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　　摘要：以总三萜得率为指标，通过单因素试验和正交试验，研究酶 －超声波辅助提取川木瓜总三萜的提取工艺。
结果表明，川木瓜总三萜的最佳工艺为：采用纤维素酶、木瓜蛋白酶酶解，酶用量为１．２％，酶解 ｐＨ值６．５，酶解温度
４０℃，酶解时间２．０ｈ；再以７０％乙醇作为溶剂，在超声功率１５０Ｗ条件下提取１次，提取时间４０ｍｉｎ。在此工艺条件
下，总三萜得率可达３．５７％，与单一使用超声波法或酶法相比均有较大提高。
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　　皱皮木瓜为药用正品木瓜，来源于蔷薇科植物贴梗海棠
［Ｃｈａｅｎｏｍｅｌｅｓｓｐｅｃｉｏｓａ（Ｓｗｅｅｔ）Ｎａｋａｉ］的干燥近成熟果实［１］。

皱皮木瓜根据产地主要形成了川木瓜、宣木瓜、资丘木瓜３个
主要品种，产地不同，品质各有差异。川木瓜为皱皮木瓜中产

量最大的品种，主产于重庆綦江、江津等地，在广西凌云县也

有大量分布；川木瓜既可药用又可食用，但是由于其味酸、涩，

主要用作中药药材。利用木瓜开发生产纯天然、无毒副作用

及具有多功能保健和医疗作用的食品、饮料、药品，具有广阔

的前景［２］，它含有机酸、三萜、黄酮、皂苷、氨基酸等多种活性

成分，其中三萜类衍生物含量较高，是保肝的主要有效成分，

能显著降低血清谷丙转氨酶水平［３］。目前关于川木瓜三萜

的提取研究很少，尚无酶 －超声波联用提取川木瓜总三萜的
相关报道，本试验采用酶 －超声波２种方法辅助提取川木瓜
总三萜，以香草醛－冰乙酸 －高氯酸比色法测定川木瓜总三
萜含量，通过单因素试验和正交试验优化三萜提取的工艺，以

期为川木瓜的进一步开发利用提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
川木瓜采自广西凌云县，将鲜果切片、去籽、晾干、粉碎过

筛备用。

试验试剂主要有：齐墩果酸标准品（上海原叶生物科技

有限公司）；香草醛、高氯酸、冰乙酸、乙醇、石油醚、乙酸钠、

磷酸氢钠、磷酸二氢钠、三羟甲基氨基甲烷、盐酸，均为分析

纯；纤维素酶（４００００Ｕ／ｇ）、果胶酶（６００００Ｕ／ｇ）、木瓜蛋白
酶（３００００Ｕ／ｇ），均为天津利华酶制剂有限公司生产。

主要仪器有：ＲＥ－５２ＡＡ型旋转蒸发仪；ＴＵ－１８００
紫外－可见分光光度计；ＦＺ１０２植物粉碎机；ＣＰＡ６４型电子天
平；ＨＨＳ－２１－４电热式恒温水浴锅；ｐＨＳ－３Ｃ型 ｐＨ计；
ＸＨ－３００Ａ微波超声波组合合成萃取仪。
１．２　试验方法
１．２．１　川木瓜总三萜提取工艺　取川木瓜粉末，加入１．５倍
体积石油醚回流４ｈ，过滤、自然挥干石油醚，除去部分色素和
脂溶性物质。称取石油醚处理后的川木瓜粉末，加入一定体

积缓冲液、酶，在一定温度、时间下酶解；酶解后在９０℃水浴
中高温灭酶，加入一定体积的乙醇，在一定功率、时间下超声

提取总三萜，抽滤、浓缩、定容，得总三萜提取液。

１．２．２　总三萜测定方法
１．２．２．１　标准曲线的绘制　精确称取齐墩果酸标准品
２０ｍｇ，用无水乙醇溶解，配制成浓度为２００μｇ／ｍＬ的对照品
溶液。精确吸取对照品溶液０．０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ
于１０ｍＬ具塞试管中，沸水浴蒸干乙醇后，加入０．３ｍＬ新配
制的５％香草醛－冰乙酸溶液、１．０ｍＬ高氯酸，在６０℃水浴
中恒温１５ｍｉｎ，冰水中快速冷却，加入５ｍＬ冰乙酸摇匀放置
１５ｍｉｎ，测定在５４８ｎｍ处的吸光度 Ｄ５４８ｎｍ

