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摘要：为确定超声波辅助纤维素酶法提取霍山石斛多酚的最

佳工艺，采用响应曲面设计方法对多酚提取工艺进行优化，

同时分析霍山石斛多酚的抗氧化活性。结果表明：多酚提取

的最佳工艺条件为超声功率１８０Ｗ，超声时间２０ｍｉｎ，酶质

量浓度２．１ｍｇ／ｍＬ，酶解温度５７℃，酶解时间７１ｍｉｎ，酶解

ｐＨ５，在该条件下，多酚平均得率为１３．７４ｍｇ／ｇ。体外抗氧

化活性试验表明，霍山石斛多酚具有较强的抗氧化活性，其

ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ自由基清除能力与多酚浓度呈现明显的量

效关系。多酚对ＤＰＰＨ和 ＡＢＴＳ自由基的半抑制浓度分别

为０．０５７ｍｇ／ｍＬ和０．０２７ｍｇ／ｍＬ。
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霍山石斛为兰科石斛属植物，主要分布在安徽省霍山县

及其附近地区，自古享有“中华九大仙草之首”的美誉［１］，是

中国传统的名贵中药材。现代药理学和植物化学成分研究

表明，石斛含有多糖、生物碱、多酚等有效成分［２－３］，具有预

防和治疗白内障、调节免疫力，抗肿瘤、抗氧化、抗糖尿病等

功效［４－６］。近年来研究［７］表明，植物多酚具有抑菌、抗癌、抗

衰老、降血糖和抗心血管疾病等生理功能，这些发现使多酚

的研究和应用越来越受到重视。

多酚的提取方法有水提、乙醇提取、微波辅助提取、超声

辅助提取和酶法提取等［８］。纤维素酶可以降解细胞壁，结合

超声波处理能有效破坏细胞壁，使细胞内的物质更容易溶

出。与其它提取方法相比，超声波辅助酶法提取可以大大缩

短提取时间、降低能耗，提高有效成分的收率，具有一定的优

势［９］。目前，对于霍山石斛有效成分的研究主要集中在多糖

和生物碱等方面，关于霍山石斛多酚的提取及相关生物活性

的研究还未见报道。

本研究拟采用响应面法优化霍山石斛多酚提取的工艺

条件，同时对霍山石斛多酚体外抗氧化活性进行初步研究，

旨在为霍山石斛多酚的开发和利用提供理论支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　材料与试剂

霍山石斛：芜湖东源新农村开发有限公司；

二苯基苦味酰基苯（ＤＰＰＨ）和２，２联氮二（３乙基苯

并噻唑６磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）：分析纯，美国ｓｉｇｍａ公司；

没食子酸标品：分析纯，阿拉丁试剂上海有限公司；
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纤维素酶（酶活力３０００Ｕ／ｇ）：分析纯，北京索莱宝科技

