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摘要!以金花茶叶为研究对象!通过单因素试验和响应面

法探讨了乙醇体积分数*料液比*提取温度与时间因素对

皂苷提取效果的影响!并对其抑制胰脂肪酶的作用进行

了研究"结果表明!金花茶叶皂苷的最佳提取工艺条件

为$乙醇体积分数
+(T

*料液比
#n,(

'

9

)

0V

(*提取温度

)"U

*提取时间
#!A028

!该条件下皂苷得率为
A=$!T

!与

预测 值 接 近#提 取 的 皂 苷 在 温 度
,- U

*质 量 浓 度

)0

9

)

0V

*

G

P-=+

*反应
,"028

下对胰脂肪酶抑制率可达

$A=-)T

"说明金花茶叶皂苷能有效抑制胰脂肪酶的活

性!具有较好的降血脂作用"

关键词!金花茶叶#皂苷#提取#胰脂肪酶
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金花茶#

)'O=990'(0G0A0FF0O')&0

%是山茶科山茶属

金花茶组植物'主要分布于中国广西-广东和越南北部'

是茶花家族中唯一花瓣为金黄色的珍稀物种+

#

,

'

!"#"

年

被批准为国家新资源食品+

!

,

(

金花茶叶富含皂苷-黄酮-多酚-多糖-氨基酸等多种

生物活性成分'具有提高免疫力-降血脂血糖-抗癌防癌

等重要保健功能+

,

,

(广西壮族民间有饮用金花茶叶片习

惯+

A

,

'当地许多资料亦有记载!金花茶叶为壮族民间药'

具有清热解毒'降低胆固醇-预防肿瘤等功效"

+

+Y)

,

(目

前'对金花茶叶中黄酮-多酚-多糖的提取及抗氧化作用

研究较多+

-Y(

,

'但未见对皂苷的提取和抑制脂肪酶的效

果研究报道(据前人+

#"

,研究报道'植物皂苷能有效抑制

脂肪酶的活性'可以升高血清中高密度脂蛋白含量'降低

胆固醇-甘油三酯以及低密度脂蛋白含量'对高血脂症-

心脑血管疾病以及动脉粥样硬化的治疗具有明显效果(

研究拟采用乙醇提取金花茶中的皂苷'探讨其对胰脂肪

酶的抑制作用'以期为金花茶叶资源的开发利用提供理

论依据和参考数据(

#

!

材料与方法
#=#

!

材料与仪器

#=#=#

!

材料与试剂

金花茶叶$摘自广东省佛山市林业科学研究所金花

茶示范林'经佛山市林业科学研究所薛克娜教授级高级

工程师鉴定为山茶科山茶属植物金花茶的叶'选取无病

虫害'无腐烂-枯萎的金花茶叶于
+"U

烘干
A$5

后粉碎

备用&

)%!

&LL'MINOPQR.S%

第
,)

卷第
$

期 总第
!!)

期
"

!"!"

年
$

月
"



月桂酸
A/

硝基苯酯$

%

($="T

'上海麦克林生化科技

有限公司&

人参皂苷
S

9

#

$

%

($="T

'北京索莱宝科技有限公司&

猪胰脂肪酶$

ONZ

.

(""#/)!/#

'上海源叶生物科技有

限公司&

醋酸钠-磷酸二氢钠-磷酸氢二钠-香草醛$分析纯'

天津大茂化学试剂厂&

硫酸$分析纯'广州化学试剂厂&

乙醇-冰醋酸$分析纯'天津市富宇精细化工有限

公司(

#=#=!

!

主要仪器设备

多功能粉碎机$

ab/#+"

型'德清拜杰电器有限公司&

分析天平$

OXN!!+'

型'德国赛多利斯集团&

循环式真空泵$

ZPa/

4

型'郑州世纪双科实验仪器有

限公司&

旋转蒸发仪$

S./+!NN

型'上海荣亚生化仪器厂&

紫外可见分光光度计$

*̂ /+!""

型'上海元析仪器有

限公司&

电热鼓风干燥箱$

#"#/!N

型'天津市泰斯特仪器有限

公司(

#=!

!

方法

#=!=#

!

