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微波辅助提取林蛙卵油的工艺优化及 
脂肪酸组成分析

赵 超，叶海青，侯萍萍，杨 扬，周欣慧，钟姝凝，张铁华*
（吉林大学食品科学与工程学院，吉林 长春 130062）

摘  要：以林蛙卵为原料，以无水乙醇为提取剂，研究微波法对林蛙卵油提取率的影响。在单因素试验的基础

上，进行响应面优化试验，研究料液比、浸泡时间、微波功率对林蛙卵油提取的影响。结果表明，提取最佳工

艺条件为料液比1∶9.82（g/mL）、浸泡时间3.33 h、微波时间30 min、微波功率600 W；林蛙卵油的提取率可达到

（20±0.67）%。与其他林蛙卵油提取方法比较，微波法辅助提取林蛙卵油具有得率高的优点。对得到的林蛙卵油

采用气相色谱-质谱分析检测出27 种脂肪酸，不饱和脂肪酸质量分数54.98%，其中以亚油酸、二十碳二烯酸、二十

碳三烯酸、二十碳四烯酸、亚麻酸、棕榈反油酸、二十二碳五烯酸含量较高。
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Optimization of Microwave-Assisted Extraction and Fatty Acid Composition of Rana chensinensis Egg Oil
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Abstract: The microwave-assisted extraction of oil from Rana chensinensis eggs using anhydrous ethanol as the extraction 
solvent was optimized by one-factor-at-a-time method and response surface methodology. With this aim, we investigated 
the effect of solid-to-solvent ratio, soaking time and microwave power on the oil yield. The results obtained from the study 
showed that the optimized conditions were as follows: solid-to-solvent ratio, 1:9.82 (g/mL); soaking time, 3.33 h; microwave 
irradiation time, 30 min; and microwave power, 600 W. Under these conditions, the oil yield could reach (20 ± 0.67)%, 
which was higher than that obtained by other extraction methods. By gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS),  
27 fatty acids in the extracted oil were detected. Unsaturated fatty acids accounted for 54.98% of the total fatty acids in 
the oil, with 9-octadecadienoic acid, cis-11,14-eicosadienoic acid, 7,11,14-eicosatrienoate, 8,11,14,17-eicosatetraenoate, 
9,12,15-octadecatrienoic acid, 9-hexadecenoic acid and 7,10,13,16,19-docosapentaenoate being predominant.
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中国林蛙是一种名贵的补品和滋补性中药材 [1-2]。

溶剂浸提法和超临界流体萃取法得到的林蛙卵油中不饱

和脂肪酸含量大约占到70%，由C12～C22脂肪酸组成，

主要不饱和脂肪酸是十六碳烯酸、亚油酸、油酸、二十

碳五烯酸（eicosapentaenoic acid，EPA）、二十二碳

六烯酸（docosahexaenoic acid，DHA），其中亚麻酸
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质量分数为0.16%～0.21%，二十碳四烯酸质量分数为