有限公司；

其他试剂均为分析纯。

１．１．２　主要仪器与设备

紫外—可见分光光度计：ＵＶ２６００型，岛津企业管理（中

国）有限公司；

数控超声波清洗器：ＫＱ５２００ＤＶ型，昆山超声仪器有限

公司；

旋转蒸发器：ＲＥ５２ＡＡ型，上海亚荣生化仪器厂。

１．２　试验方法

１．２．１　多酚的测定　参照文献［１０］。以没食子酸浓度为横

坐标，吸光度为纵坐标，建立没食子酸浓度与吸光度的标准

曲线，得回归方程为：狔＝０．００８狓＋０．００１７（犚
２＝０．９９５）。多

酚得率按式（１）计算：

狇＝
犮

犿
， （１）

式中：

狇———多酚得率，ｍｇ／ｇ；

犮———多酚质量，ｍｇ；

犿———石斛干重，ｇ。

１．２．２　ＤＰＰＨ 自由基清除活性测定　参照文献［１１］。

ＤＰＰＨ自由基清除率按式（２）计算：

犇＝ １－
（犃１－犃２）

犃０［ ］×１００％， （２）

式中：

犇———ＤＰＰＨ自由基清除率，％；

犃０———２ｍＬ蒸馏水与２ｍＬＤＰＰＨ—乙醇混合液的吸

光值；

犃１———２ｍＬ样品与２ｍＬＤＰＰＨ—乙醇混合液的吸

光值；

犃２———２ｍＬ样品与２ｍＬ无水乙醇混合液的吸光值。

１．２．３　ＡＢＴＳ自由基清除能力的测定　参照文献［１２］。

ＡＢＴＳ自由基清除率按式（３）计算：

犃犅＝ １－
（犃１－犃２）

犃０［ ］×１００％， （３）

式中：

犃犅———ＡＢＴＳ自由基清除率，％；

犃０———０．５ｍＬ蒸馏水与４．５ｍＬＡＢＴＳ混合液的吸

光值；

犃１———０．５ｍＬ样品与４．５ｍＬＡＢＴＳ混合液的吸光值；

犃２———０．５ｍＬ样品与４．５ｍＬ无水乙醇混合液的吸

光值。

１．２．４　单因素试验　

（１）超声功率的选择：精确称取５ｇ石斛样品，研磨后加

入５０ｍＬ蒸馏水，在不同超声功率（１５０，１８０，２１０，２４０，２７０，

３００Ｗ）条件下超声１５ｍｉｎ，在５０℃水浴１ｈ，然后测定多酚

的量。

（２）超声时间的选择：精确称取５ｇ石斛样品，研磨后添

加５０ｍＬ蒸馏水，在超声功率１８０Ｗ下超声不同时间（５，１０，

１５，２０，２５，３０ｍｉｎ），在５０℃水浴１ｈ，然后测定多酚的量。

（３）酶浓度的选择：精确称取５ｇ石斛样品，研磨后添加

５０ｍＬ蒸馏水，添加不同量的纤维素酶（０．５，１．０，１．５，２．０，

２．５，３．０ｍｇ／ｍＬ），酶解时间６０ｍｉｎ，酶解温度５０℃，然后测

定多酚的量。

（４）酶解时间的选择：精确称取５ｇ石斛样品，研磨后添

加５０ｍＬ蒸馏水，酶解温度５０℃，酶浓度２．０ｍｇ／ｍＬ，酶解

不同时间（１０，３０，６０，９０，１２０，１５０ｍｉｎ），然后测定多酚的量。

（５）酶解温度的选择：精确称取５ｇ石斛样品，研磨后添

加５０ｍＬ蒸馏水，酶解时间６０ｍｉｎ，酶浓度２．０ｍｇ／ｍＬ，在

不同温度（３０，４０，５０，６０，７０℃）下酶解，然后测定多酚的量。

（６）酶解ｐＨ的选择：精确称取５ｇ石斛样品，研磨后添

加５０ｍＬ蒸馏水，酶解时间６０ｍｉｎ，酶解温度５０℃，酶浓度

２．０ｍｇ／ｍＬ，在不同ｐＨ（３，４，５，６，７）下酶解，然后测定多酚

的量。

１．２．５　响应面优化设计　根据ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ模型的中心组

合试验设计原理，在单因素试验的基础上，通过显著性差异

分析，选取对多酚得率影响比较显著的因素进行响应面

试验。

２　结果与讨论
２．１　超声功率对多酚提取的影响

由图１可知，超声处理对多酚提取有显著影响，当超声

功率为１８０Ｗ时，多酚得率达到最大值，继续增加功率，多酚

得率逐渐降低。这是因为超声波产生的机械粉碎和空化效

应能有效地破坏细胞壁，有利于多酚类物质的溶出，因此，适

当功率的超声波处理可以促进多酚的提取。当超声功率过

大时，超声波的机械作用增强，使更多的多酚在高速振动和

剪切力作用下降解［１３－１４］，多酚得率反而降低。因此，选择超

声功率为１８０Ｗ较为适宜。

２．２　超声时间对多酚提取的影响

由图２可知，超声时间在５～３０ｍｉｎ时，多酚得率呈现

先上升后下降的趋势。当超声时间达到２０ｍｉｎ时，多酚得

率最高，而后逐渐下降。这是由于超声时间过长导致纤维网

络结构松散使多酚进入纤维素结构中而不易溶出［１５］。因

此，超声时间选择２０ｍｉｎ较为适宜。

图１　不同超声功率处理下多酚得率变化

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｙｉｅｌｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ
