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摘要：旨在优化苜蓿皂苷的发酵和超声提取工艺。选用酿酒酵母、枯草芽孢杆菌和干酪乳杆菌为发酵菌株，在单因

素试验中比较 3 种单菌及 1∶1∶1 复合菌的发酵效果，系统分析发酵时间（24、48、72、96 h）、葡萄糖添加量（0. 05、
0. 10、0. 15、0. 20 g）、发酵料液比［1∶0. 8、1∶1. 2、1∶1. 6、1∶2. 0 （g∶mL）］和菌液添加量（0. 04、0. 06、0. 08、0. 10 mL）
对皂苷得率的影响，并评估菌型与发酵参数的交互作用，每个处理设 3 个独立重复。基于结果筛选出最优菌型及关

键发酵参数，采用 Box-Behnken 响应面法优化发酵工艺，并通过 3 次独立验证试验评估模型的拟合度与可重复性。

进一步以最优发酵产物为原料，考察超声时间（45、60、75、90 min）、超声料液比（1∶10、1∶20、1∶30、1∶40）和超声温度

（25、37、49、61 ℃）对皂苷得率的影响，分析超声参数与菌型的交互效应，建立响应面模型并优化提取工艺。结果表

明：3 种菌 1∶1∶1 组合发酵效果优于单菌发酵（P<0. 05），最优发酵条件为料液比 1∶1. 27、发酵时间 50. 3 h、菌添加量

0. 062 mL，皂苷得率为 11. 68%；在发酵联合超声条件（料液比 1∶23. 1、超声时间 72. 7 min、超声温度 47. 3 ℃）下，皂

苷得率提升至 13. 87%，较对照组提高 98. 4%（P<0. 05）。本研究构建了高效、绿色的发酵-超声协同提取工艺，为

苜蓿皂苷的高效提取与后续高值化开发提供了技术支持。
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（Medicago sativa） saponins.  Saccharomyces cerevisiae， Bacillus subtilis， and Lactobacillus casei were selected as 
fermentation strains for testing.  Single-factor experiments were conducted to compare three single strains and their 1∶
1∶1 mixed culture fermentation， and to systematically evaluate the influence of fermentation time （24， 48， 72， and 
96 hours）， glucose addition （0. 05， 0. 10， 0. 15， and 0. 20 g per g of alfalfa powder）， fermentation solid-to-liquid 
ratio ［1∶0. 8， 1∶1. 2， 1∶1. 6， and 1∶2. 0  （g∶mL）］， and strain inoculum volume （0. 04， 0. 06， 0. 08， and 0. 10 mL） 
on the saponin yield.  The interactions between strain type and fermentation parameters were also assessed， with 
three independent replicates for each treatment.  Based on the results， the optimal strain type combination and key 
fermentation parameters were determined， and a Box-Behnken design （BBD） was applied to further optimize the 
fermentation conditions.  Model fit and reproducibility were evaluated through three independent validation 
experiments.  Furthermore， using the optimal fermented product as the raw material， the effects of ultrasonication 
time （45， 60， 75， and 90 min）， ultrasonication solid-to-liquid ratio （1∶10， 1∶20， 1∶30， and 1∶40）， and 
ultrasonication temperature （25， 37， 49， and 61 ℃） on saponin yield were investigated.  The interactions between 
ultrasonication parameters and strain type were analyzed， and BBD was employed to optimize the extraction process.  
The results showed that the 1∶1∶1 mixed-culture fermentation achieved a significantly higher saponin yield than 
single-strain fermentation （P<0. 05）.  The optimal fermentation conditions were a solid-to-liquid ratio of 1∶1. 27， a 
fermentation time of 50. 3 hours， and a strain inoculation volume of 0. 062 mL.  Under this regime the saponin yield 
was 11. 68%.  Under the combined fermentation and ultrasound-assisted extraction conditions （solid-to-liquid ratio 1∶
23. 1， ultrasonication time 72. 7 min， and temperature 47. 3 ℃）， the saponin yield increased to 13. 87%， which was 
98. 4% higher than that of the control （P<0. 05）.  This study developed an efficient and eco-friendly fermentation-

ultrasound synergistic extraction process， providing technical support for the efficient extraction and subsequent high-

value utilization of alfalfa saponins.
Key words： alfalfa saponins； probiotic fermentation； ultrasonic extraction； process optimization； bioactive 
components

紫花苜蓿（Medicago sativa）是一种多年生豆科牧草，因其蛋白质含量高、适口性好、适应性广，被誉为“牧草

之王”［1-2］。除营养价值高、营养成分种类齐全外，苜蓿还富含多种生物活性物质，如皂苷、黄酮、多糖等［2］。苜蓿

皂苷是苜蓿中一种重要的三萜类次生代谢产物，广泛分布于植物体各组织中，平均总含量约为 2. 0%~2. 2%［3］。

研究表明，苜蓿皂苷具有抗菌、抗炎、抗氧化、免疫调节等多种生物学功能［4-6］，在畜禽饲料中添加可有效提升动物

生产性能、改善肉蛋品质和肠道健康，在绿色饲料添加剂开发中具有广阔的应用前景［7-10］。目前，苜蓿皂苷提取

主要采用有机溶剂提取、正丁醇分级提取及物理辅助技术（如超声、微波）［11-12］。然而，皂苷分子多包裹于细胞壁

木质素网络中，木质素结构复杂且难降解，传统方法往往存在提取效率低、能耗高、溶剂残留及环境负担大等问

题，限制了其工业化应用［13］。因此，开发绿色、高效的提取工艺已成为研究热点。

微生物发酵技术近年来被广泛应用于植物活性成分的提取与高值化利用，具有绿色环保、能耗低、工艺可调

等优势［14］。在发酵过程中，益生菌可分泌多种细胞壁降解相关酶，协同破坏细胞壁结构，促进皂苷等活性成分的

释放与转化，从而提高提取率和生物利用度［15-16］。不同菌种在代谢产物和酶系组成上存在差异，决定了其对发酵

效果的贡献。枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）可分泌多种胞外水解酶（如纤维素酶、半纤维素酶、淀粉酶和蛋白