0.66%～1.02%[3]。李成义等[4]证明了林蛙卵油中含脂溶性

维生素，如VA、VD、VE、VK、β-胡萝卜素。此外，林

蛙卵油还有很高的药用价值，具有降血脂、抑制焦虑、

保护卵巢、调节妇科内分泌、抗惊厥、中枢神经抑制作

用[5-9]。综上所述，林蛙卵油将是未来新型绿色保健食品

和药品。但是目前从林蛙卵中提取林蛙卵油方法有超临

界流体萃取法[10]和溶剂浸提法[11]，这2 种方法林蛙卵油最

大的提取率为18.7%，存在提取率低、成本高等问题。

近年来，利用微波技术提取油脂得到了广泛应用[12-15]。 

张佰清等[16]采用微波辅助提取树莓籽油，提高了树莓籽

油得率。为了提高林蛙卵油提取率，本实验将微波应用

于林蛙卵油提取工艺中，采用Box-Behnken试验设计结合

响应面分析方法，以料液比、浸泡时间、微波时间、微

波功率为考察因素，确定微波法辅助提取林蛙卵油的最

佳工艺。结合气相色谱-质谱（gas chromatography-mass 
spectrometry，GC-MS）分析技术对油脂的组成进行分析

测定，对其营养价值进行评价。为林蛙卵油的深入研究

和开发保健型食品提供理论依据，为废弃物林蛙卵的综

合开发利用提供新的思路和方法。 

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

林蛙卵采自于东北长白山区林蛙；其他试剂均为国

产分析纯。

ML3002型电子天平 瑞士Mettler-Toledo公司；

GX-04型粉碎机  浙江高鑫工贸有限公司；MAS-II
型微波萃取仪  上海新仪微波化学科技有限公司；

EYELAN-1100型旋转蒸发仪  上海爱朗仪器有限 

公司；5975-6890N型GC-MS联用仪 美国Agilent科技有

限公司。

1.2 方法

1.2.1 工艺流程

林蛙卵→粉碎→浸提→微波萃取→过滤→去除 

溶剂→装瓶

将含水量小于6%的林蛙卵粉用40 目筛网筛分，每次

准确称取林蛙卵粉质量10 g，在无水乙醇中浸提，采用微

波法辅助提取，提取结束后沉降1 h，过滤，将上述操作

重复进行2 次，合并上清液，备用。 

1.2.2 微波法辅助提取林蛙卵油的单因素试验

以料液比（1∶7、1∶8、1∶9、1∶10、1∶11（g/mL）、

浸泡时间（3、3.5、4、4.5、5 h）、微波时间（10、20、
30、40、50 min）、微波功率（400、500、600、700、
800 W）为影响因素，以林蛙卵油提取率为指标进行单因

素试验。

1.2.3 响应面试验设计

根据Box-Behnken试验设计原理，其因素固定条件为

微波温度30 ℃，微波时间30 min，选择料液比（A）、浸

泡时间（B）、微波功率（C）为响应面试验因素，响应

面试验设计见表1。

表 1 响应面试验因素与水平

Table 1 Code and level of independent variables used in response 

surface analysis

水平
因素

A料液比（g/mL） B浸泡时间/h C微波功率/W
－1 1∶9 3 500

0 1∶10 3.5 600

1 1∶11 4 700

1.2.4 林蛙卵油的脂肪酸组成分析

1.2.4.1 样品处理

称取0.5 g林蛙卵油，加入5 mL 0.5 mol /L KOH-

CH3OH溶液，70 ℃皂化回流5 min，冷却到室温，从冷凝

管顶部加入1 mL BF3，保持20 min，冷却后加入1 mL正

己烷溶液，取上清液进行GC-MS分析[17-18]。

1.2.4.2 色谱条件

色谱柱：Agilent 19091G-133毛细管柱（30 m×0.25 mm，

0.25 μm），载气为氦气。流速1 mL/min，分流比30∶1，脂肪

酸甲酯分析条件：初始温度100 ℃，保持1 min；以8 ℃/min

速率升至280 ℃；保持20 min。

1.2.4.3 质谱条件

分析采用电子电离源（70 eV），选取全扫描模式，

扫描范围m/z 50～550。在脂肪酸的分析中，根据GC-MS

中各组分保留时间以及质谱图，通过脂肪酸标准品、

NIST和Varian标准谱库检索进行鉴定，采用峰面积归一

化法计算各脂肪酸的相对含量[19-21]。

1.2.5 林蛙卵油提取率计算

称取1.2.1节所得上清液，倒入旋转蒸发瓶中，称

量旋转蒸发瓶质量，用减压蒸馏装置除去溶剂，挥发完

后，称量旋转蒸发瓶的质量，进行3 次平行实验，结果取

平均值，按下式计算林蛙卵油提取率：

/% 100
m2 m1

10

式中：m1为挥发前旋转蒸发瓶质量；m2为挥发后旋

转蒸发瓶质量。

1.3 数据处理

每组数据重复3 次，采用Origin 8.0绘图，通过SPSS 

19.0软件进行显著性分析，响应面试验设计与分析采用

Design-Expert 8.0软件。
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2 结果与分析