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图２　不同超声时间处理下多酚得率变化

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｙｉｅｌｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ

２．３　纤维素酶浓度对多酚提取的影响

由图３可知，纤维素酶浓度在０．５～２．０ｍｇ／ｍＬ时，随着

纤维素酶浓度的增加，多酚得率逐渐增大。根据米氏学说，

底物浓度一定时，酶浓度越大，酶越易与底物结合［１６］。酶浓

度的增加，促进了纤维素酶催化细胞壁的降解，有利于细胞

内多酚类物质的溶出。当纤维素酶浓度超过２．０ｍｇ／ｍＬ

后，多酚得率增加不明显。因此，选取纤维素酶浓度为

２．０ｍｇ／ｍＬ较为适宜。

２．４　酶处理时间对多酚提取的影响

由图４可知，酶处理时间在１０～６０ｍｉｎ时，随着酶处理

时间的延长，多酚得率明显提高，当酶处理时间为６０ｍｉｎ

图３　不同酶浓度处理下多酚得率变化

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｙｉｅｌｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图４　不同酶处理时间下多酚得率变化

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｙｉｅｌｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｚｙｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ

时，多酚得率达到最大值，随后多酚得率逐渐降低，这可能与

酶处理时间过长使部分多酚被氧化有关。因此，选取酶处理

时间为６０ｍｉｎ较为适宜。

２．５　酶处理温度对多酚提取的影响

由图５可知，酶处理温度在３０～５０℃时，随着温度的升

高，多酚得率逐渐提高，当酶处理温度为５０℃时，多酚得率

达到最大，随后又下降。在一定温度范围内，纤维素酶活性

随着温度的升高而增强，在５０℃时，酶活性最高，继续升高

温度，酶蛋白发生热变性，造成酶活力减弱，多酚得率下降。

因此，选择酶解温度为５０℃较为适宜。

图５　不同酶处理温度下多酚得率变化

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｙｉｅｌｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｚｙｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．６　酶处理ｐＨ对多酚提取的影响

由图６可知，酶处理ｐＨ在３～５时，随着ｐＨ的升高，多

酚得率逐渐提高，在ｐＨ 为５时，多酚得率达到最大。纤维

素酶活性随着ｐＨ 的升高而增强，在ｐＨ 为５时，酶活性最

高，继续升高ｐＨ，造成酶活力减弱。因此，选择酶解ｐＨ为５

较为适宜。

图６　不同ｐＨ下多酚得率变化

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｙｉｅｌｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｚｙｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｐＨ

２．７　响应面优化提取条件

２．７．１　响应面试验设计　根据单因素试验结果，选择酶质量

浓度，酶解温度和酶解时间为自变量并确定水平（见表１），在

固定超声功率１８０Ｗ，超声时间２０ｍｉｎ的条件下，以多酚得

率为响应值，进行响应面分析，其试验设计及结果见表２。

　　利用Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对试验数据进行多元回归

拟合，得到响应值对自变量的二次多项回归方程：
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　　犢＝１３．０７＋０．７５犃＋０．５６犅＋０．０９４犆－０．０５犃犅－

０．５７犃犆＋０．７犅犆－１．２３犃２－０．５２犅２－０．６７犆２。 （４）

对回归模型进行方差分析（表３），所得回归模型差异极

表１　因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平
Ａ酶浓度／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