酶），有效降解植物细胞壁，打破细胞屏障并协同切断皂苷糖苷键，促进细胞内皂苷的释放与游离化［17-18］。干酪乳

杆菌（Lactobacillus casei）通过乳酸发酵产生有机酸，降低体系 pH 值，在抑制杂菌生长的同时，减少外源酶对皂苷

的破坏，改善发酵环境稳定性并有助于活性成分的保持［19-20］。酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）具有较强的协

同发酵能力，其分泌的 β-葡萄糖苷酶和转移酶可催化 β-葡萄糖苷键断裂，促进皂苷糖链逐步水解或糖基转移，实

现皂苷分子结构的修饰与活性提升［21-22］。因此，将 3 种菌株联合应用，可在理论上通过“细胞壁破坏-糖苷键切
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断-环境稳定”三重途径实现协同增效，兼顾皂苷的释放、转化与稳定。与此同时，超声辅助提取技术依托空化和

剪切等物理效应，可加速细胞破裂和目标成分释放，已被广泛证明可显著提升植物活性物质的提取效率［23-24］。研

究表明，微生物发酵联合超声辅助提取技术可实现植物活性成分的协同增效提取［25-26］，但针对苜蓿皂苷的系统性

研究尚不多见。

基于上述背景，本研究以枯草芽孢杆菌、干酪乳杆菌和酿酒酵母为发酵菌株，利用其在细胞壁降解、体系酸化

及皂苷糖苷键转化方面的互补特性，构建复合发酵体系。结合超声辅助提取技术，系统评估复合菌发酵-超声协

同作用对苜蓿皂苷提取效率的影响，优化关键工艺参数，明确协同工艺的可行性与增效性。研究旨在建立一种高

效、绿色的苜蓿皂苷提取工艺，为苜蓿皂苷的高效提取与后续高值化开发提供理论依据与技术支持，推动其在饲

料添加剂、功能食品及医药等领域的应用。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

本研究于 2024 年在河南省草地资源创新与利用重点实验室开展，苜蓿草粉由河南农业大学原阳科教园区苜

蓿基地（114°57′11″ E，35°06′24″ N）提供，其主要营养成分含量为（%）：干物质 93. 6、粗蛋白质 24. 3、粗脂肪 2. 5、
粗灰分 11. 6、中性洗涤纤维 25. 3、酸性洗涤纤维 21. 7。试验菌株：酿酒酵母（S.  cerevisiae. S117 分离株）、枯草芽

孢杆菌（B.  subtilis. B117 分离株）和干酪乳杆菌（L.  casei. L117 分离株），均为本实验室保存的高活性菌株。

1. 2　发酵菌液制备

分别采用 LB 培养基（Luria-Bertani medium：每 100 mL 加入 NaCl 1. 00 g，蛋白胨 1. 00 g，酵母膏 0. 50 g），

YPD 培养基（yeast extract-peptone-dextrose medium：每 100 mL 加入蛋白胨 2. 00 g，葡萄糖 2. 00 g，酵母膏 1. 00 g）
和 MRS 培养基（De Man， rogos and sharpe medium：每 100 mL 加入葡萄糖 2. 00 g，乙酸钠 0. 75 g，蛋白胨 1. 50 g，
硫酸镁 0. 03 g，牛肉膏 1. 50 g，柠檬酸铵 0. 20 g，酵母膏 0. 75 g，磷酸氢二钾 0. 20 g）。固体培养基每 100 mL 多添

加 2 g 的琼脂粉，121 ℃高压灭菌 20 min 后用于培养枯草芽孢杆菌、酿酒酵母及干酪乳杆菌［27］。使用无菌接种环

从对应种属的固体平板挑取单菌落，接种于 5 mL 相应液体培养基中，在 37 ℃、200 r·min-1条件下摇床培养 12 h。
随后，分别按 2%（v/v）接种量将酿酒酵母和枯草芽孢杆菌接入三角瓶液体培养基（装液比 20%，v/v）并继续培养

12 h（200 r·min-1）；将干酪乳杆菌以 2%（v/v）接种至三角瓶液体培养基（装液比 90%，v/v），于 37 ℃静置培养 12 
h。培养结束测定菌液浊度，并调整活菌浓度至（1×10⁸）~（8×10⁸） cfu·mL-1，分装后于 4 ℃冷藏备用。

1. 3　构建皂苷标准曲线

以齐墩果酸（≥98%，北京索莱宝科技有限公司）为对照品，采用香草醛-高氯酸显色法测定苜蓿皂苷含

量［28］。在该方法基础上，根据试验条件进行了适当调整：于 560 nm 波长下使用酶标仪［赛默飞世尔科技（中国）有

限公司］测定吸光度。以浓度为横坐标（X），吸光度为纵坐标（Y）绘制齐墩果酸标准曲线，回归方程为 Y=
26. 176X+0. 035（R2=0. 9991），据此计算样品皂苷得率。

