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超声波协同酶法提取菝葜中总黄酮工艺参数优化*

OptimizingofUltrasonicAssistedEnzymaticExtraction
ofTotalFlavonoidsfromSmilaxchina

曾承露1,陈慈航1,黄庶识2,李暋锋1,2**

ZENGChenglu1,CHENCihang1,HUANGShushi2,LIFeng1,2

(1.黔南民族师范学院化学化工学院,贵州都匀暋558000;2.广西科学院生物物理实验室,广西南

宁暋530007)
(1.SchoolofChemistryandChemicalEngineering,QiannanNormalCollegeforNationalities,

Duyun,Guizhou,558000,China;2.LaboratoryofBiophysisofGuangxiAcademyofSciences,

Nanning,Guangxi,530007,China)

摘要:暰目的暱为开发菝葜(Smilaxchina)资源提供理论和实践依据。暰方法暱采用超声波辅助酶法提取菝葜中

总黄酮,通过单因素试验考察酶用量、pH 值、酶解时间和酶解温度对菝葜中黄酮得率的影响。在此基础上,再利

用响应面法优化提取条件,研究pH 值、酶解时间和酶解温度3个自变量之间的交互作用对黄酮得率的影响。
暰结果暱最佳提取工艺条件为 pH 值5.10,酶解时间48min,酶解温度为53曟,在此条件下总黄酮得率达到

2灡289%。暰结论暱该优化工艺合理可行,可用于菝葜中总黄酮的提取。

关键词:菝葜暋总黄酮暋酶法暋超声波暋响应面法
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Abstract:暰Objective暱Toprovidetheoreticalandpracticalfoundationsfortheexploitationof
Smilaxchinaresources,thetotalflavonoidsinSmilaxchinawereextractedbyultrasonicas灢
sistedenzymemethod.暰Methods暱Theeffectsofenzymedosage,pHvalue,hydrolysistimeand
hydrolysistemperatureontheyieldofflavonoidsinSmilaxchinawereinvestigatedinsingle
factorexperiments.Onthebaseofthis,theoptimumconditionsfortheextractionoftotalfla灢
vonoidsfromSmilaxchinaweredeterminedbyusingresponsesurfacemethodology.Andthe
effectsofinteractionbetweenpH,hydrolysistimeandenzymatichydrolysisontheyieldoffla灢
vonoidswerestudied.暰Results暱Theoptimumconditionswereasfollows:pHwas5.10,hydrol灢
ysistimewas48min,andhydrolysistemperaturewas53曟.Undertheseconditions,thetotal
yieldofflavonoidsreached2.289%.暰Conclusion暱Theoptimaltechnologyisreasonableandfea灢
sibleandcanbeusedfortheextractionoftotalflavonoidsfromSmilaxchina.

Key words:Smilax china,totalflavonoids,
enzymatic,ultrasonic,responsesurfacemethod灢
ology

0暋引言

暋暋暰研究意义暱菝葜(SmilaxchinaL.),又名金刚

藤,其用药部位为百合科菝葜属植物的干燥根茎,为
《中国药典》2010年版所收载品种,大多数分布于长

江以南各省,其中贵州产33种、3变种,分布于全省
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各地,为贵州民间用中药,主要用于治疗痢疾、肠胃