［４］。以对照品浓度

为横坐标、吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，所得标准曲线的

线性回归方程为ｙ＝０．０５４ｘ－０．０３９８，ｒ２＝０．９９８１，对照品浓
度在４～２０μｇ／ｍＬ的范围内线性关系良好。
１．２．２．２　样品总三萜含量的测定　精确吸取一定体积待测
样品于具塞试管中，按“１．２．２．１”节的方法显色，测定吸光
度，将吸光度带入标准曲线回归方程中计算样品中总三萜提

取率：

总三萜提取率＝总三萜质量／川木瓜粉末质量×１００％。
１．２．３　酶解工艺优化
１．２．３．１　单因素试验　（１）酶种类对总三萜提取的影响。
称取５份处理后的川木瓜粉末，每份３ｇ，分别加入４０ｍＬｐＨ
值为４．５的缓冲液及３６ｍｇ纤维素酶、果胶酶、木瓜蛋白酶的
不同组合，酶按川木瓜质量的１．２％进行添加，在４０℃下酶
解１．５ｈ；９０℃水浴中灭酶，加入乙醇配制成含量为６０％的乙
醇溶液，在功率为１５０Ｗ下超声提取３０ｍｉｎ，抽滤、浓缩、定
容，测定总三萜含量。（２）酶用量对总三萜提取的影响。称
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取５份川木瓜粉末，每份３ｇ，加入４０ｍＬｐＨ值为４．５的缓冲
液，再加入 ０．４％、０．８％、１．２％、１．６％、２．０％复合酶，在
４０℃ 下酶解１．５ｈ；９０℃水浴中灭酶，加入乙醇配制成含量
为６０％的乙醇溶液，在功率为１５０Ｗ下超声提取３０ｍｉｎ，抽
滤、浓缩、定容，测定总三萜含量。（３）酶解ｐＨ值对总三萜提
取的影响。称取５份川木瓜粉末，每份３ｇ，加入４０ｍＬｐＨ值
分别为４．５、５．５、６．５、７．５、８．５的缓冲液，再加入３６ｍｇ复合
酶，在４０℃下酶解１．５ｈ；９０℃水浴中灭酶，加入乙醇配制成
含量为 ６０％的乙醇溶液，在功率为 １５０Ｗ 下超声提取
３０ｍｉｎ，抽滤、浓缩、定容，测定总三萜含量。（４）酶解温度对
总三萜提取的影响。称取 ５份川木瓜粉末，每份 ３ｇ，加入
４０ｍＬｐＨ值为５．５的缓冲液，加入３６ｍｇ酶，分别在３５、４０、
４５、５０、５５℃下酶解１．５ｈ；９０℃水浴中灭酶，加入乙醇配制成
含量为 ６０％的乙醇溶液，在功率为 １５０Ｗ 下超声提取
３０ｍｉｎ，抽滤、浓缩、定容，测定总三萜含量。（５）酶解时间对
总三萜提取的影响。称取 ５份川木瓜粉末，每份 ３ｇ，加入
４０ｍＬｐＨ值为５．５的缓冲液，再加入３６ｍｇ酶，在４５℃下分
别酶解０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｈ；９０℃水浴中灭酶，加入乙醇
配制成含量为６０％的乙醇溶液，在功率为１５０Ｗ下超声提取
３０ｍｉｎ，抽滤、浓缩、定容，测定总三萜含量。
１．２．３．２　正交试验　根据单因素试验结果，选取酶用量、酶
解ｐＨ值、酶解时间、酶解温度的较优水平，进行 Ｌ９（３