1. 4　发酵参数优化

取 1. 00 g 预先过 0. 3 mm 筛处理的苜蓿草粉，置于烧杯中，121 ℃高压灭菌 20 min 后备用。以发酵温度

37 ℃、发酵时间 48 h、发酵料液比 1∶1. 2（g∶mL）、菌添加量 0. 06 mL、葡萄糖添加量 0. 10 g 为基础条件，对照以等

体积无菌蒸馏水替代菌液以保持料液比一致。在单因素试验中，设置 4 种菌型：3 种单菌（酿酒酵母、枯草芽孢杆

菌、干酪乳杆菌）及其 1∶1∶1 复合菌，考察 4 个发酵参数对皂苷得率的影响。每个发酵参数设 4 个水平：发酵时间

（24、48、72 和 96 h）、葡萄糖添加量（0. 05、0. 10、0. 15 和 0. 20 g）、发酵料液比（1∶0. 8、1∶1. 2、1∶1. 6 和 1∶2. 0）和菌

添加量（0. 04、0. 06、0. 08 和 0. 10 mL），每个水平设 3 个独立重复，每个样品测定 2 次，取平均值作为最终结果，用

于分析菌型和发酵参数对苜蓿皂苷得率的影响，并评估两者之间的交互作用。基于单因素试验结果，筛选出显著

影响皂苷得率的最优菌型与发酵参数，采用 Box-Behnken 响应面优化试验（Box-Behnken design， BBD），建立回

归模型并预测最优工艺条件。在模型预测条件下，进行 3 次独立验证试验，计算平均值及标准差，评估模型拟合

度及工艺的稳定性和可重复性，确定苜蓿皂苷发酵提取的最优工艺参数。
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1. 5　超声参数优化