炎、风湿性关节痛和跌打损伤等,还可用于胃癌、食管

癌、直肠癌、糖尿病等的治疗[1飊2]。菝葜被广泛应用于

治疗各种疾病,得益于其含有丰富的有效成分,如皂

苷类、黄酮类、甾醇类等[3飊4]。暰前人研究进展暱关于菝

葜黄酮类成分的研究已有较多报道,且研究表明,黄
酮化合物可能是菝葜发挥药效的主要物质基础[5飊7]。
目前菝葜有效成分提取仍采用传统提取技术———水

提醇沉工艺,其活性成分很难得到保证,同时由于菝

葜生长周期长,野生资源逐渐减少。因此,对现有提

取工艺进行改革,可提高有效成分提取率从而达到充

分利用植物资源和提高药物疗效的目的。暰本研究切

入点暱酶法提取是一种较为新型的方法,具有提取黄

酮类化合物的潜力。植物有效成分通常被包裹在细

胞壁内,而细胞壁的主要成分为果胶质、纤维素和半

纤维素等,用果胶酶和纤维素酶催化这些物质水解,
破坏细胞壁,可减少扩散阻力,使细胞壁内的有效成

分溶出。酶法提取条件温和、简单,克服活性成分在

高温下易分解的缺点,是一种安全、有效、无污染的提

取方法[8]。超声波是利用超声空化效应,破坏细胞组

织,有助于细胞内的活性物质溶出和扩散,具有效率

高、时间短的优点[9飊10]。超声波辅助酶法兼具酶法和

超声波法的优点,已用于芹菜总黄酮[11]、锁 阳 多

糖[12]、香菇多糖[13]等方面的研究,但尚未见用于提

取菝葜黄酮的相关报道。暰拟解决的关键问题暱以野

生菝葜为原料,采用响应面法对超声波协同酶法提取

菝葜总黄酮的工艺条件进行优化,从而选取最佳工艺

参数,以检验超声波耦合生物酶法获得中药活性成分

的可行性,以期为开发菝葜资源提供理论和实践

依据。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋野生菝葜采自贵州省都匀市,洗净烘干后,将其

粉碎过80目筛,储藏备用;芦丁标准品购自中国药品

生物 制 品 检 定 所;纤 维 素 酶 (酶 活 力/(U/g)曒
15000,批号:20140319)和果胶酶(酶活力/(U/g)曒
50,批号:20131210)购自国药集团化学试剂公司;实
验过程中所用化学试剂均为国产分析纯。

暋暋超声波清洗器(昆山超声仪器有限公司);TU飊
1901型双光束紫外飊可见分光光度计(北京普析通用

仪器有限责任公司);HH飊S2型数显恒温水浴锅(郑
州英峪予华仪器有限公司);AG飊285型十万分之一

电子天平(赛多利斯);PHS飊3C型pH 计(上海精密

仪器);优普超纯水器(成都超纯水有限公司)。

1.2暋方法

1.2.1暋标准曲线绘制

暋暋 参 照 文 献 [14],标 准 曲 线 回 归 方 程 为 Y =
14灡714X+0.0019,R2=0.9998。

1.2.2暋提取液制备及总黄酮得率测定

暋暋称取1.00g菝葜置于锥形瓶中,加入一定pH
值水溶液,经超声波作用一段时间后,加入一定体积

复合酶(等体积1mg/mL果胶酶与1mg/mL纤维

素酶混合,下同),在一定温度下浸泡一定时间后,抽
滤,离心;取上清液1mL稀释一定倍数,按上述制作

标准曲线方法分别加入化学试剂,在波长为508nm
下测定吸光度,代入回归方程计算样品液中黄酮类化

合物的含量。按式(1)计算样品得率:

暋暋Y=c暳v暳n
M 暳1000暳100%。 (1)

式中:Y 是总黄酮得率,%;c是总黄酮浓度,mg/L;

v是样品体积,mL;n是稀释倍数;M 是菝葜质量,g。

1.3暋单因素试验

暋暋精密称取菝葜粉末1g,加入50mL一定pH 值

水溶液后,使用功率500 W 超声波清洗器作用10~
60min,停止超声,加入一定量复合酶。依次以酶用

量0.2mL、0.4mL、0.8mL、1.0mL、1.2mL、1.4
mL;酶解时间15 min、30 min、45 min、60 min、75
min、90 min);酶 解 温 度 40曟、45曟、50曟、55曟、

60曟、65曟;pH 值4.0,4.5,5.0,5.5,6.0,6.5;粒径

50目、80目、100目、150目、200目为因素,提取液经

过抽滤,离心,取上清液稀释一定倍数,按照1.2节项

下测定溶液吸光度,考察以上因素对总黄酮提取率的

影响。

1.4暋响应面优化试验

暋暋综合考虑单因素试检结果,固定超声波作用时间

和料液比,筛选出对总黄酮得率影响显著的因素进行

后续优化试验。利用 Desing飊ExpertV8.0.6的中心

组合试验设计原理,选取pH 值 (A)、酶解时间(B)、
酶解温度(C)3个因素,以总黄酮得率为响应值,因
素及水平见表1。
表1暋响应面实验因素与水平

Table1暋Factorsandlevelsofreponsesurfaceanalysis

水平
Levels

因素Factors

pH 值
pHvalue

酶解时间
Hydrolysis
time(min)

酶解温度
Hydrolysis

temperature(曟)

-1 4.5 30 45
0 5.0 45 50
+1 5.5 60 55
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2暋结果与分析

