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复合酶协同超声波法提取香椿老叶总黄酮工艺研究 

 

刘玉梅，张家俊，吴浪 

（铜仁职业技术学院，中兽药国家民委重点开放实验室，贵州铜仁 554300） 

摘要：本文研究了香椿老叶中总黄酮的提取工艺，提取液中总黄酮的得率以芦丁为对照品进行校正。先利用复合酶水解香椿老

叶中的纤维素和果胶，探究出最佳酶解条件为复合酶2(果胶酶:纤维素酶=2:1)，酶用量为2.00%(W/V)，酶解时间40 min，酶解温度45 ℃，

上清液中总黄酮得率为 2.49%。再进行超声辅助提取，采用通过单因素实验和 Box-Behnken 实验对乙醇体积比、超声功率、超声时间、

超声温度 4 个条件进行优化，各项方差分析表明影响香椿老叶中总黄酮得率的顺序依次为：超声功率>乙醇体积分数>提取温度>提取

时间，再根据回归方程预测最佳提取条件。在采用乙醇体积分数 60%、超声功率 227 W、提取温度 53.00 ℃、提取时间 51 min 条件

下，香椿老叶总黄酮得率为 3.85%，与预测值仅相差 0.03%，表明工艺参数准确可靠。 
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Abstract: In this wok, the extraction method of total flavonoids from old leaves of Toona sinensis was studied. Firstly, cellulose and pectin 

in the old leaves of Toona sinensis were hydrolyzed by complex enzymes, and the optimal enzymatic hydrolysis condition was found to be 

complex enzyme 2 (pectinase: cellulase=2:1), with an enzyme dosage of 2.00% (W/V), enzymatic hydrolysis time of 40 min, enzymatic 

hydrolysis temperature of 45 ℃, and the total flavonoids yield in the supernatant was 2.49%. Ultrasonic assisted extraction was performed later. 

The single factor experiment and the Box Behnken were used to optimize the ethanol volume ratio, ultrasonic power, ultrasonic time, ultrasonic 

temperature. The variance analysis showed that the yield of total flavonoids from old leaves of Toona sinensis was affected by following: the 

ultrasonic power > ethanol concentration > extraction temperature > extracting time. According to the regression equation, the best extraction 

conditions were predicted. Under the conditions of ethanol volume fraction of 60%, ultrasonic power of 227 W, extraction temperature of 

53.00 ℃ and extraction time of 51 min, the total flavonoids yield of old leaves of Toona sinensis was 3.85%, which was only 0.03% different 

from the predicted value, indicating that the process parameters were accurate and reliable. 
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香椿（Toona sinensis）是楝科香椿属多年生落叶

乔木，因其嫩芽有特殊的香味而成为人们广为喜爱的

一种木本蔬菜。研究表明其种子、老叶、根皮、杆皮

中都含有大量的黄酮、生物碱、皂苷等生物活性成分
[1-5]，其中黄酮类化合物是香椿的主要药效成分，现代 
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药理研究证明香椿黄酮具有抗氧化[6]、抑菌[7]、降糖
[8,9]、降尿酸[10]等药理作用。 

目前已有的文献表明香椿中总黄酮的提取方法[11]

有乙醇提取法、复合酶提取法、超声辅助提取、微波

辅助提取等工艺。高文秀[12]等用复合酶解法协同超声

波法提取山楂中总黄酮，其通过优化后得出复合酶酶

解 1.5 h，乙醇体积分数为 70%，料液比为 1:40 g/mL，
40 ℃超声提取 30 min 中总黄酮提取量为 85.5 mg/g。
相对超声波提取总黄酮提高了 46.10%，比单纤维素酶

酶解辅助超声波法提取总黄酮量提高了 27.60%。李思

阳[13]比较了乙醇回流提取法和超声提取法对香椿子

总黄酮提取量的影响，发现超声提取法提取效果显著
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优于乙醇回流提取法。杨京霞[14]研究了微波提取中提