４）正交

试验，对所得试验结果进行直观分析，正交试验因素水平设置

见表１。

表１　酶解工艺优化的因素水平设计

水平

因素

Ａ：酶用量
（％） Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：酶解温度

（℃）
Ｄ：酶解时间
（ｈ）

１ ０．８ ４．５ ４０ １．０
２ １．２ ５．５ ４５ １．５
３ １．６ ６．５ ５０ ２．０

１．２．４　超声波提取工艺优化
１．２．４．１　单因素试验　（１）乙醇浓度对总三萜提取的影响。
称取５份川木瓜粉末，每份３ｇ，按最佳酶解工艺进行酶解，分
别加入不同体积乙醇配制成含量为４０％、５０％、６０％、７０％、
８０％的乙醇溶液，在功率为１５０Ｗ下超声提取３０ｍｉｎ，抽滤、
浓缩、定容，测定总三萜含量。（２）超声功率对总三萜提取的
影响。称取５份川木瓜粉末，每份３ｇ，按最佳酶解工艺进行
酶解，加入乙醇配制成含量为７０％的乙醇溶液，分别在功率
为５０、１００、１５０、２００、２５０Ｗ下超声提取２０ｍｉｎ，抽滤、浓缩、定
容，测定总三萜含量。（３）超声时间对总三萜提取的影响。
称取５份川木瓜粉末，每份３ｇ，按最佳酶解工艺进行酶解，加
入乙醇配制成含量为７０％的乙醇溶液，在功率为２００Ｗ下分
别超声提取２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ，抽滤、浓缩、定容，测定总三
萜含量。

１．２．４．２　正交试验　根据单因素试验结果，选取乙醇浓度、
超声功率、超声时间的较优水平，进行Ｌ９（３

４）正交试验，对所

得试验结果进行直观分析，正交试验因素水平设置见表２。
１．２．４．３　超声提取次数　在最佳工艺条件确定后，对酶解后
的川木瓜进行超声提取，过滤浓缩得到１次提取液；在料渣中

表２　超声波提取工艺优化的因素水平设计

水平

因素

Ａ：乙醇浓度
（％）

Ｂ：超声功率
（Ｗ）

Ｃ：超声时间
（ｍｉｎ）

１ ６０ １５０ ４０
２ ７０ ２００ ５０
３ ８０ ２５０ ６０

再次加入乙醇进行２次提取，过滤浓缩得到第２次提取液；同
理进行３次提取，得第３次提取液，分别测定总三萜含量。
１．２．５　验证试验与提取方法的对比　综合酶法、超声波辅助
提取法得出的最优组合进行验证试验，研究试验结果的可重

复性。再分别采用酶－超声波法、超声波法、酶法提取木瓜中
的总三萜，对３种方法进行综合比较。

２　结果与分析

２．１　酶解工艺优化结果
２．１．１　酶种类对总三萜提取率的影响　由表３可知，纤维素
酶＋木瓜蛋白酶提取效果较好，说明纤维素酶和木瓜蛋白酶
有协同作用，能更好地酶解细胞表面结构及胞间连接物，使三

萜类物质浸出率增加，因此在后续试验中均采用纤维素酶复

合木瓜蛋白酶进行酶解。

表３　酶种类对总三萜提取的影响

酶种类
酶用量

（％）
总三萜提取率

（％）

纤维素酶 １．２ ２．８４
果胶酶 １．２ ２．０１
木瓜蛋白酶 １．２ ２．６５
纤维素酶＋果胶酶 ０．６＋０．６ ２．７３
纤维素酶＋木瓜蛋白酶 ０．６＋０．６ ３．１４
果胶酶＋木瓜蛋白酶 ０．６＋０．６ １．８６
纤维素酶＋果胶酶＋木瓜蛋白酶 ０．４＋０．４＋０．４ ２．６５

２．１．２　酶用量对总三萜提取率的影响　由表４可以看出，纤
维素酶 ＋木瓜蛋白酶总用量分别为 ０．４％、０．８％、１．２％、
１６％、２．０％时，总三萜得率分别为１．５４％、２．５７％、３．１７％、
３．１０％、２．９９％。可以看出，随着酶用量的增加，总三萜提取
率增大，当酶用量为１．２％时提取率最高；酶用量达饱和后，
底物被水解的速度不再增加。

表４　酶用量对总三萜提取率的影响

纤维素酶＋木瓜蛋白酶总用量（％） 总三萜提取率（％）
０．４ １．５４
０．８ ２．５７
１．２ ３．１７
１．６ ３．１０
２．０ ２．９９

２．１．３　酶解ｐＨ值对总三萜提取率的影响　由表５可见，酶
解ｐＨ值分别为４．５、５．５、６．５、７．５、８．５时，总三萜得率分别为
３．０９％、３．２８％、２．９３％、２．５２％、２．１７％。由结果可知，ｐＨ值
对总三萜提取的影响较大，ｐＨ值为５．５时提取率达最大。由
于酶的最适合ｐＨ值不是一个特征物理常数，同一种酶的最
适ｐＨ值会随底物的不同和体系不同而有所差异［５－７］。
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表５　酶解ｐＨ值对总三萜提取率的影响