2.1暋单因素试验结果

2.1.1暋超声波作用时间对菝葜总黄酮得率的影响

暋暋由图1可知,随着超声波作用时间增加,总黄酮

得率也随之增长;当超声波作用时间超过20min后,
总黄酮得率增加幅度明显变缓。这是因为随着作用

时间的增加,溶质与溶剂的接触时间随之增加,总黄

酮融入溶剂的量增多;20min后总黄酮得率增幅明

显降低,所以从节能降耗方面考虑,选取超声波作用

时间20min进行后续试验。

图1暋超声时间对总黄酮得率的影响

暋暋Fig.1暋Effectofultrasonictimeontheextractionyieldof

totalflavonoids

2.1.2暋酶用量对总黄酮得率的影响

暋暋由图2可知,随着酶用量的添加,总黄酮得率逐

步提高;酶添加量超过0.4mL,总黄酮得率并没有显

著增加。这可能是由于酶添加量低于最佳值时,酶解

不彻底,黄酮溶出的量少;酶添加量大于0.4mL时,
虽然酶解反应彻底,但考虑到提取成本问题,因此选

择添加0.4mL复合酶溶液为宜。

图2暋酶用量对总黄酮得率的影响

暋暋Fig.2暋Effectofenzymeloadingontheextractionyield

oftotalflavonoids

2.1.3暋pH 值对总黄酮得率的影响

暋暋从图3可看出,随着pH 值的增加,总黄酮得率

明显增加,pH 值 5.0时达到最高值,pH 值继续增

大,反而总黄酮提取率开始下降。这表明混合酶在

pH 值为5.0时具有较高的催化效率,所以选取pH
值为5灡0进行后续单因素试验。

图3暋pH 值对总黄酮得率的影响

暋暋Fig.3暋EffectofpHontheextractionyieldoftotalfla灢
vonoids

2.1.4暋酶解时间对总黄酮得率的影响

暋暋由图4可知,菝葜总黄酮得率随酶解时间的增加

不断升高,酶解时间为45 min时,达到最大值,45
min之后总黄酮得率开始缓慢下降。这是因为随着

时间的增加,细胞内的黄酮释放融入溶剂中的量增

多,但提取时间过长,溶液中的黄酮易被氧化,因此选

择酶解时间为45min进行后续试验。

图4暋酶解时间对总黄酮得率的影响

暋暋Fig.4暋Effectofhydrolysistimeontheextractionyield
oftotalflavonoids

2.1.5暋酶解温度对总黄酮得率的影响

暋暋由图5可知,酶解温度对总黄酮得率有显著影

响。当温度小于50曟时,随着酶解温度升高,总黄酮

得率逐渐增加,说明温度使酶的活性逐渐增强,促进

复合酶对细胞壁的破坏,有利于黄酮释放,从而提高

总黄酮得率;当温度高于50曟后,提取率明显开始降

低,可能是由于高温导致酶活性降低,也可能是由于

高温导致黄酮分子结构发生变化。因此选择酶解温

度为50曟。
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图5暋酶解温度对总黄酮得率的影响

暋暋Fig.5暋Effectofhydrolysistemperatureontheextraction

yieldoftotalflavonoids

2.1.6暋粉末粒径对总黄酮得率的影响

暋暋由图6可知,随着菝葜粉末直径越来越小,总黄

酮提取率也逐步升高;粉末直径越小,其植物细胞结

构破坏越严重,而且表面与酶溶液的接触面积也增

大,从而进一步提高总黄酮得率。80目以后,总黄酮

提取率增幅不明显,从经济角度考虑,选择80目的粉

末作为后续试验。

图6暋粉末粒径对总黄酮得率的影响

暋暋Fig.6暋Effectofparticalsizeontheextractionyieldof
totalflavonoids

2.2暋响应面法试验结果

2.2.1暋响应面优化实验结果

暋暋采用Desing–ExpertV8.0.6软件对表2中菝

葜总黄酮得率数据进行回归拟合分析,得到回归

方程:

暋暋Y=-15.28225+6.4025A-0.065133B+
0.10775C+0.018667AB+0.031AC+
1.3333暳10-4BC-0.877A2-3.85556暳10-4B2-
2.57暳10-3C2,
式中:Y为总黄酮得率,A、B和C 分别为pH 值、酶解

时间和酶解温度。

暋暋由表3可知,P <0.0001表明回归模型极度显

著;失拟项P=0.4456>0.05,表明失拟项差异不显

著,说明回归模型与实验数据拟合度较高。R2 =

0灡9834,表明实测值与预测值高度相关,拟合度大于

98%。在此试验设计中,模型方程的一次项C(P=
0.0011<0.05)影响显著;二次项A2、B2、C2 的P值

均小于0.001,表明影响均极显著;交互项AB 和AC
的P 值均小于0.01,表明影响也极显著。此回归模

型结果说明各因素对总黄酮得率的影响不是简单的

线性关系。
表2暋试验设计表及结果

Table2暋ExperimentaldesignofBox飊Behnkenandcorrespond灢

ingresults

试验号
No.

pH 值
pHvalue

酶解时间
Hydrolysis
time(min)

酶解温度
Hydrolysis

temperature(曟)

总黄酮得率
Yieldoftotal

flavonoids(%)

1 -1 -1 0 2.15
2 1 -1 0 1.88
3 -1 1 0 1.84
4 1 1 0 2.13
5 -1 0 -1 2.03
6 1 0 -1 1.91
7 -1 0 1 1.98
8 1 0 1 2.17
9 0 -1 -1 2.08
10 0 1 -1 2.10
11 0 -1 1 2.19
12 0 1 1 2.25
13 0 0 0 2.27
14 0 0 0 2.30
15 0 0 0 2.32
16 0 0 0 2.35
17 0 0 0 2.29