取各菌型在最优发酵条件下制得的发酵苜蓿草粉样品各 1. 00 g，置于烧杯中。以 40%（v/v）乙醇为提取溶

剂，超声时间 45 min、超声料液比 1∶20（g∶mL）、超声功率 100 W、超声温度 37 ℃为基础条件进行超声辅助提取。

对照组为未发酵苜蓿草粉，在相同条件下处理。在单因素试验中，分别考察超声时间（45、60、75 和 90 min）、超声

料液比（1∶10、1∶20、1∶30 和 1∶40）和超声温度（25、37、49 和 61 ℃）3 个因素对皂苷得率的影响。在各因素试验中

同步设置 4 种菌型发酵样品及未发酵对照，以评估超声参数、菌型及其交互作用。每个处理设 3 个独立重复，每个

样品测定 2 次，取平均值作为最终结果。基于单因素试验结果，筛选出显著影响皂苷得率的最优菌型与超声参

数，进一步采用响应面法优化提取工艺，建立回归模型并进行方差分析。最终在模型预测的最优条件下进行 3 次

独立验证试验，计算平均值及标准差，评估模型拟合度及工艺的稳定性和可重复性。

1. 6　皂苷得率的测定

取 1. 00 g 发酵后的苜蓿草粉（对照不加菌液），加 20 mL 40%（v/v）乙醇，于超声清洗仪（宁波新芝生物科技

股份有限公司）37 ℃、功率 50% 条件下超声提取 45 min，抽滤，得滤液。取 0. 2 mL 滤液于 10 mL 具塞试管，按标

准曲线方法进行显色反应［28］，测定其吸光度值，依据标准曲线回归方程计算苜蓿皂苷得率。

皂苷得率 (% )= C ×V × n
m

× 100

式中：C 为超声提取后所得皂苷的质量浓度，mg·mL-1；V 为抽滤后的滤液体积，mL；m 为发酵后的苜蓿草粉质

量，mg；n 为稀释倍数。

超声优化试验中皂苷得率的测定方法与上述步骤一致，取不同超声处理条件下的滤液 0. 2 mL，进行显色反

应并测定吸光度，按相同计算公式计算皂苷得率。

1. 7　数据统计分析

采用 Excel 2021 整理试验数据，利用 SPSS 26. 0 软件进行统计分析。通过单因素和双因素方差分析评估菌

种类型、发酵参数、超声参数及其交互作用对皂苷得率的影响，组间差异用 Duncan 多重比较法进行显著性检验。

结果以“平均值±标准误”［mean±standard error of the mean （SEM）］表示，P<0. 05 表示差异显著，P>0. 05 表示

差异不显著。图表的绘制均通过 Origin 2021 软件完成。

2　结果与分析

2. 1　发酵参数优化

2. 1. 1　发酵时间　  由图 1 可知，菌种类型和发酵时

间对苜蓿皂苷得率有极显著影响（P<0. 001），且两者

之间存在极显著的交互作用（P<0. 001）。与未加菌

对照相比，单菌与复合菌在 48 和 72 h 均显著提高皂苷

得率（P<0. 05），且以复合菌发酵效果最佳。随着发

酵时间延长，皂苷得率呈先升高后降低的趋势，48 h 发

酵效果最优（P<0. 05）。因此，确定复合菌发酵 48 h
为最佳条件，并将 24、48 和 72 h 作为发酵时间因素纳

入响应面优化。

2. 1. 2　发酵料液比　  与发酵时间的结果一致（图

2），菌种类型和料液比对苜蓿皂苷得率同样具有极显

著影响（P<0. 001），且两者存在极显著交互作用（P<
0. 001）。与对照组相比，除料液比 1∶0. 8 与 1∶2. 0 外，

3 种菌复合发酵均表现最佳（P<0. 05）。随着料液比

增大，皂苷得率呈先增加后降低趋势，料液比 1∶1. 2 时

图 1　菌种类型和发酵时间对苜蓿皂苷得率的影响

Fig. 1　Effects of strain type and fermentation time on alfalfa 
saponin yield
M： 菌种类型 Strain type； T： 发酵时间 Fermentation time. ***： P<
0.001. 相同处理下，小写字母不同表示不同菌种类型间差异显著（P<
0.05）。 下 同 。 Within the same treatment， different lowercase letters 
indicate significant differences among strain types （P<0.05）. The same 
below.
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提取效果最优（P<0. 05）。因此，确定复合菌发酵、料

液比 1∶1. 2 为最佳组合，并进一步选择料液比 1∶0. 8、
1∶1. 2 和 1∶1. 6 作为响应面试验的考察水平。

2. 1. 3　菌添加量　  如图 3 所示，菌种类型和菌添加

量对皂苷得率均呈极显著影响（P<0. 001），二者之间

存在极显著的交互作用（P<0. 001）。在菌添加量为

0. 04~0. 06 mL 区间内，菌量偏低可能导致发酵启动

缓慢、微生物活性不足，影响皂苷释放；而当菌添加量

超过 0. 06 mL，菌量过高易引发营养竞争、代谢产物

积累，进而抑制菌体增殖及细胞壁降解能力，导致提

取效率下降。复合菌发酵、菌添加量为 0. 06 mL 时苜

蓿皂苷得率达到最高水平（P<0. 05）。因此，后续响

应面优化试验选定菌添加量为 0. 04、0. 06 和 0. 08 mL
作为考察梯度。

2. 1. 4　葡萄糖添加量　  由图 4 可知，菌种类型和葡萄糖添加量对皂苷得率均有极显著影响（P<0. 01），且两者

存在显著的交互作用（P<0. 05）。经单菌或复合菌发酵处理后，皂苷得率均显著高于对照组（P<0. 05），但不同发

酵处理组之间差异不显著（P>0. 05）。考虑到该因素对优化空间贡献有限，未将其纳入后续响应面优化试验。

2. 1. 5　Box-Behnken 响应面分析　  根据单因素试验结果，筛选出料液比（A）、发酵时间（B）和菌添加量（C）为

影响皂苷得率的关键因素，并确定其最优范围。进一步采用 Box-Behnken 响应面设计（表 1），以皂苷得率为响应

值，优化发酵工艺参数。采用 Design-Expert 13 软件对表 2 中的数据进行多元回归分析，得到二次多元回归方程：

Y=11. 67+0. 4303A+0. 3721B+0. 1210C-0. 1418AB+0. 3864AC-0. 2259BC-0. 5923A2-0. 2040B2-0. 4436C2。

方差分析结果显示（表  3），模型决定系数为 R²=0. 9843，调整后 R²Adj=0. 9640，表明模型拟合良好、预测性能

较强。模型整体显著（P<0. 0001），且失拟项不显著（P=0. 0862），进一步验证了模型的可靠性。各因素中，料液

比、发酵时间及其二次项对皂苷得率均表现为显著影响（P<0. 05），响应关系呈非线性趋势。因素影响顺序为：

料液比>发酵时间>菌添加量。

图 2　菌种类型和发酵料液比对苜蓿皂苷得率的影响

Fig. 2　Effects of strain type and fermentation solid-to-liquid 
ratio on alfalfa saponin yield
S： 发酵料液比 Fermentation solid-to-liquid ratio.

图 3　菌种类型和菌添加量对苜蓿皂苷得率的影响

Fig. 3　Effects of strain type and inoculum volume on alfalfa 
saponin yield
Q： 菌种添加量 Strain inoculum volume.

图 4　菌种类型和葡萄糖添加量对苜蓿皂苷得率的影响

Fig. 4　Effects of strain type and glucose addition amount on 
alfalfa saponin yield
G： 葡萄糖添加量 Glucose addition amount. *： P<0.05； **： P<0.01.
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根据回归方程，绘制了主要因素间交互作用对