酶解ｐＨ值 总三萜提取率（％）
４．５ ３．０９
５．５ ３．２８
６．５ ２．９３
７．５ ２．５２
８．５ ２．１７

２．１．４　酶解温度对总三萜提取率的影响　由表６可以看出，
当酶解温度分别为３５、４０、４５、５０、５５℃时，总三萜得率分别为
２．７７％、３．２３％、３．３５％、２．９２％、２．１５％。由结果可知，最佳
的酶解温度为４５℃；可见提高温度会提高酶解反应速度，但
温度太高时酶会部分失活。

表６　酶解温度对总三萜提取率的影响

酶解温度（℃） 总三萜提取率（％）
３５ ２．７７
４０ ３．２３
４５ ３．３５
５０ ２．９２
５５ ２．１５

２．１．５　酶解时间对总三萜提取率的影响　由表７可以看出，
当酶解时间分别为０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｈ时，总三萜得率
分别为２．５４％、３．３２％、３．４０％、３．３５％、３．４３％。由结果可
知，酶解时间超过１．５ｈ后，总三萜提取率趋于平稳，可见延
长提取时间，提取率没有明显提高，因此酶解时间以 １．５ｈ
为宜。

表７　酶解时间对总三萜提取率的影响

酶解时间

（ｈ）
总三萜提取率

（％）

０．５ ２．５４
１．０ ３．３２
１．５ ３．４０
２．０ ３．３５
２．５ ３．４３

２．２　酶解正交试验
由表８可知，各因素对总三萜提取率的影响顺序为 Ｃ＞

Ａ＞Ｂ＞Ｄ，即酶解温度＞酶用量＞ｐＨ值＞酶解时间；最优水
平是Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ３，即酶用量１．２％，ｐＨ值６．５，酶解温度４０℃，
酶解时间２．０ｈ。
２．３　超声波提取工艺优化结果
２．３．１　乙醇浓度对总三萜提取率的影响　由表９可见，乙醇
浓度为４０％、５０％、６０％、７０％、８０％时，总三萜提取率分别为
２．６３％、２．８４％、３．２７％、３．４１％、３．２５％，可见乙醇浓度为
７０％时提取率最高。三萜类物质易溶于乙醇，在一定范围内，
随乙醇浓度提高提取率增大；但当乙醇浓度超过最佳值，其他

醇溶性杂质可能会与三萜类物质竞争溶剂［４］，导致总三萜提

取率降低。

２．３．２　超声功率对总三萜提取率的影响　由表１０可以看
出，当超声功率分别为５０、１００、１５０、２００、２５０Ｗ时，总三萜提
取率分别为２．４７％、２．７８％、３．１９％、３．３４％、３．３８％。可以
看出，提取率与超声功率呈正相关，综合考虑提取率与超声能

耗，选择超声功率为２００Ｗ。

表８　酶解工艺正交试验结果

编号 Ａ：酶用量 Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：酶解温度 Ｄ：酶解时间 提取率

（％）

１ １ １ １ １ ３．０４
２ １ ２ ２ ２ ２．７０
３ １ ３ ３ ３ ３．１６
４ ２ １ ２ ３ ２．９３
５ ２ ２ ３ １ ３．２１
６ ２ ３ １ ２ ３．４６
７ ３ １ ３ ２ ３．１３
８ ３ ２ １ ３ ３．２５
９ ３ ３ ２ １ ２．８８
ｋ１ ２．９７ ３．０３ ３．２５ ３．０４
ｋ２ ３．２０ ３．０５ ２．８４ ３．１０
ｋ３ ３．０９ ３．１７ ３．１７ ３．１１
Ｒ ０．２３ ０．１４ ０．４１ ０．０７

表９　乙醇浓度对总三萜提取率的影响

乙醇浓度（％） 总三萜提取率（％）
４０ ２．６３
５０ ２．８４
６０ ３．２７
７０ ３．４１
８０ ３．２５

表１０　超声功率对总三萜提取率的影响

超声功率

（Ｗ）
总三萜提取率

（％）

５０ ２．４７
１００ ２．７８
１５０ ３．１９
２００ ３．３４
２５０ ３．３８

２．３．３　超声时间对总三萜提取率的影响　由表１１可以看
出，当超声时间分别为２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ时，总三萜提取
率分别为２．６８％、３．０５％、３．４５％、３．３９％、３．２２％。由结果
可知，超声时间为４０ｍｉｎ时的总三萜提取率最大，超声时间
过长会产生热效应，可能会破坏三萜分子结构［８］。