Ｂ酶解温

度／℃

Ｃ酶解时

间／ｍｉｎ

－１ １．５ ４０ ３０

０ ２．０ ５０ ６０

１ ２．５ ６０ ９０

表２　响应面试验结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
多酚得率／

（ｍｇ·ｇ－１）

１ －１ －１ ０ ９．９１

２ ０ ０ ０ １３．６９

３ －１ １ ０ １１．０２

４ １ －１ ０ １１．７１

５ １ １ ０ １２．６２

６ ０ ０ ０ １２．９５

７ １ ０ １ １１．３３

８ ０ １ １ １３．２８

９ －１ ０ １ １１．１７

１０ ０ １ －１ １１．６８

１１ ０ －１ １ １０．６７

１２ １ ０ －１ １２．２９

１３ ０ －１ －１ １１．８６

１４ －１ ０ －１ ９．８６

１５ ０ ０ ０ １３．４５

１６ ０ ０ ０ １２．６９

１７ ０ ０ ０ １２．５８

表３　回归模型方差分析


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒｔｈｅｆｉｔｔｅｄｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

来源 平方和 自由度 均方 犉 值 Ｐ值 显著性

模型 ２０．６８ ９ ２．３０ １５．７２ ０．０００７ 

Ａ ４．４７ １ ４．４７ ３０．５９ ０．０００９ 

Ｂ ２．４８ １ ２．４８ １６．９９ ０．００４４ 

Ｃ ０．０７ １ ０．０７ ０．４９ ０．５０８４

ＡＢ ０．０１ １ ０．０１ ０．０７ ０．８０１０

ＡＣ １．２８ １ １．２８ ８．７８ ０．０２１０ 

ＢＣ １．９６ １ １．９６ １３．３９ ０．００８１ 

Ａ２ ６．４２ １ ６．４２ ４３．９１ ０．０００３ 

Ｂ２ １．１６ １ １．１６ ７．９１ ０．０２６１ 

Ｃ２ １．９１ １ １．９１ １３．１０ ０．００８５ 

残差 １．０２ ７ ０．１５


失拟 ０．１０ ３ ０．０３ ０．１５ ０．９２３９

误差 ０．９２ ４ ０．２３

总和 ２１．７０ １６

　　表示差异显著，Ｐ'０．０５；表示差异极显著，Ｐ'０．０１。

显著（Ｐ＜０．０１），失拟项不显著，犚２＝０．９５２９，犚２Ａｄｊ＝０．８９２３。

模型中一次项Ａ、Ｂ，交互项ＢＣ以及二次项 Ａ２、Ｃ２对多酚得

率影响极其显著（Ｐ＜０．０１）；ＡＣ和Ｂ２对多酚得率影响显著

（Ｐ＜０．０５），其余项不显著。

　　根据回归模型绘制各个因素交互作用的响应面图。由

图７可知，酶浓度和酶解温度对多酚得率影响显著；而酶解

时间影响不显著，酶解时间和酶解温度之间以及酶解时间和

酶浓度之间具有显著的交互作用；酶解温度和酶浓度间交互

作用不明显，这与表３中回归模型方差分析结果一致。

图７　两因素交互作用对多酚提取影响的响应面图

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｓｕｒｆａｃｅｌａｙｅｒｏｆｔｈｅｍｕｔｕａｌａｆｆｅｃｔｉｏｎｏｆｔｗｏ

ｆａｃｔｏｒｓｏｎｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｙｉｅｌｄ

２．７．２　最佳工艺验证实验　根据所得多元二次方程，预测稳

定状态下多酚提取的最优工艺条件：超声功率１８０Ｗ，超声

时间２０ｍｉｎ，酶质量浓度２．１ｍｇ／ｍＬ，酶解温度５７℃，酶解

时间７１ｍｉｎ，酶解ｐＨ５，在此条件下进行３次平行实验，多

酚平均得率为１３．７４ｍｇ／ｇ，与理论预测值（１３．３８ｍｇ／ｇ）非常

接近，相对误差为２．６９％。
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２．８　霍山石斛多酚体外抗氧化分析