2.1 料液比对林蛙卵油提取率的影响
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图 1 料液比对提取率的影响

Fig. 1 Effect of solid-to-solvent ratio on the extraction yield of oil

选用无水乙醇作为提取溶剂，操作参数为微波温

度30 ℃、浸泡时间3.5 h、微波时间10 min、微波功率

500 W。如图1所示，料液比1∶10（g/mL）时，林蛙卵油

提取率最高，且料液比1∶7～1∶10（g/mL）的林蛙卵油

提取率有显著性提高（P＜0.05）。这可能由于当林蛙卵

粉质量一定时，溶液体积增大，接触面积增大，分子扩散

速率增加，有利于林蛙卵油的提取。但是提取溶剂比例太

大时，部分微波会被有机溶剂吸收，对林蛙卵粉内部的

微波作用减少，细胞破碎能力减弱，林蛙卵油提取率降 

低[22-23]。从而，确定料液比为1∶10（g/mL）。

2.2 浸泡时间对林蛙卵油提取率的影响
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图 2 浸泡时间对提取率的影响

Fig. 2 Effect of soaking time on the extraction yield of oil

选用无水乙醇作为提取溶剂，操作参数为料液比

1∶10（g/mL）、微波温度30 ℃、微波时间10 min、微波

功率500 W。由图2可知，在3.5 h时，林蛙卵油提取率最

高，且在浸泡时间3.0、3.5 h下林蛙卵油提取率有显著差

异性（P＜0.05）。随着浸泡时间的延长，林蛙卵油提取

率变化不显著，从节约时间和劳动力成本考虑，确定林

蛙卵油提取时间以3.5 h最佳。

2.3 微波时间对林蛙卵油提取率的影响

选用无水乙醇作为提取溶剂，操作参数为料液比

1∶10（g/mL）、微波温度30 ℃、浸泡时间3 h、微波功率

500 W。如图3所示，当微波时间为30 min时，林蛙卵油

提取率最大。随着时间的延长，细胞中的油脂与乙醇溶

液逐渐达到了相对平衡[24-26]。大于30 min以后，提取率变

化不显著，考虑到温度升高，油会分解或挥发。从而，

确定微波时间为30 min。

20.0

19.5

19.0

18.5
10 20 30 40 50

/min

/%

图 3 微波时间对提取率的影响

Fig. 3 Effect of microwave irradiation time on the extraction yield of oil

2.4 微波功率对林蛙卵油提取率的影响
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图 4 微波功率对提取率的影响

Fig. 4 Effect of microwave power on the extraction yield of oil

选用无水乙醇作为提取溶剂，操作参数为料液比

1∶10（g/mL）、微波温度30 ℃、浸泡时间3 h、微波时

间20 min。由图4可知，当微波功率为600 W时，林蛙卵

油提取率最大。且400、500 W和600 W功率条件下林蛙

卵油提取率具有显著差异性（P＜0.05）。这是因为微波

产生大量能量，经过热效应作用，萃取物的细胞结构破

裂。随着功率的增加，热效应越激烈，提取物吸收的能

量越多，细胞结构破裂程度越高[27-28]。当600 W以后，温

度升高，部分溶剂会挥发，冷凝的效果不明显，所以林

蛙卵油提取率会有所降低，从而确定微波功率为600 W。

2.5 响应面试验结果与分析

根据单因素试验结果，以料液比（A）、浸泡时间

（B）、微波功率（C）为影响因素，以提取率为响应值

进行试验设计，试验方案及结果如表2所示。在料液比

1∶10（g/mL）、浸泡时间3.5 h、微波功率600 W时林蛙

卵油提取率最高，为20.8%。

以林蛙卵油提取率为响应值，利用Design-Expert 8.0
软件对林蛙卵油提取率结果进行回归分析，其回归方程

为：Y=20.24－0.31A－0.33B＋0.063C＋0.43AB＋0.45AC＋ 

0.025BC－1.27A2－0.59B2－0.7C2。

由表3可知，回归方程模型F值为3 . 7 8，P值为

0.046 7，回归显著；失拟项P值为0.508 7（＞0.1），说
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明模型失拟值不显著，因此模型可以用于林蛙卵油提取