取温度、微波频率、萃取溶剂、样品基质等对太和香

椿中黄酮类成分含量的影响，结果表明微波提取黄酮

类物质相比于有机溶剂提取具有提取率高、产品纯度

高、能耗小、操作费用少等优点。目前采用复合酶酶

解再进行超声辅助提取香椿老叶中总黄酮的方法未见

报道，因此本实验工艺具有一定的创新性。 
酶解提取法是将合适浓度的酶加到中草药提取液

中以降低提取条件，提高得率的一种方法。在传统提

取液的基础上，加入一定量的酶可将构成药材细胞壁

和细胞间质的果胶、纤维素、半纤维素等大分子化合

物破坏，从而减小细胞壁和细胞间质对有效化学成分

的溶出阻力，加快有效成分的溶出速率，降低提取温

度，缩短提取时间，提高有效成分的得率[15]。超声波

的空化效应、热效应和机械效应同时作用于香椿老叶

中，促进黄酮类物质溶出，提高其得率[16]。香椿老叶

中总黄酮含量高，被废弃不但造成了环境污染，还浪

费了宝贵自然资源[17]，因此本实验拟结合已有文献报

道，采用两步法提取香椿老叶中的总黄酮，先通过复

合蛋白酶破碎香椿老叶中的纤维素和果胶，加速黄酮

类物质溶出，再通过超声辅助乙醇二次提取，旨在为

香椿资源的综合利用提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  药品与试剂 

香椿老叶采自铜仁市万山区谢桥街道石竹村，

60 ℃烘箱干燥过夜，粉碎后过 60 目筛，-20 ℃冰箱

保存待用。芦丁标准品购自中国食品药品检定研究院

纯度≥98%；果胶酶（50000 U/g）购自南宁庞博生物

工程有限公司；纤维素酶（100000 U/g）购自和氏璧

生物工程有限公司；无水乙醇购自西安化玻试剂有限

公司。 

1.2  主要仪器设备 

VS-65UE 恒温超声波提取机购自无锡沃信仪器

有限公司；紫外可见分光光度计（型号为 TU-1901）
购自北京普析通用仪器有限公司；纯水仪（型号为

New human powerⅠ）购自韩国 Human 公司；电子天

平（型号为 CPA225D）购自赛多利斯科学仪器(北京)
有限公司；离心机（型号为 TDZ4-WS）购自湖南赫

西仪器装备有限公司；鼓风干燥箱（型号为

DHG-9030A）购自上海慧泰仪器制造有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  总黄酮得率测定方法 
1.3.1.1  供试品的制备 

精密称取 0.2 g 香椿老叶样品于 50 mL 圆底离心

管中，加入适量混合酶溶液提取一段时间后 90 ℃灭

活酶 10 min，再加入适量无水乙醇配制成不同浓度的

乙醇溶液，在一定时间和温度下超声提取。提取液于

4000 r/min 离心 10 min 取上清液备用。 
1.3.1.2  总黄酮得率计算 

精密称取芦丁对照品 10.00 mg 至 50 mL 容量瓶

中，50%乙醇溶解并定容。即得质量浓度为 0.2 mg/mL
的芦丁对照品溶液。分别精密吸取该对照品溶液 1.00、
2.00、3.00、4.00、5.00 mL 于 25 mL 容量瓶中，分别

如入 2 mL 0.5 mol/L AlCl3溶液，摇匀，静置 15 min
使其充分显色，用 pH=5.8 的乙酸/乙酸钠缓冲溶液定

容至刻度，超声波震荡 5 min，静置 15 min，得 5 个

浓度的芦丁测定液。取其中一个浓度的芦丁测定液于

紫外可见分光光度计上进行光谱扫描，确定最大吸收

波长。将 5 个测定浓度的芦丁测定液于最大吸收波长

处测定吸光度，绘制芦丁标准曲线[18]。 
总黄酮得率（%）=测得的总黄酮质量（g）/生药

材质量（g）×100% 
1.3.2  酶法辅助提取工艺优化 

精密称取 0.2 g 香椿老叶粉末 5 份于 50 mL 圆底

离心管中，加入 5 mL 酶溶液，先后考察酶的种类（果

胶酶、纤维素酶、复合酶 1、复合酶 2、复合酶 3），
酶用量（0.50%、1.00%、1.50%、2.00%、2.50%，W/V），
酶解时间（25 min、30 min、35 min、40 min、45 min），
酶解温度（35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、60 ℃）

