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杜仲叶为杜仲科植物杜仲 ＥｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖ．
的干燥叶，其味甘、微辛，性温，归肝、肾经，有补肝肾、强

筋骨、降血压、安胎等功效犤１犦。其有效成分主要为绿原酸

等苯丙素类，芦丁等黄酮类，京尼平苷酸、桃叶珊瑚苷等

环烯醚萜类，松脂醇二葡萄糖苷等木脂素类犤２犦。黄酮类

化合物在抗氧化、抑制脂质过氧化反应、预防动脉粥样硬

化及保护心脑血管、防癌、抗癌等方面效果良好犤３犦。黄酮

类化合物是胞内物质，传统的水提法或醇提法不能有效

破坏其细胞壁，存在很大的传质阻力，导致提取效果欠

佳犤４犦。目前，超声波技术和酶解技术的发展为高效提取

天然活性物质提供了新方法犤５犦。酶解法可破坏细胞壁，

使更多重要化学成分（如黄酮）溶出；超声波的空化作用

可加速植物细胞壁破裂及活性物质释放，提高有效物质

提取率。本研究中结合酶解技术和超声波提取技术，通

过单因素试验及正交试验优化提取工艺，提高了杜仲叶

总黄酮的提取效果。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

７６０ＣＲＴ型紫外 －可见分光光度计（北京普析通用
仪器有限公司）；ＰＨＳ－ＳＢ型ｐＨ计（成都瑞驰分析控制
仪器有限公司）；ＳＢ－２５－１２ＤＴ型超声波提取器（宁波

新芝生物科技股份有限公司）；ＨＨ－２型恒温水浴锅
（巩义市予华仪器有限责任公司）；ＴＰ－１１４型电子分析
天平（德国赛多利斯股份有限公司，精度为０．１ｍｇ）。
１．２ 试药

杜仲叶，采自四川省广元市，经川北医学院李生茂

副教授鉴定为正品，晒干备用。纤维素酶（１００００Ｕ／ｇ），
果胶酶（３００００Ｕ／ｇ），均购自上海阿拉丁生化科技股
份有限公司；芦丁对照品（中国食品药品检定研究

院，批号为 ００８０－２００７０７，纯度为 ９５％）；其他试剂均
为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 总黄酮含量测定

对照品溶液制备：取干燥至恒重的芦丁对照品

２５ｍｇ，精密称定，置５０ｍＬ容量瓶中，加６０％乙醇溶解
并定容至刻度，摇匀，即得牗质量浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ牘。

检测波长确定犤６犦：取对照品溶液 ０．３ｍＬ，置 １０ｍＬ
容量瓶中，精密量定，加入 ５％亚硝酸钠 ０．５ｍＬ，静
置 ６ｍｉｎ，加入 １０％ 硝酸铝 ０．５ｍＬ，混匀，静置 ６ｍｉｎ，
加入４％氢氧化钠 ４ｍＬ，６０％乙醇定容，静置１５ｍｉｎ。
同法制备空白溶液。用紫外－可见分光光度计于４００～
８００ｎｍ波长范围内进行光谱扫描，扫描结果显示，于

超声波技术辅助酶解法提取杜仲叶总黄酮工艺优化

王柏强 １，２，项 静 １，张 杰 １，刘 福 １，２

（１．川北医学院附属医院药剂科，四川 南充 ６３７０００； ２．川北医学院药学院，四川 南充 ６３７０００）
摘要：目的 优化杜仲叶总黄酮的提取工艺。方法 以总黄酮提取率为指标，通过单因素试验和正交试验确定最佳工艺条件。结果 优化的

最佳工艺条件为纤维素酶用量３０ｍｇ，料液比１∶３０牗ｇ∶ｍＬ牘，酶解ｐＨ５．０，酶解温度４５℃，乙醇体积分数６０％，超声温度５０℃，超声时
间２５ｍｉｎ。结论 超声波技术辅助酶解法提取杜仲叶总黄酮的提取率较高，优选的工艺合理、可行。
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５１０ｎｍ波长处有最大吸收峰。因此，确定最大吸收波长
为５１０ｎｍ。