率测定。一次项、交叉项对响应值影响不显著，模型

二次项A2影响显著，各因素影响按主次排位顺序为浸泡 

时间＞料液比＞微波功率。

表 2 响应面试验设计及结果

Table 2 Experimental design with results for response surface analysis

试验号 A料液比 B浸泡时间 C微波功率 Y提取率/%

1 1 1 0 18.10

2 1 －1 0 18.40

3 1 0 －1 17.00

4 1 0 1 18.50

5 －1 0 1 18.60

6 －1 0 －1 18.90

7 －1 －1 0 19.50

8 －1 1 0 17.50

9 0 1 －1 19.00

10 0 1 1 18.70

11 0 －1 1 18.80

12 0 －1 －1 19.20

13 0 0 0 19.40

14 0 0 0 19.80

15 0 0 0 20.80

16 0 0 0 20.20

表 3 响应面二次回归模型分析结果

Table 3 Analysis of variance for response surface quadratic model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 14.71 9 1.63 3.78 0.046 7*

A料液比 0.78 1 0.78 1.81 0.220 7

B浸泡时间 0.84 1 0.84 1.96 0.204 7

C微波功率 0.031 1 0.031 0.072 0.795 7

AB 0.72 1 0.72 1.67 0.237 0

AC 0.81 1 0.81 1.87 0.213 2

BC 0.002 5 1 0.002 5 0.005 786 0.941 5

A2 6.79 1 6.79 15.72 0.005 4*

B2 1.49 1 1.49 3.45 0.105 6

C2 2.18 1 2.18 5.05 0.059 4

残差 3.02 7 0.43

失拟项 1.23 3 0.41 0.92 0.508 7

误差项 1.79 4 0.45
总误差 17.73 16

注：*. P＜0.05，差异显著。
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图 5 交互因素对林蛙卵油提取率的影响

Fig. 5 Response surface plots showing the interactive effects of various 

factors on the extraction yield of oil

由图5a可知，料液比一定时，林蛙卵油提取率随着

浸泡时间的延长成先增大后减小的趋势，浸泡时间一定

时，林蛙卵油提取率随着料液比的增大呈现先增大后减

小的趋势。由图5b可知，料液比一定时，林蛙卵油提取

率随着微波功率的增加呈现先增大后减小的趋势，微波

功率一定时，林蛙卵油提取率随着提取溶剂用量的增大

呈现先增大后减小的趋势。由图5c可知，浸泡时间一定

时，林蛙卵油提取率随着微波功率的延长成先增大后减

小的趋势，微波功率一定时，林蛙卵油提取率随着浸泡

时间的增大呈现先增大后减小的趋势。

通过对二次回归方程求一阶偏导，计算得到林蛙卵

油提取率的最佳工艺为料液比1∶9.82（g/mL）、浸泡时

间3.33 h、微波功率598.12 W。由于实际操作原因，得到

提取林蛙卵油最佳工艺条件为料液比1∶9.82（g/mL）、

浸泡时间3.33 h、微波功率600 W。

2.6 林蛙卵油脂肪酸结果分析

由表4可知，GC-MS法共分离得到27 种脂肪酸，饱

和脂肪酸相对含量为36.5%，其中十八碳酸相对含量为

17.199%。不饱和脂肪酸占54.98%，多不饱和脂肪酸占

50.02%。亚油酸含量最高，相对含量为24.41%。二十碳

三烯酸相对含量为7.02%。与金莉莉等[3]检测超临界流体

萃取法和溶剂浸提法得到的林蛙卵油相比，3 种方法提取

的林蛙卵油脂肪酸组成基本一致，由C12-22脂肪酸组成，

但主要脂肪酸及含量略微不同。在饱和脂肪酸含量上，

微波法提取林蛙卵油饱和脂肪酸相对含量增加约8.83%，

超临界流体萃取法和溶剂浸提法提取林蛙卵油中饱和脂
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肪酸十六碳酸相对含量最多，微波法中十八碳酸相对含

