限量检查 ,其最高限量若以对照

品 10μL作标准 ,仅为人口服中毒剂量的 1 /20。 并

且本品仅作为外用制剂 ,应比较安全。

5. 2　本品以乌头碱作出了对照品进行总生物碱的

含量测定 ,因处方中除含有制川乌、制草乌外 ,还含

有延胡索和川芎 ,经分析 ,川草乌中的生物碱占

63% ,延胡索中的生物碱占 36% ,川芎仅含 0. 33% ,

故总碱以乌头碱作对照 ,用酸性染料比色法测定是

可供质量控制参考。
参考文献:
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冬虫夏草多糖提取工艺的优化

余晓斌1 ,罗长才1 ,缪　静 2 

( 1. 江南大学生物工程学院 教育部工业微生物重点实验室 ,江苏 无锡　 214036; 2. 烟台师范学院 生物技术科学与技术系 ,

山东 烟台　 264025)

　　自从日本学者千原进行多糖研究以来 ,从一些

真菌中提取生物活性物质 ,尤其是真菌多糖成了人

们的研究热点
[1 ]
。据药理学及临床研究表明 ,冬虫夏

草多糖可以增强免疫力、抗肿瘤及降血糖等 [2～ 4 ]。随

着人们保健意识的增强 ,对于虫草多糖的研究及开

发也日益升温 ,但由于天然冬虫夏草资源的稀少 ,为

解决严重的供需矛盾 ,人们采用液体深层培养法来

生产虫草菌丝体 ,以替代天然冬虫夏草 [5 ]。在虫草多

糖的生产过程中 ,涉及到虫草多糖的提取问题 ,为使

虫草多糖提取的质和量达到最佳化 ,本实验采用常

用的乙醇沉析法从乙醇添加量、 pH值及时间 3个因

素对虫草多糖的提取进行了优化 ,利用 SAS分析软

件得出了回归方程 ,并进行了响应面分析 ,从而得出

了虫草多糖的最佳提取工艺。

1　材料与方法

1. 1　实验材料:冬虫夏草菌 Cordyceps sinensis供试

菌种 CS2(自编号 ) ,通过大量筛选获得。 取自 CS2

在 25 L罐培养后的发酵液 ,然后将此发酵液进行减
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压浓缩至原体积的 1 /5,用 Severg法脱蛋白
[6 ]

,离

心 ,取上清液备用。

1. 2　实验设计:通过调节乙醇添加量、 pH值及时

间 3个因素 ,根据 Box-Benhnken的中心组合设计

原理 ,设计了 3因素 3水平的响应面分析实验 [7 ] ,共

有 15个实验点 ,其中 12个为析因点 , 3个为零点 ,

以估计误差。 实验因素与水平的选取见表 1。
表 1　因素与水平的取值表

水平
因　　素

X1乙醇 /浓缩液 ( V /V ) X2沉淀时间 ( h) X 3 pH值

+ 1 5 15 8

0 3 10 6

- 1 1 5 4

1. 3　实验方法: 多糖测定: 采用干重法 ,将乙醇沉淀

下来的虫草多糖过滤并烘干至恒重称量。 响应面分

析: 实验重复 3次 ,所得的多糖量采用平均值 ,用

SAS-RSREG( Response surface reg ression)程序进

行分析。

2　结果与讨论

2. 1　回归方程的建立及分析: 响应面分析 ( Re-

sponse surface analysis)能以最经济的方式 (如用很

少的实验次数和时间 )对实验进行全面、科学的研究 ,

并取得明确的、有目的的结论。根据表 1对实验因素

与水平的设计 ,采用不同的乙醇添加量、 pH值及沉析

时间 ,进行了 15次实验 ,各因素安排及结果见表 2。
表 2　响应面分析实验结果

编　号 X1 X 2 X3 沉析多糖量 ( g /L)

　　 1 　　 - 1 　　 - 1 　　 0 　　　 2. 4

2 - 1 0 - 1 1. 2

3 - 1 0 + 1 2. 8

4 - 1 + 1 0 2. 6

5 0 - 1 - 1 8. 6

6 0 - 1 + 1 10. 1

7 0 + 1 - 1 8. 2

8 0 + 1 + 1 10. 9

9 + 1 - 1 0 9. 7

10 + 1 0 - 1 8. 3

11 + 1 0 + 1 9. 8

12 + 1 + 1 0 9. 0

13 0 0 0 10. 0

14 0 0 0 10. 5

15 0 0 0 10. 3

　　由表 2中的数据 ,采用 SAS-RSREG程序回归

拟合得出回归方程:

Y = 10. 267+ 3. 478X1 - 0. 012 5X 2+ 0. 913

X 3- 4. 133X
2
1- 0. 208X

2
2- 0. 608X

2
3- 0. 225X 1 X 2-

0. 025X 1X 3+ 0. 30X 2X 3

　　对回归方程作显著性检验和方差分析 ,见表 3。

对回归模型进一步分析和计算可以发现:回归

模型的 F值 (= 195)大于 F0. 01 ( 9, 5) ,线性相关系数

达到了 0. 998,说明方程的因变量与全部自变量之

间的线性关系很显著 ,方程的失拟性很小 ,所以用

SAS程序拟合得到的回归模型有较好的代表性 ,从

而可用回归方程对实验进行分析和预测。另外 ,从表

中可以看出 ,方程的一次项及二次项对响应值的影

响显著 ,而交互项的影响不显著。
表 3　回归方程的显著性检验及方差分析

方差来源 自由度 平方和 平均平方和 F 显著性

一次项 　　 3 103. 27 　 34. 42 431. 2 < 0. 01

二次项 3 63. 46 21. 15 265. 0 < 0. 01

交互项 3 0. 57 0. 19 2. 359

失拟项 3 0. 27 0. 09 1. 434

误差　 2 0. 13 0. 07

总和　 14 167. 70

线性相关系数 0. 998

　　 F0. 05 ( 3, 2)= 19. 16, F 0. 01( 3, 2)= 99. 17,F 0. 01 ( 9, 5)= 10. 2

2. 2　虫草多糖提取工艺的优化:在用 SAS-RSREG

程序计算出回归方程中各系数的基础上 ,以虫草多

糖沉析量回归模型进行数学分析 ,即对模型方程求

偏导 ,并令其等于零 ,可得到曲面的最大点 ,结果: 乙

醇 /发酵液 ( V /V )为 3. 8∶ 1,醇析时间为 11. 7 h, pH

值为 7. 65,虫草多糖醇析量为 11. 35 g /L发酵液。

为了进一步验证虫草多糖最优的提取工艺 ,采

用上述条件即乙醇添加量为 3. 8倍体积、沉析时间

为 12 h、 pH值为 7. 65进行了实验 ,结果虫草多糖

的沉析量达到了 11. 36 g /L,优化效果显著。

通过实验 ,发现在虫草多糖的沉析过程中 ,乙醇

添加量对多糖沉析的影响最大 ,其次是 pH值 ,且当

pH值为 7. 65时沉淀量最大 ,这可能是虫草多糖分

子带电荷有关 ,所以可以通过调整乙醇添加量、沉析

时间及 pH使虫草多糖的沉析达到最佳化。

在响应面分析的基础上 ,采用回归模型进行计

算 ,可以预测虫草多糖的提取量 ,并得到虫草多糖提

取的优化工艺 ,这为以后虫草多糖的提取打下了

基础。　
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