线性关系考察：精密吸取对照品溶液 ０，０．５，１．０，
１．５，２．０，２．５，３．０ｍＬ，分别置１０ｍＬ容量瓶中。用０ｍＬ
试管做空白对照，于５１０ｎｍ波长处测定吸光度，以芦丁质
量浓度（Ｃ）为纵坐标、吸光度（Ａ）为横坐标进行线性回归，
得回归方程 Ｃ＝１．７３２Ａ＋０．０７１，ｒ２＝０．９９９９牗ｎ＝７牘。结
果表明，对照品芦丁质量浓度在０．２５～１．５０ｍｇ／ｍＬ范围
内与峰面积线性关系良好。

样品含量测定：精确吸取药材初提液１ｍＬ，置１０ｍＬ
容量瓶中，操作同线性关系考察项下，重复测定３次，计
算平均吸光度值。根据公式犤总黄酮提取率（％）＝初提
液中总黄酮质量 ／杜仲叶干粉质量 ×１００％犦计算总黄
酮提取率。

２．２ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件分析。组间比较行 ｔ检
验，正交试验数据采用正交设计助手Ⅱ进行分析和处
理。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２．３ 单因素试验

２．３．１ 酶的种类及用量

分别称取杜仲叶粉末５ｇ，各１２份，置１２个锥形瓶中，
均分成两组牗纤维素酶组和果胶酶组牘。按料液比１∶２０
（ｇ∶ｍＬ，下同）加入 ６０％乙醇溶液，调节 ｐＨ至 ５．０，分
别加入纤维素酶０，１０，２０，３０，４０，５０ｍｇ，加入果胶酶０，
１０，２０，３０，４０，５０ｍｇ。恒温（５０℃）下酶解 ６０ｍｉｎ，每
１５ｍｉｎ搅拌１次，超声处理（功率为６００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）
２０ｍｉｎ，抽滤，得滤液，测定总黄酮含量，并计算提取率，平
行操作 ３次。结果纤维素酶组总黄酮提取率分别为
１．６６％，２．４１％，３．０９％，３．１９％，３．１４％，３．０９％；果胶酶
组总黄酮提取率分别为１．５８％，２．１６％，２．８２％，２．９５％，
３．０１％，２．９２％。两组提取率差异显著（Ｐ＜０．０５）。当添加
纤维素酶量超过３０ｍｇ时，总黄酮提取率逐渐下降。
２．３．２ 料液比

分别称取杜仲叶粉末５ｇ，各６份，置６个锥形瓶中，
按料液比 １∶５，１∶１０，１∶２０，１∶３０，１∶４０，１∶５０加入
６０％乙醇溶液，调 ｐＨ至 ５．０，加入纤维素酶 ３０ｍｇ，搅
拌，溶解后在恒温水浴锅（５０℃）酶解６０ｍｉｎ，每１５ｍｉｎ搅
拌 １次，其余操作同２．３．１项下步骤。结果总黄酮提取
率分别为 ２．４９％，２．９３％，３．１７％，３．４８％，３．４３％，
３．２２％。可见，随着料液比的增加，总黄酮提取率逐渐增
大，当料液比达到 １∶３０后再继续增加料液比，提取效
率增加不明显。可能是料液比过大降低了酶和底物的浓

度，减少了酶分子与底物分子的碰撞概率，使底物未得

到充分酶解，导致总黄酮溶出差异不明显犤７犦。

２．３．３ 酶解ｐＨ
分别称取杜仲叶粉末 ５ｇ，各 ６份，置 ６个锥形瓶

中，按料液比 １∶３０加入 ６０％乙醇溶液，分别调 ｐＨ至
３．５，４．０，４．５，５．０，５．５，６．０，加入纤维素酶 ３０ｍｇ，搅拌
溶解后在恒温水浴锅（５０℃）酶解 ６０ｍｉｎ，每 １５ｍｉｎ搅
拌 １次，其余操作同２．３．１项下步骤。结果总黄酮提取
率分别为 ２．１４％，３．２６％，３．４９％，３．３７％，３．０５％，
２．７３％。可见，ｐＨ４．５时总黄酮提取率最大。
２．３．４ 酶解温度