量最多。在不饱和脂肪酸的含量上，超临界流体萃取法

和溶剂浸提法得到林蛙卵油中主要不饱和脂肪酸为十六

碳烯酸、亚油酸、油酸、EPA、DHA。微波法中，主要

不饱和脂肪酸为亚油酸、二十碳二烯酸、二十碳三烯

酸、二十碳四烯酸、亚麻酸、棕榈反油酸、二十二碳五

烯酸。这是降低血脂，降低血压和血糖，预防出血性脑

疾病和血栓性疾病，预防过敏性疾病，增强人体免疫力

和减缓人体衰老等的主要物质基础[29-30]。

表 4 林蛙卵油脂肪酸的组成及相对含量

Table 4 Fatty acid composition of Rana chensinensis egg oil

脂肪酸名称
相对分子质
量（甲酯）

分子式
（甲酯）

相对
含量/%

十四碳酸 242 C15H30O2 0.846
13-甲基十四碳酸 256 C16H32O2 0.172

十五碳酸 256 C16H32O2 0.705
14-甲基十五碳酸 270 C17H34O2 0.114

棕榈油酸 268 C17H32O2 0.796
棕榈反油酸 268 C17H32O2 3.478
十六碳酸 270 C17H34O2 16.691

15-甲基十六碳酸 284 C18H36O2 0.319
顺-10-十七碳烯酸 282 C18H34O2 0.182

十七碳酸 284 C18H36O2 0.365
油酸 296 C19H36O2 0.506
亚油酸 294 C19H34O2 24.408
十八碳酸 298 C19H38O2 17.199
亚麻酸 292 C19H32O2 3.225
十九碳酸 312 C20H40O2 0.057
花生四烯酸 318 C21H34O2 0.053

11,14,17-顺-二十碳三烯酸 320 C21H36O2 7.025
8,11,14-顺-二十碳三烯酸 320 C21H36O2 0.197

EPA 302 C20H30O2 0.780
顺-11,14-二十碳二烯酸 322 C21H38O2 5.297

8,11,14,17-顺-二十碳四烯酸 318 C21H34O2 1.222
11,14,17-二十碳三烯酸 320 C21H36O2 0.423

4,7,10,13,16-二十二碳五烯酸 344 C23H36O2 0.358
7,10,13,16-顺二十二碳四烯酸 346 C23H38O2 0.121

DHA 344 C23H34O2 0.414
7,10,13,16,19-二十二碳酸五烯酸 344 C23H36O2 4.901

二十碳六烯酸 316 C21H32O2 1.594

注：表中相对分子质量及分子式均为脂肪酸甲酯。

3 结 论 

微波法辅助提取林蛙卵油各因素影响按由大到

小顺序为浸泡时间＞料液比＞微波功率。研究得到提

取林蛙卵油最佳工艺条件为微波时间30 min、料液比 

1∶9.82（g/mL）、浸泡时间3.33 h、微波功率600 W。在此

工艺条件下，林蛙卵油的提取率可达到（20±0.67）%。与

其他方法比较，微波法辅助提取林蛙卵油具有得率高的优

点，采用GC-MS法对脂肪酸成分分析，微波法中主要不饱

和脂肪酸为亚油酸、二十碳二烯酸、二十碳三烯酸、二十

碳四烯酸、亚麻酸、棕榈反油酸、二十二碳五烯酸。
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