皂苷得率影响的等高线图与响应面图（图 5~7）。

表 3、图 5 和图 7 显示，料液比与发酵时间、发酵时间

与菌添加量之间交互作用不显著（P>0. 05），响应

面整体平缓，对皂苷得率影响有限。表 3 和图 6 中，

料液比与菌添加量交互作用显著（P=0. 0140），等

高线呈明显椭圆形，响应面呈现清晰梯度，便于预

测皂苷得率的最优参数组合。

表 1　发酵工艺 Box-Behnken设计因素与水平

Table 1　 Factors and levels of Box-Behnken design for 
fermentation process

水平

Level

-1

0

1

发酵料液比

Fermentation solid-

to-liquid ratio （A）

0. 8

1. 2

1. 6

发酵时间

Fermentation 
time （B， h）

24

48

72

菌添加量

Strain inoculum 
volume （C， mL）

0. 04

0. 06

0. 08

表 2　发酵工艺 Box-Behnken设计方案及结果

Table 2　Box-Behnken design scheme and results for fermentation process

编号

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

发酵料液比

Fermentation 
solid-to-liquid 

ratio （A）

-1

-1

0

1

0

0

1

-1

0

发酵时间

Fermenta⁃
tion time 
（B）

0

0

0

0

0

-1

-1

1

1

菌添加量

Strain inocu⁃
lum volume 

（C）

1

-1

0

-1

0

-1

0

0

-1

皂苷得率

Yield of sapo⁃
nins （%）

9. 79

10. 23

11. 50

10. 70

11. 62

8. 50

9. 04

9. 30

9. 70

编号

Number

10

11

12

13

14

15

16

17

发酵料液比

Fermentation 
solid-to-liquid 

ratio （A）

1

-1

0

0

0

1

0

0

发酵时间

Fermenta⁃
tion time 
（B）

0

-1

0

-1

0

1

0

1

菌添加量

Strain inocu⁃
lum volume 

（C）

1

0

0

1

0

0

0

1

皂苷得率

Yield of sapo⁃
nins （%）

11. 81

8. 28

11. 70

9. 11

11. 61

9. 50

11. 90

9. 41

表 3　发酵工艺皂苷得率回归模型的方差分析

Table 3　Analysis of variance for the regression model of saponin yield in fermentation process

方差来源

Source of variance

模型 Model
发酵料液比 Fermentation solid-to-liquid ratio （A）

发酵时间 Fermentation time （B）
菌种添加量 Strain inoculum volume （C）
AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差 Residual
失拟项 Lack of fit
纯误差 Pure error
总离差 Total deviation
R2

R2
Adj

平方和

Sum of squares

24. 72
1. 48
1. 11
0. 12
0. 08
0. 60
0. 20
1. 48

17. 59
0. 83
0. 40
0. 31
0. 09

25. 12
0. 9843
0. 9640

自由度

Degree of freedom （df）

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

均方

Mean square

2. 75
1. 48
1. 11
0. 12
0. 08
0. 60
0. 20
1. 48

17. 59
0. 83
0. 06
0. 10
0. 02

F 值

F-value

48. 67
26. 25
19. 62

2. 07
1. 42

10. 58
3. 62

26. 17
311. 65

14. 68

4. 64

P 值

P-value

<0. 0001
0. 0014
0. 0030
0. 1929
0. 2716
0. 0140
0. 0990
0. 0014

<0. 0001
0. 0064

0. 0862

显著性

Significance

**
**
**
NS
NS
*

NS
**
**
**

NS

*： P<0. 05； **： P<0. 01； NS： P>0. 05.  下同 The same below.
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基于响应面分析结果，结合表 4 不同发酵因素取值范围与预测区间，确定苜蓿皂苷发酵工艺的最优条件为

（表 5）：复合菌 1∶1∶1 组合，料液比 1∶1. 27、发酵时间 50. 3 h、复合菌添加量 0. 062 mL。在此条件下，模型预测皂

苷得率为 11. 75%。为验证模型的准确性与工艺可行性，开展 3 次平行试验，皂苷实测得率为 11. 68%，较未加菌

处理提高了 67. 1%（P<0. 05），与模型预测值高度一致。说明该响应面模型拟合度良好、预测能力可靠，可为苜

蓿皂苷优化发酵工艺提供有效指导。

2. 2　超声参数优化

2. 2. 1　超声时间　  如图 8 所示，菌种类型和超声时间对皂苷得率均有极显著影响（P<0. 001），且存在极显著

的交互作用（P<0. 001）。与对照相比，复合菌发酵协同超声提取效果最佳（P<0. 05）。随着超声时间延长，复合

图 5　发酵料液比（A）与发酵时间（B）交互作用的等高线图（a）和响应面图（b）

Fig. 5　 Contour plot （a） and response surface plot （b） of the interaction between fermentation solid-to-liquid ratio （A） and 

fermentation time （B）

图 6　发酵料液比（A）与菌添加量（C）交互作用的等高线图（a）和响应面图（b）

Fig. 6　 Contour plot （a） and response surface plot （b） of the interaction between fermentation solid-to-liquid ratio （A） and 

strain inoculum volume （C）
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菌发酵皂苷得率呈先升后降趋势，超声 75 min 时提取效果最优，显著高于其他 3 个时间点（P<0. 05）。超声时间

过短（45~60 min）提取不完全，时间过长（>75 min）则可能导致活性成分降解。综合考虑，选取 60、75 和 90 min
作为超声时间因素水平，进入响应面优化试验。

2. 2. 2　超声温度　  图 9 结果表明，超声温度及菌种类型对皂苷得率均表现出极显著影响（P<0. 001），二者之

间亦存在极显著的交互作用（P<0. 001）。相比对照组，复合菌协同超声处理效果最为突出（P<0. 05）。在 25~
49 ℃内，温度升高促进了分子运动与细胞壁渗透性，提升了皂苷的释放效率。超过 49 ℃时，活性成分可能因热敏