表１１　超声时间对总三萜提取率的影响

超声时间

（ｍｉｎ）
总三萜提取率

（％）

２０ ２．６８
３０ ３．０５
４０ ３．４５
５０ ３．３９
６０ ３．２２

２．４　超声波提取的正交试验结果
由表１２可知，超声提取各因素对总三萜提取率的影响顺

序为Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即乙醇浓度 ＞超声时间 ＞超声功率；最优水
平是Ａ２Ｂ１Ｃ１，即超声提取的最佳工艺为：乙醇浓度７０％，超声
功率１５０Ｗ，超声时间４０ｍｉｎ。
２．５　超声提取次数试验结果

超声提取次数的试验结果见表１３。可以看出，提取１、２、
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表１２　超声波提取工艺正交试验结果

编号 Ａ：乙醇浓度 Ｂ：超声功率 Ｃ：超声时间 提取率

（％）

１ １ １ １ ３．２７
２ １ ２ ２ ２．９１
３ １ ３ ３ ３．０５
４ ２ １ ２ ３．１９
５ ２ ２ ３ ３．４２
６ ２ ３ １ ３．５１
７ ３ １ ３ ３．２８
８ ３ ２ １ ３．０５
９ ３ ３ ２ ２．９７
ｋ１ ３．０８ ３．２５ ３．２８
ｋ２ ３．３７ ３．１３ ３．０２
ｋ３ ３．１０ ３．１８ ３．２５
Ｒ ０．２９ ０．１２ ０．２６

表１３　提取次数对总三萜提取率的影响

提取次数（次） 总三萜提取率（％）
１ ３．６７
２ ０．１４
３ ０．０８

３次的总三萜提取率分别为３．６７％、０．１４％、００８％。结果表
明，总三萜在提取１次后基本已经溶出，因此从能耗和环保角
度考虑只超声提取１次。
２．６　验证试验

综合上述试验结果，得到酶法 －超声波辅助提取川木瓜
总三萜的最佳工艺为：用纤维素酶＋木瓜蛋白酶进行酶解，酶
用量为 １．２％，酶解 ｐＨ值 ６．５，酶解温度 ４０℃，酶解时间
２．０ｈ；再以７０％乙醇为提取溶剂，在超声功率１５０Ｗ、提取时
间４０ｍｉｎ的条件下提取１次。精确称取５份质量为３．０ｇ的
川木瓜粉末，在最佳工艺条件下进行验证试验，得率分别为

３５７％、３．５０％、３．６２％、３．５５％、３．６０％，平均为３．５７％，说明
最佳工艺条件具有良好的重现性。

２．７　提取方法对比
分别采用酶－超声波法、超声波法、酶法提法提取川木瓜

中总三萜。酶 －超声波法按本研究的最优条件进行提取，先
酶解再进行超声提取；超声波法按本研究的最佳超声波工艺

进行提取，不进行酶处理；酶法即只进行酶解，不超声提取。

分别测定３种方法总三萜的得率，由表１４可知，酶 －超声波
得率明显高于单一超声波法、单一酶法，可见通过辅助手段联

用可以明显提高得率。

表１４　不同提取方法的总三萜提取率

提取方法 总三萜提取率（％）
酶－超声波法 ３．５７
超声波法 ２．１５
酶法 １．８２

３　结论与讨论

提取方法对天然产物活性成分的提取有很大的影响，采

用超声波、微波、酶解或者几种辅助方法联用均可以明显提高

提取率。本试验采用酶解、超声波２种方法辅助提取川木瓜
总三萜，先用纤维素酶、木瓜蛋白酶进行酶解，利用纤维素酶

水解川木瓜纤维素、用木瓜蛋白酶分解细胞中游离的蛋白

质［９］，再利用超声波产生的强烈的空化效应、机械粉碎作用

以及热效应等，加速有效成分的溶出［１０］。试验结果表明，这２
种方法联用能明显提高总三萜的提取率。

酶－超声波联用技术提取天然产物活性成分的相关研究
已有较多报道，但提取过程各有差异。吴昊等采用酶解、超声

波法同时提取黄酮［１１－１２］，阚国仕等先采用超声波法后用酶法

提取多糖［１３］。本试验考虑到提取目标物质为三萜类化合物，

通常要用乙醇作为溶剂来提取，但乙醇溶剂会对生物酶活性

产生较大的影响［１４］，若协同进行，超声波产生的热效应也会

影响酶活性，所以先进行酶解后进行超声提取，在后续研究中

可以深入探讨不同的提取过程对三萜提取率的影响。
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