对香椿老叶总黄酮得率的影响，以总黄酮得率为响应

值。 
1.3.3  超声辅助乙醇提取的单因素实验 

以确定好的酶解辅助提取条件作为前提，进行后

续超声辅助乙醇提取。单因素实验分别探究乙醇体积

分数（40%、50%、60%、70%、80%），超声功率（100 
W、150 W、200 W、250 W、300 W），提取温度（30 ℃、

40 ℃、50 ℃、60 ℃、70 ℃），提取时间（40 min、
50 min、60 min、70 min、80 min）这 4 个因素对黄酮

得率的影响，以提取液中总黄酮得率为指标，探究较

佳的参数水平，进行后续响应面优化。 
1.3.4  响应面优化设计 

在单因素实验基础上，以香椿老叶总黄酮得率为

响应值，采用 Design-Expert 8.0.6 软件中的 Box- 
Behnken 的中心组合实验，进一步考察乙醇体积分数、

超声功率、超声温度、提取时间对总黄酮得率的影响，

优化提取工艺。响应面实验因素与水平设计见表 1。 
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表1 Box-Behnken中心组合实验设计 

Table 1 Design of combined test of Box-Behnken 

水平 

因素 

乙醇体积 

分数 A/% 

超声功

率 B/W

提取温 

度 C/℃ 

提取时 

间 D/min

-1 55 150 45 45 

0 60 200 50 50 
1 65 250 55 55 

1.3.5  数据处理 

以上数据均重复测量三次取平均值，采用

Microsoft Excel 2007、SPSS 16.0、Design Expert 8.0 对

实验数据进行统计分析和处理。 

2  结果与讨论 

2.1  芦丁标准曲线 

芦丁经 AlCl3 显色后经光谱扫描得最大吸收波长

为 415 nm，标准曲线回归方程为 Y=31.72X-1.05 
(R2=0.9963)，可知其在 8~40 μg/mL 范围内线性关系良

好。 

2.2  酶辅助提取优化 

不同酶对香椿老叶总黄酮得率的影响见图 1a，可

以发现复合酶水解后总黄酮得率比单酶高，分析其原

因可能是两种酶之间具有协同作用，可以更好地使香

椿老叶细胞壁和细胞间质的果胶、纤维素、半纤维素

等大分子化合物破坏，从而可以加快有效成分的溶出

速率[19]。比较实验结果可以发现复合酶 2 对香椿老叶

总黄酮得率达到最大，因此在后续实验中，我们选用

复合酶 2，果胶酶:纤维素酶=2:1 进行实验。 
酶用量对香椿老叶总黄酮得率的影响见图 1b，随

着酶的加入，得率不断上升，当复合酶 2 用量达到

2.00%时得率最高，随后随着酶的增加得率缓慢下降，

当复合酶 2 浓度高于 2.00%后，得率迅速下降。可能

原因是当酶浓度过大时，酶和部分酶解的纤维素将香

椿老叶粉末包裹起来，反而不利于有效成分的溶出，

因此得率降低[20]。为了保证香椿老叶的纤维素和果胶

能尽可能的被降解同时不影响总黄酮物质溶出，因此

后续采用 2.00%的复合酶 2 进行实验。 
酶解时间对香椿老叶总黄酮得率的影响见图 1c，

当时间在 40 min 之前，随着酶解时间的延长，得率逐

渐升高，但当酶解时间大于 40 min 后，随着酶解时间

的延长总黄酮的得率没有明显增加，可能是因为此时

大部分的纤维素和果胶已经被酶解完全，再增加酶解

时间也不会提高总黄酮得率。为了节约实验资源，我

们后续选择 40 min 作为复合酶 2 酶解时间。 

 

 

 

 

图 1 酶解条件对香椿老叶总黄酮得率的影响 

Fig.1 Effect of enzymatic hydrolysis conditions on total 

flavonoids yield in old leaves of Toona sinensis 

注：其中复合酶 1 为果胶酶:纤维素酶=1:1、复合酶 2 为果

胶酶:纤维素酶=2:1、复合酶 3 为果胶酶:纤维素酶=1:2。 

酶解温度对香椿老叶总黄酮得率的影响见图 1d。
从图中可以看出，随着温度的升高，得率逐渐上升，

当温度达 45 ℃时得率达到最高，之后随着温度升高
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总黄酮得率降低。可能原因是复合酶 2 水解香椿老叶