图 7　发酵时间（B）与菌添加量（C）交互作用的等高线图（a）和响应面图（b）

Fig. 7　 Contour plot （a） and response surface plot （b） of the interaction between fermentation time （B） and strain inoculum 

volume （C）

表 4　不同发酵因素取值范围与预测区间

Table 4　Value ranges and prediction intervals of different fermentation factors

项目

Items

发酵料液比 Fermentation solid-to-liquid ratio （A）

发酵时间 Fermentation time （B， h）

菌添加量 Strain inoculum volume （C， mL）

皂苷得率 Yield of saponins （%）

评价标准

Evaluation 
criteria

区间内 Within the range

区间内 Within the range

区间内 Within the range

最大值 Maximum

变量下限

Variable 
lower limit

0. 8

24

0. 04

8. 28

变量上限

Variable upper 
limit

1. 6

72

0. 08

11. 90

权重下限

Weight 
lower limit

1

1

1

1

权重上限

Weight 
upper limit

1

1

1

1

影响程度

Degree of 
influence

3

3

3

3

表 5　苜蓿皂苷最优发酵工艺与提取得率

Table 5　Optimal fermentation technology and extraction yield of alfalfa saponins

发酵工艺

Fermentation process

发酵料液比

Fermentation sol⁃
id-to-liquid ratio

1∶1. 27

发酵时间

Fermentation 
time （h）

50. 3

菌添加量

Strain inoculum 
volume （mL）

0. 062

模型预测皂苷得率

Model prediction of saponin yield （%）

复合菌组

Composite bacteria 
group

11. 75

未加菌组

No bacteria 
group

7. 21

模型验证皂苷得率

Model validation of saponin yield （%）

复合菌组

Composite bac⁃
teria group

11. 68±0. 15a

未加菌组

No bacteria 
group

6. 99±0. 39b

P 值

P-value

0. 0177

理想程度

Desirabili⁃
ty

0. 95

不同小写字母表示组间差异显著（P<0. 05），下同。Different lowercase letters indicate significant difference between groups （P<0. 05）.  The same 
below.
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性而发生降解，导致得率下降。综合评估，确定复合

菌发酵-超声协同提取的最优超声温度为 49 ℃（P<
0. 05），据此，后续响应面优化试验的超声温度水平设

为 37、49 和 61 ℃。

2. 2. 3　超声料液比　  图 10 结果显示，菌种类型和

料液比对苜蓿皂苷超声得率具有极显著影响（P<
0. 001），且二者存在极显著的交互效应（P<0. 001）。3
种菌组合发酵协同超声处理效果最佳（P<0. 05）。在

料液比 1∶10~1∶20 区间，因溶剂与原料接触不足，提

取效率偏低；而当料液比超过 1∶20，过量溶剂会削弱

超声空化效应，降低皂苷释放效率。超声料液比 1∶20
时，复合菌发酵提取皂苷得率最高（P<0. 05），因此后

续响应面试验选用 1∶10、1∶20和 1∶30进行优化分析。

2. 2. 4　Box-Behnken 响应面分析　  根据单因素试

验结果，确定料液比（A）、超声时间（B）和超声温度

（C）为影响皂苷超声得率的关键因素，并明确了其适

宜范围。在此基础上，采用 Box-Behnken 响应面设计

（表 6），以皂苷得率为响应值，优化超声提取工艺参

数。采用 Design-Expert 13 软件对表 7 中的数据进行

多元回归分析，得到二次多元回归方程：Y=13. 83+
0. 4320A-0. 3460B-0. 0727C+0. 0836AB-0. 0422 
AC-0. 5471BC-0. 4945A2-0. 7308B2-0. 1060C2。

方差分析结果显示（表 8），模型决定系数 R²=0. 9615，调整后 R²Adj=0. 9121，表明模型拟合良好、预测性能较

强。模型整体显著（P<0. 001），且失拟项不显著（P=0. 1051），进一步验证了模型的可靠性。各因素中，料液比、

图 9　菌种类型和超声温度对苜蓿皂苷得率的影响

Fig. 9　 Effects of strain type and ultrasonication 
temperature on alfalfa saponin yield
U： 超声温度 Ultrasonication temperature.

图 10　菌种类型和超声料液比对苜蓿皂苷得率的影响

Fig. 10　Effects of strain type and ultrasonication solid-

to-liquid ratio on alfalfa saponin yield
US： 超声料液比 Ultrasonication solid-to-liquid ratio.

图 8　菌种类型和超声时间对苜蓿皂苷得率的影响

Fig. 8　 Effects of strain type and ultrasonication time on 
alfalfa saponin yield
UT： 超声时间 Ultrasonication time.

表 6　超声工艺 Box-Behnken设计因素与水平

Table 6　 Factors and levels of Box-Behnken design for 
ultrasonic process

水平

Level

-1

0

1

超声料液比

Ultrasonication solid-

to-liquid ratio （A）

10

20

30

超声时间

Ultrasonication 
time （B， min）

60

75

90

超声温度

Ultrasonication tem ⁃
perature （C， ℃）

37

49

61
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超声时间及其二次项对皂苷得率均具有显著影响（P<0. 01），响应关系呈非线性趋势。因素影响顺序为：超声料

液比>超声时间>超声温度。

根据回归方程，绘制了主要超声因素间交互作用对皂苷得率影响的等高线图与响应面图（图 11~13）。表 8
和图 11 显示，料液比与超声时间之间交互作用不显著（P=0. 5624），响应面呈近似对称结构，对皂苷得率的协同

调控作用有限。表 8、图 12 和图 13 中，料液比与超声温度、超声时间与超声温度交互作用显著（P<0. 05），等高线

趋于椭圆形，响应面呈现清晰梯度，便于预测皂苷得率的最优超声参数组合。

表 8　超声工艺皂苷得率回归模型的方差分析

Table 8　Analysis of variance for the regression model of saponin yield in ultrasonic process