金花茶叶皂苷的提取单因素试验设计
!

称取一定

量的金花茶叶粉末'加入适量的乙醇溶液'在适宜的温度

下提取一定的时间'经过滤或离心分离'收集提取液'测

定其皂苷含量(

#

#

%乙醇体积分数$适宜的金花茶叶粉末'分别用体

积分数
"T

'

!"T

'

A"T

'

)"T

'

$"T

'

#""T

的乙醇溶液'按

照料液比
#n+"

#

9

*

0V

%'于
-"U

提取
#""028

(

#

!

%料液比$在提取温度
-"U

下'用体积分数
)"T

的乙醇溶液分别按照料液比
#n!"

'

#n,"

'

#nA"

'

#n+"

'

#n)"

#

9

*

0V

%提取
#""028

(

#

,

%提取温度$金花茶叶粉末用体积分数
)"T

的乙

醇溶液'在料液比
#nA"

#

9

*

0V

%下'分别于
+"

'

)"

'

-"

'

$"

'

("U

提取
#""028

(

#

A

%提取时间$一定量的金花茶叶粉末按照料液比

#nA"

#

9

*

0V

%加入体积分数
)"T

的乙醇溶液'在
-"U

下

分别提取
)"

'

$"

'

#""

'

#!"

'

#A"028

(

#=!=!

!

响应面设计
!

在单因素试验的基础上'选取乙醇

体积分数-料液比-提取温度以及提取时间'以皂苷得率

为评价指标进行四因素三水平中心组合试验(

#=!=,

!

皂苷得率的测定
!

采用香草醛)硫酸分光光度

法+

##

,

'以人参皂苷
S

9

#

为标样进行测定(准确称取

"=""+A

9

人参皂苷
S

9

#

标准品'溶解于纯净水中'配制成

质量分数为
"=!#)0

9

*

0V

的标准溶液'精确移取
"="

'

"=#

'

"=!

'

"=A

'

"=+

'

"=-0V

标准溶液于比色管中'蒸干后加

入
$T

香草醛)冰醋酸溶液
"=+0V

-

-!T

硫酸溶液
+0V

'

充分摇匀后于
)"U

恒温水浴
#"028

'随后立即用冰水冷

却
#"028

'摇匀'于
+A"80

处测吸光度(以人参皂苷

S

9

#

吸光度为纵坐标#

!

%'标准品质量为横坐标#

-

'

0

9

%

绘制标准曲线如图
#

'用最小二乘法作线性回归'得到的

方程为$

!h)=--W"="")!

'相关系数
M

!

h"=(((

(提取

的金花茶叶皂苷溶液按照标准曲线的制作方法'测定吸

光度'由回归方程计算出皂苷含量'并按式#

#

%计算金花

茶叶皂苷得率(

Mh

O

3_#"""

_#""T

' #

#

%

式中$

M

)))皂苷得率'

T

&

O

)))提取液中皂苷含量'

0

9

&

3

)))样品质量'

9

(

#=!=A

!

胰脂肪酶活性抑制率的测定
!

参照赵瑜等+

#!Y#A

,

的方法(取
,0V

磷酸盐缓冲溶液和
"="$T

月桂酸
A/

硝

基苯酯溶液-

#="0

9

*

0V

胰脂肪酶溶液-金花茶叶皂苷溶

液各
"=+0V

混合均匀'在适宜温度下恒温水浴一定时间

后于
A#"80

处测吸光度为
.

(同时以不加皂苷溶液在

A#"80

处的吸光值为
.

#

'加皂苷溶液'不加胰脂肪酶溶

液在
A#"80

处的吸光值为
.

"

(按式#

!

%计算胰脂肪酶

抑制率(

)h

.

#

Y

#

.Y.

"

%

.

#

_#""T

' #

!

%

式中$

)

)))抑制率'

T

&

.

)))样品组吸光度值&

.

#

)))空白组吸光度值&

.

"

)))对照组吸光度值(

#=!=+

!

缓冲液
G

P

对金花茶叶皂苷抑制胰脂肪酶能力的

影响
!