纤维素、果胶的最佳温度就在 45 ℃左右，因此后续

采用 45 ℃进行实验。 

本实验通过单因素实验确定了香椿老叶中果胶、

纤维素、半纤维素等大分子化合物酶解的最适宜条件

为：复合酶2（果胶酶:纤维素酶=2:1），酶用量为2.00%，

酶解时间 40 min，酶解温度 45 ℃，此时提取液中总

黄酮得率最高，达到 2.49 %。 

2.3  单因素实验结果 

2.3.1  乙醇体积分数的影响 
采用不同浓度的乙醇溶液进行总黄酮的第二步

提取，提取温度为 30 ℃，超声功率为 200 W，提取

时间为 60 min。乙醇体积分数对香椿老叶总黄酮得率

的影响见图 2，从图中可以看出随着提取液中乙醇体

积分数逐渐增加，得率也逐渐升高，当乙醇体积分数

增至 60%时，得率达到 3.58%，随着乙醇体积分数增

大到 80%，得率下降至 3.08%。推测其原因为香椿老

叶中总黄酮在乙醇体积分数为 60%时溶解度最大。为

确定最佳乙醇体积分数，在响应面优化实验中，我们

将乙醇体积分数设定为 55%、60%、65%。 

 

图 2 乙醇体积分数对香椿老叶总黄酮得率的影响 

Fig.2 Effect of ethanol concentration on extraction rate of total 

flavonoids from Toona sinensis old leaves  

2.3.2  超声功率的影响 

改变提取过程中超声的功率（100 W、150 W、200 
W、250 W、300 W），提取温度为 30 ℃，乙醇体积

分数为 60%，提取时间为 60 min。超声功率对香椿老

叶总黄酮得率的影响见图 3。从图 3 中可以看出随着

超声功率的增加，得率也逐渐升高，当超声功率达到

200 W 时，得率达到 3.67%。随着超声功率继续增大

到 250 W，得率为 3.59%，无明显上升。这可能是因

为当超声功率较低时，超声对细胞膜的破坏作用较小，

分子运动也不剧烈,故黄酮浸出率不高；随着超声功率

不断增加，分子运动加剧，细胞膜破碎程度加大；黄

酮浸出率也随着升高；但当超声功率太大时，细胞膜

并不会无限制破碎，一些易溶于水的物质先被溶出，

从而造成黄酮得率的降低[21]。为确定最佳超声功率，

在响应面优化实验中，我们将超声功率设定为 150 W、

200 W、250 W。 

 
图3 超声功率对香椿老叶总黄酮得率的影响 

Fig.3 Effect of ultrasonic power on extraction rate of total 

flavonoids from Toona sinensis old leaves 

2.3.3  提取温度的影响 

改变提取过程中温度（30 ℃、40 ℃、50 ℃、

60 ℃、70 ℃），乙醇体积分数为 60%，超声功率为

200 W，提取时间为 60 min。提取温度对香椿老叶总

黄酮得率的影响见图 4。在实验探究的超声温度范围

内（30 ℃~70 ℃），香椿叶黄酮的得率随着初始升温

得率提高特别明显，在 50 ℃时得率最高为 3.57%，

之后随着提取温度升高到 60 ℃，香椿叶中总黄酮的

得率降低至 3.52%。推测出现这种现象的原因是黄酮

属于热敏性物质，提取过程中提取温度过高可能会破

坏分子结构，导致得率降低[22]，因此，超声温度不宜

过高。为确定最佳提取温度，在响应面优化实验中，

我们将提取温度设定为 45 ℃、50 ℃、55 ℃。 

 
图4 提取温度对香椿老叶总黄酮得率的影响 

Fig.4 Effect of temperature on extraction rate of total 

flavonoids from Toona sinensis old leaves  

2.3.4  提取时间的影响 

改变提取过程中时间（40 min、50min、60min、
70 min、80 min），乙醇体积分数为 60%，超声功率为

200 W，提取温度为 30 ℃。提取时间对香椿老叶总黄
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酮得率的影响见图 5。从图 5 中可以看出随着提取时

间的增加，得率呈现先上升后平缓的趋势，在提取时

间为 60 min 时总黄酮得率为 3.64%，推测其原因可能

是在实验条件下提取时间变化不大，因而对香椿老叶