分别称取杜仲叶粉末 ５ｇ，各 ６份，置 ６个锥形瓶
中，按料液比 １∶３０加入 ６０％乙醇溶液，调 ｐＨ至 ４．５，
加入纤维素酶 ３０ｍｇ，搅拌，溶解后分别于恒温水浴锅
３５，４０，４５，５０，５５，６０℃ 下酶解 ６０ｍｉｎ，每 １５ｍｉｎ搅
拌１次，其余操作同 ２．３．１项下步骤。结果总黄酮提取
率分别为 ３．０５％，３．４２％，３．５３％，３．４６％，３．４１％，
３．２２％。可见，合适的酶解温度有利于总黄酮的溶出，温
度过低不能保证酶的活性，过高酶又易失活，故酶解温

度保持在４０～５０℃为宜。
２．３．５ 酶解时间

分别称取杜仲叶粉末 ５ｇ，各 ６份，置 ６个锥形瓶
中，按料液比 １∶３０加入 ６０％乙醇，调 ｐＨ至 ４．５，加入
纤维素酶３０ｍｇ，搅拌，溶解后分别于恒温水浴锅４５℃
条件下酶解 ３０，６０，９０，１２０，１５０，１８０ｍｉｎ，每 １５ｍｉｎ搅
拌 １次，其余操作同２．３．１项下步骤。结果总黄酮提取
率分别为 ２．８１％，３．４５％，３．６０％，３．５２％，３．２４％，
３．１８％。可见，随着酶解时间的增加，总黄酮提取率逐渐
增大；酶解时间为 ９０ｍｉｎ时，酶解反应基本完成，总黄
酮提取率最大；在 ９０ｍｉｎ后提取率降低。因此，选择酶
解时间为９０ｍｉｎ。
２．３．６ 乙醇体积分数

分别称取杜仲叶粉末５ｇ，各６份，置６个锥形瓶中，
按料液比１∶３０分别加入３０％，４０％，５０％，６０％，７０％，
８０％乙醇，调 ｐＨ至 ４．５，加入纤维素酶３０ｍｇ，搅拌，溶
解后于恒温水浴锅 ４５℃条件下酶解 ９０ｍｉｎ，每 １５ｍｉｎ
搅拌 １次，其余操作同 ２．３．１项下步骤。结果总黄酮提
取率分别为 ２．４３％，２．９７％，３．３６％，３．６４％，３．５６％，
３．０８％。可见，杜仲叶总黄酮提取率随着乙醇体积分数
的增大而增加，在６０％以后增速减慢，同时杂质溶出也
明显增多。故选择不同乙醇体积分数牗５０％～７０％牘作进
一步考察。

２．３．７ 其他因素

分别考察超声提取温度、超声时间对杜仲叶总黄酮

提取率的影响。结果适宜的超声提取温度为４０～６０℃，
超声时间为１５～２５ｍｉｎ。
２．４ 正交试验优化总黄酮提取工艺

综合单因素试验结果，选取对总黄酮提取影响较大

的纤维素酶用量（Ａ）、料液比（Ｂ）、酶解 ｐＨ（Ｃ）、酶解
温度（Ｄ）、乙醇体积分数（Ｅ）、超声温度（Ｆ）、超声时间

·药学论著·
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总黄酮提

取率（％）

２．１１
３．６４
３．４２
３．２５
３．５４
３．２６
２．４３
３．０９
３．１６
２．５１
２．６３
３．２２
２．９８
３．５２
３．４１
３．０２
３．３７
２．９６

因素

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ
Ｆ
Ｇ
误差

离差平方和

０．５４９
１．２２８
０．０８３
０．６７３
０．０８６
０．００８
０．２１９
０．０１０

自由度

２
２
２
２
２
２
２
２

均方

０．２７５
０．６１４
０．０４２
０．３３７
０．０４３
０．００４
０．１１０
０．００５

Ｆ值
６８．６２５
１５３．５０
１０．３７５
８４．１２５
１０．７５０
１．０００
２７．３７５

Ｐ
＜０．０５
＜０．０５

＜０．０５

＜０．０５

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７
１８
ｋ１
ｋ２
ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３
１
１
１
２
２
２
３
３
３