方差来源

Source of variance

模型 Model

超声料液比 Ultrasonication solid-to-liquid ratio （A）

超声时间 Ultrasonication time （B）

超声温度 Ultrasonication temperature （C）

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差 Residual

失拟项 Lack of fit

纯误差 Pure error

总离差 Total deviation

R2

R2
Adj

平方和

Sum of squares

13. 23

1. 49

0. 96

0. 04

0. 03

0. 71

1. 20

1. 03

2. 25

4. 70

0. 53

0. 40

0. 13

13. 76

0. 9615

0. 9121

df

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

Mean square

1. 47

1. 49

0. 96

0. 04

0. 03

0. 71

1. 20

1. 03

2. 25

4. 70

0. 08

0. 13

0. 03

F 值

F-value

19. 44

19. 74

12. 66

0. 56

0. 37

9. 43

15. 83

13. 61

29. 73

62. 09

4. 05

P 值

P-value

0. 0004

0. 0030

0. 0092

0. 4793

0. 5624

0. 0180

0. 0053

0. 0078

0. 0010

0. 0001

0. 1051

显著性

Significance

**

**

**

NS

NS

*

**

**

**

**

NS

表 7　超声工艺 Box-Behnken设计方案及结果

Table 7　Box-Behnken design scheme and results for ultrasonic process

编号

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

超声料液比

Ultrasonication 
solid-to-liquid 

ratio （A）

0

1

0

0

1

0

-1

1

0

超声时间

Ultrasonication 
time （B）

-1

0

0

1

1

0

1

0

1

超声温度

Ultrasonication 
temperature 

（C）

-1

1

0

1

0

0

0

-1

-1

皂苷得率

Yield of sa⁃
ponins 
（%）

13. 14

12. 37

13. 75

12. 04

12. 76

14. 06

12. 06

13. 39

11. 06

编号

Number

10

11

12

13

14

15

16

17

超声料液比

Ultrasonication 
solid-to-liquid 

ratio （A）

0

0

1

-1

0

0

-1

-1

超声时间

Ultrasonication 
time （B）

0

0

-1

-1

0

-1

0

0

超声温度

Ultrasonication 
temperature 

（C）

0

0

0

0

0

1

1

-1

皂苷得率

Yield of sa⁃
ponins 
（%）

13. 73

13. 99

12. 99

12. 62

13. 64

11. 94

12. 01

11. 35
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基于响应面分析结果，结合表 9 中因素取值范围、权重设置及响应变量预测区间，确定发酵协同超声提取工

艺的最优条件为（表 10）：复合菌 1∶1∶1 发酵、料液比 1∶23. 1、超声时间 72. 7 min、超声温度 47. 3 ℃。在此条件下，

模型预测苜蓿皂苷得率为 13. 97%。为验证模型的可靠性，进行 3 次平行试验，实测苜蓿皂苷得率为 13. 87%，较

对照组提高了 98. 4%（P<0. 05），与模型预测值高度一致，验证了模型的拟合性良好，具备实际应用指导价值。

3　讨论

近年来，微生物发酵作为提高植物性原料中活性成分释放与生物利用度的重要手段，受到了广泛关注，其效

果受菌种特性及原料适配性的显著影响［29］。苜蓿细胞壁富含纤维素、半纤维素和果胶，木质素含量相对较低，适

合作为菌酶协同降解底物，有利于活性成分的释放。本研究筛选干酪乳杆菌、枯草芽孢杆菌及酿酒酵母进行复合

图 11　超声料液比（A）与超声时间（B）交互作用的等高线图（a）和响应面图（b）
Fig. 11　Contour plot （a） and response surface plot （b） of the interaction between ultrasonication solid-to-liquid ratio （A） and 
ultrasonication time （B）

图 12　超声料液比（A）与超声温度（C）交互作用的等高线图（a）和响应面图（b）
Fig. 12　 Contour plot （a） and response surface plot （b） of the interaction of ultrasonication solid-to-liquid ratio （A） and 
ultrasonication temperature （C）
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发酵，结果表明，3 种菌按 1∶1∶1 共同发酵显著优于单菌发酵。在优化条件（发酵时间 50. 3 h、料液比 1∶1. 27、菌添

加量 0. 062 mL）下，苜蓿皂苷得率达 11. 68%，较未添加菌剂的对照组提升 67. 1%。益生菌在代谢过程中可产纤

维素酶、蛋白酶、有机酸等，有效破坏细胞壁结构，促进活性成分释放［30-33］。此外，酵母与乳杆菌的协同代谢可增

强发酵体系的稳定性，降低 pH，抑制杂菌滋生，从而进一步提升发酵效果［34］。本研究结果验证了复合菌发酵优于

单菌发酵，有助于皂苷的高效释放，且与已有研究结果一致［35］。与以往多采用单菌或双菌组合的研究不同，本研

究创新性地构建了 3 菌协同发酵体系，菌种在厌氧环境下实现代谢互补，不仅显著提升了皂苷得率，还缩短了发

酵周期，为苜蓿皂苷的绿色、高效提取提供了新的技术路径。

图 13　超声时间（B）与超声温度（C）交互作用的等高线图（a）和响应面图（b）
Fig. 13　 Contour plot （a） and response surface plot （b） of the interaction of ultrasonication time （B） and ultrasonication 
temperature （C）