总黄酮的得率影响不大，香椿老叶中的黄酮可以在 60 
min 内迅速溶出并达到稳定，长时间提取不仅无助于

得率的提高，而且增加成本及能源消耗，对于活性物

质的结构也可能产生不良影响[23]。为确定最佳提取时

间，在响应面优化实验中，我们将提取时间设定为 45 
min、50 min、55 min。 

 

图 5 提取时间对香椿老叶总黄酮得率的影响 

Fig.5 Effect of ethanol concentration on extraction rate of total 

flavonoids from Toona sinensis old leaves  

2.4  响应面优化提取工艺条件 

在单因素实验的基础上，选取乙醇体积分数(A)、
超声功率(B)、超声温度(C)、提取时间(D)4 个因素为

变量，以香椿老叶总黄酮得率为响应值，采用

Box-Behnken 中心组合设计进行了四因素三水平实验

(表 1)，实验结果及方差分析结果分别见表 2 和表 3。 
采用 Design Expert 8.0 软件对表 2 和表 3 中的实

验结果进行拟合分析，得到黄酮提取工艺参数回归模

型，其回归方程为： 
Y=3.70+0.097A+0.32B+0.069C+0.061D-0.020AB-

0.095AC-0.12AD+0.10BC+0.000BD+0.012CD-0.14A2-
0.30B2-0.10C2-0.12D2。 

从表 3 可知，黄酮提取工艺参数回归模型的 P 值

为 0.0005，达到极显著水平(p<0.01)，且失拟项 P 值

=0.1441(p>0.05)，方程与实验拟合度较好，可用于香

椿老叶总黄酮提取的分析与预测。回归方程各项方差

分析表明，4 个影响因素对香椿老叶总黄酮得率影响

的大小顺序为：超声功率>乙醇体积分数>提取温度>
提取时间，各因素两两交互作用对黄酮得率影响的 3D
响应曲面图如图 6。响应面坡度越陡峭且颜色变化越

剧烈，说明因素之间交互作用越明显，对总黄酮得率

影响也越大，相反则表明因素间交互作用不明显[24]。 

从图 6 可知，乙醇体积分数和超声功率、提取温

度和超声功率、提取时间和超声功率之间的响应面坡

度最陡，超声时间和超声温度几因素的响应面坡度陡

峭且颜色变化明显，而超声温度和乙醇体积分数、提

取温度和提取时间两因素之间响应面坡度比较平坦，

交互作用不显著。上述结果与回归方程方差分析结果

一致。根据回归模型最优组合分析，优化的提取工艺

参数为：乙醇体积分数 60.05%、超声功率 227.45 W、

提取温度 52.94 ℃、提取时间 50.32 min、总黄酮得率

预测值为 3.82%。 
表2 Box-Behnken实验设计及结果 

Table 2 Box-Behnken experimental design and corresponding 

results 

编

号

因素 
总黄酮

得率/%
乙醇体积

分数 A/%

超声功

率 B/W

提取温 

度 C/℃ 

提取时 

间 D/min

1 0 1 1 0 3.82 

2 0 0 0 0 3.73 

3 -1 0 1 0 3.62 

4 0 1 -1 0 3.49 

5 0 -1 0 1 2.87 

6 0 0 -1 -1 3.43 

7 0 1 0 1 3.56 

8 0 0 1 -1 3.44 

9 -1 -1 0 0 2.68 

10 1 -1 0 0 3.22 

11 0 0 0 0 3.55 

12 0 0 0 0 3.70 

13 0 1 0 -1 3.52 

14 -1 0 0 1 3.69 

15 0 0 0 0 3.82 

16 1 0 0 -1 3.57 

17 0 0 -1 1 3.49 

18 1 0 0 1 3.56 

19 0 0 0 0 3.68 

20 1 0 -1 0 3.32 

21 -1 0 -1 0 3.17 

22 0 0 1 1 3.55 

23 1 0 1 0 3.39 

24 0 -1 1 0 3.02 

25 1 1 0 0 3.80 

26 -1 1 0 0 3.34 

27 0 -1 0 -1 2.83 

28 -1 0 0 -1 3.20 
29 0 -1 -1 0 3.11 
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表3 Box-Behnken实验方差分析 