２．８．１　对 ＤＰＰＨ自由基清除能力　霍山石斛多酚对ＤＰＰＨ

自由基有明显的清除作用（图８），且清除活性随着多酚浓度

的增加而增强。在试验浓度范围内，霍山石斛多酚对ＤＰＰＨ

自由基的最大清除率为８７．７％，低于对照（ＶＣ）的清除率

（９５．２％）。霍山石斛多酚对 ＤＰＰＨ 自由基的半抑制浓度

（犐犆５０）为０．０５７ｍｇ／ｍＬ，由此可知，霍山石斛多酚对ＤＰＰＨ

自由基具有较好的清除作用。

图８　多酚对ＤＰＰＨ自由基清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｏｎＤＰＰＨ

２．８．２　对 ＡＢＴＳ自由基清除能力　霍山石斛多酚对 ＡＢＴＳ

自由基有明显的清除效果（图９），且清除能力随着多酚浓度

的增加而增强。在０．０１～０．１２ｍｇ／ｍＬ时，霍山石斛多酚对

ＡＢＴＳ自由基清除力增加趋势明显，当达到０．１２ｍｇ／ｍＬ时，

其自由基清除率接近于对照（ＶＣ）。霍山石斛多酚对 ＡＢＴＳ

自由基的半抑制浓度（犐犆５０）为０．０２７ｍｇ／ｍＬ。

图９　多酚对ＡＢＴＳ自由基清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｏｎＡＢＴＳ

３　结论
超声波辅助纤维素酶法能促进霍山石斛多酚的提取，最

佳工艺条件为：超声功率１８０Ｗ，超声时间２０ｍｉｎ，酶质量浓

度２．１ｍｇ／ｍＬ，酶解温度５７℃，酶解时间７１ｍｉｎ，酶解ｐＨ５，

此条件下多酚平均得率为１３．７４ｍｇ／ｇ。霍山石斛多酚具有较

强的抗氧化活性，对ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ自由基的清除能力较强，

犐犆５０分别为０．０５７ｍｇ／ｍＬ和０．０２７ｍｇ／ｍＬ，达到一定试验浓

度后，其自由基清除率与ＶＣ接近。然而霍山石斛多酚组分有

待进一步分离纯化，相关性质还需进一步研究。
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ｃａｌＭａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０１２，５０（２）：３３１３３６．

［１２］ＷＡＮＧＺａｎｙｏｎｇ，ＷＡＮＧＣｈｅｎｙｕ，ＱＵＡＮＹｕｅ．Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍ犘犺犲犾犾犻狀狌狊狀犻犵狉犻犮犪狀狊犿狔犮犲犾犻犪ａｎｄｔｈｅｉｒａｎ

ｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＰｏｌｙｍｅｒｓ，２０１４，

９９（１）：１１０１１５．

［１３］陈晨，胡文忠，田沛源，等．超声辅助提取香蕉皮多酚工艺优化

及抗氧化分析［Ｊ］．食品科学，２０１４，３５（２）：１２１７．

［１４］杜若源，谢晶，王婷，等．超声波辅助提取银杏叶总黄酮的工艺

优化［Ｊ］．食品与机械，２０１５，３１（１）：１６７１７０．

［１５］李?，沈佩仪，吴华星，等．超声波提取菠萝皮渣中多酚类物质

的研究［Ｊ］．食品与机械，２０１１，２７（２）：５５５８．

［１６］包怡红，王硕，王文琼，等．超声波酶法提取红松树皮中多酚类

化合物的研究［Ｊ］．食品工业科技，２０１３，３４（３）：２３２２３６．

０４１

第３２卷第７期 魏　明等：霍山石斛多酚超声波辅助提取工艺优化及其抗氧化活性研究 　