表 9　不同超声因素取值范围与预测区间

Table 9　Value ranges and prediction intervals of different ultrasonication factors

项目

Items

超声料液比 Ultrasonication solid-to-liquid ratio （A）

超声时间 Ultrasonication time （B， min）

超声温度 Ultrasonication temperature （C， ℃）

皂苷得率 Yield of saponins （%）

评价标准

Evaluation criteria

区间内 Within the range

区间内 Within the range

区间内 Within the range

最大值 Maximum

变量下限

Variable low⁃
er limit

10

60

37

11. 06

变量上限

Variable 
upper limit

30

90

61

14. 06

权重下限

Weight low⁃
er limit

1

1

1

1

权重上限

Weight up⁃
per limit

1

1

1

1

影响程度

Degree of in⁃
fluence

3

3

3

3

表 10　苜蓿皂苷最优超声工艺与提取得率

Table 10　Optimal ultrasonication technology and extraction yield of alfalfa saponins

超声工艺

Ultrasonication process

超声料液比

Ultrasonication 
solid-to-liquid ratio

1∶23. 1

超声时间

Ultrasonication 
time （min）

72. 7

超声温度

Ultrasonication 
temperature （℃）

47. 3

模型预测皂苷得率

Model prediction of saponin yield （%）

复合菌组

Composite bacteria 
group

13. 97

未加菌组

No bacteria 
group

7. 21

模型验证皂苷得率

Model validation of saponin yield （%）

复合菌组

Composite bacte⁃
ria group

13. 87±0. 34a

未加菌组

No bacteria
group

6. 99±0. 39b

P 值

P-value

0. 0042

理想

程度

Desir⁃
ability

0. 96
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在提取工艺方面，超声辅助提取可通过空化效应和微射流作用破坏细胞结构，显著增强活性成分的释

放［36-37］。发酵-超声协同提取技术结合了发酵对细胞壁的预处理作用与超声在细胞壁破坏和成分释放方面的优

势，具有绿色高效、能耗低等特点，展现出良好的工业化应用潜力。本研究基于响应面法优化超声提取参数，结果

表明，在超声时间 72. 7 min、料液比 1∶23. 1、超声温度 47. 3 ℃条件下，苜蓿皂苷得率达 13. 87%，较对照组提高

98. 4%。研究发现，适宜的料液比有助于活性成分的充分溶出，同时兼顾提取效率与能耗控制；合理的超声时间

可在破壁效率与成分稳定性之间实现平衡；而适当的超声温度则有助于促进目标成分的释放并避免热降解［38-40］。

与传统热醇提取和常规超声提取相比，本研究构建的发酵-超声协同提取工艺在提取效率、绿色环保性及工艺稳

定性方面均表现出明显优势，符合现代功能性添加剂绿色高效开发的需求［41-43］。此外，该工艺不仅显著提高了苜

蓿的皂苷得率，也为苜蓿资源的高值化利用提供了新的技术路径。

尽管本研究取得了积极成果，但仍存在一定的局限性。首先，皂苷含量测定采用香草醛-高氯酸显色法，该

方法主要反映样品中可显色的总皂苷元当量，无法区分糖苷型皂苷与脱糖后的皂苷元。由于未开展结构解析，尚

不能确认复合发酵体系中微生物分泌的糖苷酶是否引起糖苷型皂苷的部分脱糖或降解，形成小分子皂苷元并引

起显色值的表观升高，也未验证结构转化与生物活性变化之间的关系。因此，本研究结论主要反映发酵-超声协

同处理对可显色皂苷元当量的提升作用，其具体化学结构变化及功能效应尚需进一步研究。未来可结合代谢组

学、UPLC-Q-TOF-MS/MS 等技术，揭示发酵过程中皂苷单体的转化路径及结构-功能关联机制。同时，建议通

过动物饲喂试验评估复合菌发酵-超声协同提取产物在畜禽中的安全性与饲用效果，为其在无抗养殖与功能性

饲料领域的推广应用提供科学依据。总体而言，本研究创新性地构建了复合益生菌发酵联合超声辅助提取的绿

色高效苜蓿皂苷提取工艺，显著提高了皂苷元当量和提取效率，优化了关键工艺参数，验证了发酵-超声协同效

应在活性成分提取中的可行性。该工艺为苜蓿皂苷及其他植物活性成分的高值化开发与产业化应用提供了技术

支撑，具有良好的应用前景。

4　结论

本研究构建了复合益生菌发酵协同超声辅助提取苜蓿皂苷的高效工艺体系。以干酪乳杆菌、枯草芽孢杆菌

和酿酒酵母 1∶1∶1 复合发酵，结合 Box-Behnken 响应面优化工艺参数，确定最优发酵条件为料液比 1∶1. 27、发酵

时间 50. 3 h、菌添加量 0. 062 mL，在此条件下皂苷得率达 11. 68%。进一步优化超声提取工艺，确定最佳提取条

件为料液比 1∶23. 1、超声时间 72. 7 min、超声温度 47. 3 ℃，皂苷得率提升至 13. 87%，较对照组提高 98. 4%。本研

究为苜蓿活性成分的高效提取与高值化开发提供了理论依据与技术支持，同时拓展了植物性饲料功能化加工的

新路径，具有良好的推广与应用前景。
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