Table 3 Variance analysis of Box-Behnken experiment 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

Model 2.2251 14 0.15893 6.6890 0.0005 ** 

A-乙醇体积分数 0.11213 1 0.11213 4.7193 0.0475 * 

B-超声功率 1.2033 1 1.2033 50.6446 < 0.0001 ** 

C-提取温度 0.057408 1 0.057408 2.4161 0.1424  

D-提取时间 0.044408 1 0.044408 1.8690 0.1931  

AB 0.0016 1 0.0016 0.067339 0.7990  

AC 0.0361 1 0.0361 1.51934 0.2380  

AD 0.0625 1 0.0625 2.6304 0.1271  

BC 0.0441 1 0.0441 1.8560 0.1946  

BD 0 1 0 0 1.0000  

CD 0.000625 1 0.000625 0.026304 0.8735  

A2 0.12729 1 0.12729 5.3571 0.0363 * 

B2 0.593881 1 0.59388 24.9946 0.0002 ** 

C2 0.069933 1 0.069933 2.9433 0.1083  

D2 0.095493 1 0.095493 4.0190 0.0647  

残差 0.33265 14 0.023760    

失拟项 0.29453 10 0.029453 3.0905 0.1441  

纯误差 0.03812 4 0.00953    

总回归 2.5577 28     

注：**表示 p<0.01，极显著；*表示 p<0.05，显著。 

  

  

  
图6 各因素交互作用对总黄酮得率的影响 

Fig.6 Interaction of various factors on the extraction rate of 

flavonoids 

2.5  验证实验 

以回归方程预测的最优工艺组合进行香椿老叶总

黄酮提取，乙醇体积分数 60.05%、超声功率 227.45 W、

提取温度 52.94 ℃、提取时间 50.32 min。为便于操作

选用乙醇体积分数 60%、超声功率 227 W、提取温度

53.00 ℃、提取时间 51 min，实际测得的黄酮得率为

3.85%，与预测值相差仅0.03%。说明采用Box-Behnken
组合设计优化得到的香椿老叶总黄酮提取工艺参数准

确可靠，可用于实际生产。 

3  结论 

3.1  本研究采用复合酶协同超声波提取香椿老叶中

的总黄酮，总黄酮得率为 3.85%，有效的利用了废弃

资源，也为香椿资源的综合利用提供了一定的技术支

撑。本实验先探究了酶法提取香椿老叶中总黄酮的工

艺，通过四个单因素实验确定了最佳酶解条件为采用

复合酶 2(果胶酶:纤维素酶=2:1)，酶用量为 2.00%，酶

解时间 40 min，酶解温度 45 ℃，此时提取液中总黄

酮得率最高，达到 2.49%。 
3.2  本实验进一步探究了酶解后溶液协同超声辅助

提取的工艺，先通过单因素实验研究乙醇体积分数、

超声功率、提取温度、提取时间的影响，确定四因素

三水平的 Box-Behnken 中心组合实验设计，通过响应

面各项方差分析表明，4 个影响因素对香椿老叶总黄

酮得率影响的大小顺序依次为：超声功率>乙醇体积
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分数>提取温度>提取时间，通过预测方程确定最佳提

取条件为：乙醇体积分数 60.05%、超声功率 227.45 W、

提取温度 52.94 ℃、提取时间 50.32 min，总黄酮得率

预测值为 3.82%。为便于操作选用乙醇体积分数 60%、

超声功率 227 W、提取温度 53.00 ℃、提取时间 51 min
进行验证实验，实际测得的黄酮得率为 3.85%，与预

测值相差仅 0.03%，表明实验工艺可靠。 
3.3  本实验通过两步法测得的香椿老叶总黄酮得率

比酶解提取法高，进一步优化了实验工艺。本实验所

需设备简单、耗时短、提取温度低、耗能低且得率高，

非常适合香椿老叶中总黄酮的提取，为香椿老叶的资

源利用提供了一个可行的方向。 
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