表3暋方差分析结果

Table3暋AnalysisofvarianceofBox飊Behnkenexperiment

方差来源
Source

平方和
Sumof
squares

自由度
Degreeof
freedom

均方
Mean

square
F值

Fvalue
P 值

Pvalue

模型
Model 0.40 9 0.045 46.09 <0.0001

A 1.012暳10-3 1 1.012暳10-3 1.04 0.3411
B 5暳10-5 1 5暳10-5 0.052 0.8269
C 0.028 1 0.028 28.45 0.0011
AB 0.078 1 0.078 80.77 <0.0001
AC 0.024 1 0.024 24.75 0.0016
BC 4暳10-4 1 4暳10-4 0.41 0.5414
A2 0.20 1 0.20 208.51 <0.0001
B2 0.032 1 0.032 32.64 0.0007
C2 0.017 1 0.017 17.91 0.0039
残差

Residual 6.795暳10-3 7 9.707暳10-4

失拟
Lackoffit 3.075暳10-3 3 1.025暳10-3 1.10 0.4456

纯误差
Pureerror 3.72暳10-3 4 9.3暳10-4

总和
Total 0.41 16

R2 =0.9834

注:差异显著(P <0.05),差异极显著(P <0.01)

Note:Significant(P <0.05),verysignificant(P <0.01)
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2.2.2暋响应面交互因素分析

暋暋对表2实验结果进行二次多元回归拟合,得到二

次回归方程的响应面图(图7)。通过响应面三维图,
即可知任意两因素之间交互作用对黄酮得率的影响,
并从中确定提取工艺的最佳水平范围。由图7可知,
在所选的因素水平范围内存在最大值,即响应面的最

高点。等高线形状越扁平表明因素之间的交互作用

越显著,对响应值的影响越大[15]。还可以看出三维

曲线图底部投影的等高线图呈椭圆,即pH 值与酶解

温度、酶解时间两者之间交互作用对黄酮得率的影响

显著。

图7暋各交互作用对总黄酮得率影响的响应曲面

暋暋Fig.7暋Responsesurfaceplotsshowingtheinteractive
effectsofdifferentfactorsontheextractionyieldoftotalfla灢
vonoids

2.2.3暋最优条件预测及验证

暋暋通过 Design飊Expert软件求解回归方程得到最

优提取工艺参数pH 值、酶解时间和酶解温度分别为

5.10,48.1 min和52.95曟时,提取率预测值达到

2灡325%。考虑到实验的可操作性,将提取工艺参数

进行修正,选取pH 值为5.10,酶解时间为48min和

酶解温度为53曟进行3次验证试验,黄酮得率平均

值为2.289%,预测值和实验值相对误差1.54%,表
明响应面法所建立回归方程所预测的优化提取工艺

参数准确可靠,具有实用价值。

3暋讨论

暋暋试验采用超声波与生物酶法结合提取菝葜中黄

酮类化合物。超声波在液体中通过高频振动,对菝葜

粉末表面产生强大的剪切力,从而破坏植物细胞组

织。超声波同时结合生物酶的高效、专一性,选择可

以破坏植物细胞壁的纤维素酶和果胶酶,破坏植物细

胞壁结构,使黄酮类化合物暴露并溶解或悬浮于溶剂

中。基于以上原理建立超声耦合酶法提取菝葜黄酮

类化合物,以期获得较高提取率。

暋暋实验发现,反应体系pH 值、酶解温度和酶解时

间对总黄酮得率都有显著影响。酶用量和粉末粒径

虽然对黄酮提取率有一定影响,但随着酶用量和粒径

目数增大,提取率增加并不显著,考虑到生产成本,故
不再进一步优化。不同粉末粒径的提取率差异小的

原因,可能是在超声作用过程中超声波空化致使细胞

壁结构遭到破坏,变得松散。pH 值和温度直接影响

酶活力,生物酶作用于细胞壁需要一段时间,因此各

因素之间不是独立存在的,而是具有一定的交互

作用。

4暋结论

暋暋本实验在单因素的基础上筛选对黄酮得率影响

显著的因素进行响应面优化分析,通过 Design飊Ex灢
pert软件建立多元回归方程,得到最优工艺参数pH
值、酶解时间和酶解温度分别为 5.10,48 min 和

53曟,在此条件下黄酮得率为 2.289%,与预测值

(2灡325%)基本吻合。与传统提取方法相比,超声波

辅助酶法具有选择性高、时间短、无有机溶剂污染等

优点,且设备简单,有效成分溶出率显著提高,符合当

今绿色化学技术的发展趋势,对菝葜有效成分的提取

具有重要意义。
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