按
#=!=A

的方法'分别取
G

P)="

'

)=+

'

-="

'

-=+

'

$="

磷酸盐缓冲溶液与
#0

9

*

0V

胰脂肪酶溶液-

"="$T

月桂

酸
A/

硝基苯酯溶液和
!0

9

*

0V

金花茶叶皂苷溶液混合

均匀'于
,-U

水浴
,"028

'测定胰脂肪酶的抑制率(

图
#

!

人参皂苷
S

9

#

标准曲线图
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#=!=)

!

反应温度对金花茶叶皂苷抑制胰脂肪酶能力的影

响
!

按
#=!=A

的方法'取
G

P-=+

的磷酸盐缓冲溶液与

#0

9

*

0V

胰脂肪酶溶液-

"="$T

月桂酸
A/

硝基苯酯溶液

和
!0

9

*

0V

金花茶叶皂苷溶液混合'分别于
!-

'

,!

'

,-

'

A!

'

A-U

水浴
,"028

'测定胰脂肪酶的抑制率(

#=!=-

!

反应时间对金花茶叶皂苷抑制胰脂肪酶能力的影

响
!

按
#=!=A

的方法'取
G

P-=+

的磷酸盐缓冲溶液与

#0

9

*

0V

胰脂肪酶溶液-

"="$T

月桂酸
A/

硝基苯酯溶液

和
A0

9

*

0V

金花茶叶皂苷溶液混合'分别于
,-U

水浴

!"

'

,"

'

A"

'

+"

'

)"028

'测定胰脂肪酶的抑制率(

#=!=$

!

金花茶叶皂苷浓度对胰脂肪酶抑制率的影响
!

按

#=!=A

的方法'分别取
#

'

!

'

,

'

A

'

+

'

)0

9

*

0V

金花茶叶皂苷

溶液与
G

P-=+

的磷酸盐缓冲溶液-

#0

9

*

0V

胰脂肪酶溶

液-

"="$T

月桂酸
A/

硝基苯酯溶液混合'于
,- U

水浴

,"028

'测定胰脂肪酶的抑制率(

!

!

结果与讨论
!=#

!

单因素试验

!=#=#

!

乙醇体积分数对金花茶叶皂苷得率的影响
!

由

图
!

可以看出'随着乙醇体积分数的变大'皂苷得率呈先

上升后下降趋势'当体积分数为
)"T

时'皂苷得率最大(

这是因为乙醇浓度过小时'体系中的溶剂极性较小利于

亲水性的蛋白质-多糖等物质溶出'直到溶剂极性与皂苷

极性相似时达到最大得率'而乙醇浓度过大时'乙醇会使

蛋白质变性凝固'阻止溶剂进入金花茶叶细胞内'影响皂

苷的溶出+

#+

,

!-Y!$

(因此选择
)"T

为最佳乙醇体积分数(

!=#=!

!

料液比对金花茶叶皂苷得率的影响
!

如图
,

所

示'随着料液比的增加得率呈先上升后下降趋势'当料液

比在
#nA"

#

9

*

0V

%时得率达到最大值(金花茶叶皂苷

的提取属于固液提取'浓度差是提取动力'因为随着原料

与乙醇溶液的接触面积增大'金花茶叶粉末与溶剂充分

接触'物料与溶剂间浓度差增大'皂苷的传质速率加快'

促进皂苷的溶出'但料液比大于
#nA"

#

9

*

0V

%时'溶剂

的量太大'不利于溶剂与溶质之间充分循环交换+

#+

,

!)Y!-

(

图
!

!

乙醇体积分数对金花茶叶皂苷得率的影响

&2
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图
,

!

料液比对金花茶叶皂苷得率的影响

&2

9

<C>,

!

.::>@FD:4D32?/32

d

<2?C1F2DD8F5>

6

2>3?D:

41

G
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考虑原料的充分利用-生产成本和能耗'料液比选
#nA"

#

9

*

0V

%为适宜(

!=#=,

!

提取温度对金花茶叶皂苷得率的影响
!

由图
A

可

知'随着温度的升高'得率先上升后下降'提取温度在

-"U

时'金花茶叶皂苷得率达到最大值'因为随着温度升

高'分子扩散运动加快'有助于皂苷的溶出(但是温度超

过
-"U

时'温度过高'蒸气压上升+

#+

,

!+Y!)