２．９２２
３．３２７
３．００５
０．４０５

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３

２．７１７
３．２９８
３．２３８
０．５８１

Ｃ
１
２
３
１
２
３
２
３
１
３
１
２
２
３
１
３
１
２

２．９８８
３．１２８
３．１３７
０．１４９

Ｄ
１
２
３
２
３
１
１
２
３
３
１
２
３
１
２
２
３
１

２．８１８
３．２７２
３．１６３
０．４５４

Ｅ
１
２
３
２
３
１
３
１
２
２
３
１
１
２
３
３
１
２

３．００５
３．１７３
３．０７５
０．１６８

Ｆ
１
２
３
３
１
２
２
３
１
２
３
１
３
１
２
１
２
３

３．０９５
３．１０３
３．０５５
０．０４８

Ｇ
１
２
３
３
１
２
３
１
２
１
２
３
２
３
１
２
３
１

２．９３７
３．１１５
３．２０２
０．２６５

表３ 方差分析结果

Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

表２ Ｌ１８牗３７牘正交试验设计与结果
Ｔａｂ．２ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＬ１８（３７）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

因素

水平
因素

１
２
３

Ａ（ｍｇ）

２０
３０
４０

Ｂ（ｇ∶ｍＬ）

１∶２０
１∶３０
１∶４０

Ｃ
４．０
４．５
５．０

Ｄ（℃）

４０
４５
５０

Ｅ（％）

５０
６０
７０

Ｆ（℃）

４０
５０
６０

Ｇ（ｍｉｎ）

１５
２０
２５

表１ 因素水平表

Ｔａｂ．１ Ｌｅｖｅｌｓｏｆｆａｃｔｏｒｓ

注：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００。
Ｎｏｔｅ：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００．
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（Ｇ）７个因素，每个因素３个水平（见表１）。以总黄酮提
取率为考察指标，选用 Ｌ１８（３７）正交试验表（见表２）进行
正交试验。结果见表３。可见，各因素对杜仲叶总黄酮提
取率的影响效果大小为料液比 ＞酶解温度 ＞纤维素酶
用量＞超声时间 ＞乙醇体积分数 ＞酶解 ｐＨ＞超声温
度。其中，料液比、酶解温度、纤维素酶用量、超声时间影响

显著（Ｐ＜０．０５）。根据直观分析及方差分析结果确定最
佳工艺组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２Ｅ２Ｆ２Ｇ３，即纤维素酶用量３０ｍｇ，
料液比 １∶３０，酶解 ｐＨ５．０，酶解温度 ４５℃，乙醇体积
分数６０％，超声温度５０℃，超声时间２５ｍｉｎ。
２．５ 验证试验

分别称取杜仲叶粉末５ｇ，各５份，置５个锥形瓶中，
按料液比１∶３０加入６０％乙醇，调ｐＨ至５．０，加入纤维素
酶３０ｍｇ，搅拌，溶解后于恒温水浴锅 ４５℃条件下酶解
９０ｍｉｎ，每１５ｍｉｎ搅拌１次，超声处理（温度５０℃，功率６００Ｗ，

频率４０ｋＨｚ）２５ｍｉｎ，抽滤，得滤液，测定总黄酮含量。结果
杜仲叶总黄酮平均提取率为３．８０％，ＲＳＤ为１．４９％。
３ 讨论

天然产物的提取过程中，加入一定量的酶可破坏

构成药材细胞壁和细胞间质的果胶、纤维素、半纤维素等

大分子化合物，使细胞内物质充分溶解，提高有效成分

的溶出速率；降低提取温度，可缩短提取时间；减少溶剂

用量，可提高有效成分提取率犤８－９犦。本试验中利用超声

波辅助酶解法提取杜仲叶中的总黄酮，在单因素试验基

础上通过正交试验优化杜仲叶总黄酮的提取工艺，得最

佳工艺条件：纤维素酶用量 ３０ｍｇ，料液比 １∶３０，酶解
ｐＨ５．０，酶解温度４５℃，乙醇体积分数６０％，超声温度
５０℃，超声时间２５ｍｉｎ。此工艺条件下杜仲叶总黄酮提
取率为３．８０％，与传统回流提取法比较，条件温和，溶剂
用量较少，有效成分提取率高，节能、降耗，保护环境。
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