'乙醇蒸发加快

而冷凝不充分'导致提取瓶中乙醇浓度减少&甚至皂苷结

构上含有)

OLLP

和)

LP

'其在溶液中呈自然弱酸性'

在温度较高和含有醇溶液条件下会发生催化水解反应'

水解后生成的皂苷元极性低'只可以溶于低极性溶剂'从

而导致皂苷得率降低'这一结果与张正茂等+

#)

,报道相似(

因此
-"U

为最佳提取温度(

!=#=A

!

提取时间对金花茶叶皂苷得率的影响
!

由图
+

可

以看出'随着时间的延长皂苷得率先增加再下降'超过

#!"028

后皂苷得率下降(因为随着时间的延长'皂苷的

溶出率增加'但到达一定程度后'随着提取时间的延长'

杂质溶出'导致扩散系数降低'增大传质阻力'阻止皂苷

的溶出+

#-Y#$

,

'影响金花茶叶皂苷得率'所以选取提取时

间为
#!"028

为适宜(

图
A

!

取温度对金花茶叶皂苷得率的影响

&2

9

<C>A

!

.::>@FD:>EFC1@F2D8F>0

G

>C1F<C>D8F5>

6

2>3?D:

41

G

D828:CD0)'O=990'(0G0A0FF0O')&0
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"
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图
+

!

提取时间对金花茶叶皂苷得率的影响

&2

9

<C>+

!

.::>@FD:>EFC1@F2D8F20>D8F5>

6

2>3?D:41

G

D828

:CD0)'O=990'(0G0A0FF0O')&0

!=!

!

响应面优化与分析

!=!=#

!

响应面优化
!

以乙醇体积分数-料液比-提取温度

和提取时间为影响因素#见表
#

%'根据
aDE/a>58\>8

原理

设计四因素三水平中心组合试验'试验结果见表
!

(

!!

采用
'>42

9

8/.E

G

>CF$="=)

软件对响应面试验结果进

行回归拟合分析'从模型中删除不显著变量'优化得到响

应面方程为$

!hA=)#W"=#-?Y"=!+)W"=!-?)Y#=",.

!

Y

"=,#?

!

Y"=#$2

!

( #

,

%

由表
,

可知'回归模型显著#

X

$

"="""#

%'失拟项不

显著#

X

%

"="+

%'

M

!

h"=(!$)

'

)Th+=)T

'说明置信度较

好'表明该回归模型值与试验值拟合较好'误差较小'能

较好地反映影响因素与皂苷得率之间的关系'可解释

(!=$)T

的响应值'因此可以用该模型对金花茶叶皂苷的

得率进行分析和预测(各因素对皂苷得率的影响大小为

提取温度
%

料液比
%

乙醇体积分数
%

提取时间(一次项

O

及二次项
N

!

-

a

!对皂苷得率影响极显著#

X

$

"="#

%'一

次项
a

-交互项
aO

与二次项
'

!对皂苷得率影响显著

#

X

$

"="+

%(

!=!=!

!

响应面分析
!

各个因变量之间的交互作用对响应

值)))皂苷得率的响应面三维图见图
)

'其中料液比和提

取温度的交互作用响应面曲面坡度陡峭'说明对金花茶叶

皂苷得率影响显著(利用已建立的数学模型优化出最优

表
#

!

响应面试验因素与水平表

B1H3>#

!

&1@FDC418?3>J>3D:aDE/a>58\>8F>4F

水平
N

乙醇体积

分数*
T

a

料液比

#

9

*

0V

%

O

提取温

度*
U

'

提取时

间*
028

# A" #n," )" #""

" )" #nA" -" #!"

Y# $" #n+" $" #A"

表
!

!

响应面试验设计结果

B1H3>!

!

aa'18?41

G

D828

6

2>3?C>4<3F4

编号
N a O ' !

皂苷得率*
T

# " Y# " # A=A!

! Y# Y# " " ,=)A

, " " " " A=-)

A " " Y# Y# ,=$A

+ # " " # ,=A-

) # " # " A=#,

- " Y# " Y# A=+$

$ # # " " ,=!-

( Y# " " Y# ,="$

#" " " " " A=$"

## " " " " A=+,

#! # Y# " " ,=#,

#, # " Y# " ,=A$

#A Y# " " # ,=#(

#+ " " Y# # A=!+

#) " Y# # " A=#,

#- " " # # A=+$

#$ " Y# Y# " A=,A

#( Y# " # " ,=$,

!" " # Y# " ,=AA

!# " # " Y# A=")

!! # # " Y# ,=!-

!, " " " Y# A=-)

!A Y# " Y# " ,=,(

!+ Y# # " " !=(-

!) " # " # A=,#

!- " " " " A=-A

!$ " # # " A=,#

!( " " " " A=)!

条件为乙醇体积分数
+$=-#T

-料液比
#n,$=)(

#

9

*

0V

%-

提取温度
)"U

-提取时间
#!,=(A028

'考虑实际操作'修

正工 艺 条 件 为 乙 醇 体 积 分 数
+(T

-料 液 比
#n,(

#

9

*

0V

%-提取温度
)"U

-提取时间
#!A028

'此条件下的

金花茶叶皂苷含量为
A=$!T

'与理论预测值
A=$,$T

相差

较小'说明该模型可行'优化结果可靠(

!=,

!

金花茶叶皂苷体外抑制胰脂肪酶能力

!=,=#

!

缓冲液
G

P

对金花茶叶皂苷抑制胰脂肪酶能力的

影响
!

从图
-

可以直观看出'随着
G

P

的增大'金花茶叶

皂苷对胰脂肪酶抑制率先增加后趋于平缓&在缓冲液
G

P

为
-=+

时对胰脂肪酶抑制率有最佳效果'为
+!=AAT

(因

"&!

提取与活性
.fBSNOBQLR M NOBQ̂QB%

总第
!!)

期
"

!"!"

年
$

月
"



表
,

!

回归模型方差分析和系数显著性检验o

B1H3>,

!

1̂C2D<41813

6

42418?42

9

82:2@18@>F>4FD:C>

9

C>442D80D?>3

来源 平方和 自由度 均方
C

值
X

值 显著性

模型
(="A" #A "=)+" #,=""

$

"="""#

##

N "="+$ # "="+$ #=#- "=!($#

a "=,+" # "=,+" -="! "="#(#

#

O "=-+" # "=-+" #+=") "=""#-

##

' "=",, # "=",, "=)) "=A,#!

Na "=(-" # "="(- #=() "=#$,#

NO "="## # "="## "=!# "=)+!+

N'

!=!$-_#"

Y,

#

!=!$-_#"

Y,

"="+ "=$,,!

aO "=!(" # "=!(" +=$, "=",""

#

a' "="A, # "="A, "=$) "=,)$(

O' "="$$ # "="$$ #=-- "=!"+!

N

!

-=#A" # -=#A" #A,=)-

$

"="""#

##

a

!

"=-!" # "=-!" #A=A- "=""#(

##

O

!

"="(A # "="(A #=(" "=#$(-

'

!

"=!-" # "=!-" +=A! "=",+A

#

残差
"=-"" #A "="+"

)))))))))))))))))))))))))))))))))

失拟项
"=)+" #" "=)+" +=!( "=")#!

纯误差
"="A( A "="#!

总差
(=-A" !$

!!!!!!!!!

o

!#

表示影响显著#

X

$

"="+

%'

##

表示影响极显著#

X

$

"="#

%(

图
)

!

各因素对皂苷得率的交互作用

&2

9

<C>)

!
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G
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为
G

P

可以改变胰脂肪酶分子结构'在最适
G

P

条件下'

胰脂肪酶分子活性基团部位与最适底物结合'发挥出胰

脂肪酶的最佳催化效果'

G

P

偏高或偏低环境下'会改变

胰脂肪酶分子的二级-三级构象'影响酶与底物结合效

率'从而影响胰脂肪酶的活性'改变胰脂肪酶的抑制

率+

#(

,

'所以选取
G

P-=+

为胰脂肪酶的最适
G

P

(

!=,=!

!

反应温度对金花茶叶皂苷抑制胰脂肪酶能力的影

响
!

由图
$

可知'抑制率随着温度的升高先上升后下降'

当温度为
,-U

时对胰脂肪酶有最佳抑制作用'抑制率为

+#=!$T

(动物来源的酶的最适温度一般为
,+

"

A"U

'温

度若高于最适温度'会破坏酶分子的构象+

!"

,

'此时酶的整

体三维结构受到破坏'次级键崩解'酶失去活性'从而降

低胰脂肪酶的抑制率(因此选取温度
,-U

为胰脂肪酶

最佳反应温度(

!=,=,

!

反应时间对金花茶皂苷抑制胰脂肪酶能力的影响

从图
(

可以看出'反应时间为
!"

"

A"028

时'胰脂肪

酶的抑制率随着时间的递增先上升后趋于平缓&

A"028

后'胰脂肪酶的抑制率随着时间的递增呈下降趋势(当

皂苷与胰脂肪酶刚混合时'由于两者结合不充分'抑制率

较低'随着时间的增加'二者结合逐渐充分'有效接触增

图
-

!

缓冲液
G

P

对胰脂肪酶抑制率的影响

&2

9

<C>-

!

Q852H2F2D8C1F>D:

G

18@C>1F2@32

G

14>H

6

41

G

D828

1F?2::>C>8F

G

P

图
$

!

反应温度对胰脂肪酶抑制率的影响

&2

9

<C>$

!

Q852H2F2D8C1F>D:

G

18@C>1F2@32

G

14>H

6

41

G

D828

1F?2::>C>8FF>0

G

>C1F<C>

多'抑制率上升'反应时间
%

,"028

时'金花茶叶皂苷与

胰脂肪酶之间有效基团已充分接触反应'相互作用趋于

饱和'导致两者的浓度减小'二者结合速率降低'反应时

间进一步延长'胰脂肪酶的抑制率呈下降趋势+

!#

,

'所以

,"028

为胰脂肪酶的最佳反应时间(

!=,=A

!

金花茶叶皂苷浓度对胰脂肪酶抑制率的影响
!

由

图
#"

可知'金花茶叶皂苷浓度为
#

"

)0

9

*

0V

时'胰脂

肪酶的抑制率随着金花茶叶皂苷浓度的增加呈两个阶段

上升趋势&

#

"

A0

9

*

0V

时'胰脂肪酶结合位点未饱和'胰

脂肪酶的抑制率急剧升高&

A

"

)0

9

*

0V

时'胰脂肪酶和

金花茶叶皂苷两者充分相互接触'结合位点达到饱和'故

抑制率增加缓慢(皂苷浓度为
)0

9

*

0V

时'对胰脂肪酶

的抑制率达到最大值为
$A=-)T

(

,

!

结论
通过单因素试验'选择适合的因素水平进行响应面

优化'研究了金花茶叶提取皂苷的最佳工艺条件'并对金

花茶叶提取的皂苷进行抑制脂肪酶活性研究(试验结果

表明'金花茶叶皂苷最佳提取条件为乙醇体积分数

+(T

-料液比
#n,(

#

9

*

0V

%-提取温度
)"U

-提取时间

图
(

!

反应时间对胰脂肪酶抑制率的影响

&2
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!
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G
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图
#"

!

皂苷浓度对胰脂肪酶抑制率的影响
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9
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!
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#!A028

'此条件下的金花茶叶皂苷得率为
A=$!T

&金花

茶叶提取的皂苷对胰脂肪酶的抑制试验表明'皂苷提取

物在
,-U

-质量浓度在
)0

9

*

0V

-

G

P-=+

-反应
,"028

下'脂肪酶抑制率达到
$A=-)T

&并且金花茶叶皂苷浓度

与胰脂肪酶的抑制作用呈剂量效应'浓度越高'抑制效果

越佳'说明金花茶叶皂苷是一种良好的胰脂肪酶抑制剂'

具有较好的降血脂应用前景(后续可以利用现代分析方

法深入研究金花茶叶皂苷对胰脂肪酶的抑制机理(
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