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　　摘要：利用响应面分析法对川芎阿魏酸的微波协同酶法提取工艺进行优化。在单因素试验基础上，选取纤维素酶
用量、酶解温度、酶解ｐＨ值以及酶解时间进行了４因素３水平的Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合研究，通过响应面分析法对
提取条件进行了优化，确定微波协同酶法提取川芎中阿魏酸的最佳工艺。试验结果表明：最佳酶解条件为纤维素酶用

量３．６ｍｇ／ｇ、酶解ｐＨ值４．６、酶解时间５２ｍｉｎ、酶解温度５３℃，在该条件下，川芎阿魏酸的提取得率为８９．１８％。
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　　川芎为伞形科植物川芎（ＬｉｇｕｓｔｉｃｕｍｃｈｕａｎｘｉｏｎｇＨｏｒｔ．）的
干燥根茎，临床上用于治疗跌扑肿痛、月经不调等［１］。川芎

含有挥发油类［２］、多糖类［３］、酚酸类［４］等多种化学成分，其中

阿魏酸是川芎药材的质控成分［１］。体内药理试验研究表明，

阿魏酸具有抗菌［５］、抗抑郁［６］、降压［７］等活性。

目前已报道的川芎中阿魏酸的提取方法主要有微波

法［８］、回流法［９］、超高压提取法［１０］等。其中微波法是通过微

波能加热与药材相接触的溶剂，将目标成分从药材中转移至

溶剂中的一个过程，具有高效、节能、污染低的特点［１１］。生物

酶解技术通过酶解作用可使植物细胞壁疏松、破裂，从而降低

传质阻力，促进有效成分的溶出，提高有效成分提取率，因而

被越来越多地用于中药有效成分的提取中［１２］。本研究采用

微波协同酶法提取川芎中阿魏酸，通过响应面法优化酶解条

件，以期为川芎中阿魏酸的开发利用提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
川芎，购买于重庆市中药材市场，经铜仁职业技术学院梁

玉勇教授鉴定为川芎（ＬｉｇｕｓｔｉｃｕｍｃｈｕａｎｘｉｏｎｇＨｏｒｔ．）；阿魏酸
标准品，购于中国食品药品检定研究院；纤维素酶，购自天津

利华酶制剂技术有限公司，酶活力为１００００Ｕ／ｇ；水为重蒸
水；甲醇为色谱纯；其他试剂均为分析纯。

仪器：ＬＣ－２０ＡＴ高效液相色谱仪（自动进样器、在线脱
气机、二元泵、ＤＡＤ检测器和 ＬＣ－ｓｏｌｕｔｉｏｎ色谱工作站，日本
岛津公司）；ＬＷＭＣ－２０１型微波化学反应器（南京旋光科技
有限公司）；ＡＢ－１３５Ｓ十万分之一电子天平（德国梅特勒公
司）；ＲＥ－２０００Ａ旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器厂）；ＰＨＳ－

２５型酸度计（杭州亚美电子仪器厂）；ＫＳ－６００Ｄ超声清洗机
（宁波科生仪器厂）；电热恒温水浴锅（北京科伟永鑫实验仪

器设备厂）。

１．２　试验方法
１．２．１　阿魏酸的含量测定
１．２．１．１　色谱条件［１］　Ｋｒｏｍａｓｉｌ－Ｃ１８柱（５μｍ，４．６ｍｍ×
１５０．０ｍｍ）；流动相：甲醇 －１％乙酸溶液（体积比３０∶７０）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：３２１ｎｍ；进样量：
１０μＬ。该色谱条件下理论塔板数以阿魏酸峰计算不低于
４０００，该色谱条件下测定阿魏酸标准品及川芎药材得到的色
谱结果见图１。

１．２．１．２　标准曲线的绘制　精确称取１０．５ｍｇ阿魏酸对照
品置于２５ｍＬ棕色容量瓶中，并用 ７０％甲醇定容，摇匀，得
０４２ｍｇ／ｍＬ阿魏酸标准溶液。精确移取０．１、０．３、０．５、０．７、
０．９、１．１ｍＬ阿魏酸对照品溶液至１０ｍＬ棕色容量瓶中，并用
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７０％甲醇定容。精确吸取所配制的不同浓度的对照品溶液各
１０μＬ注入液相色谱仪，按照“１．２．１．１”节中的色谱条件测定
峰面积，并以峰面积为纵坐标（ｙ）、进样量（ｘ）为横坐标绘制
标准曲线：ｙ＝５３１２ｘ－１．０３４，ｒ＝０．９９９９，线性范围：０．０４２～
０．４２０μｇ。
１．２．１．３　阿魏酸含量的测定　取经干燥至恒质量的浸膏适
量置于１０ｍＬ棕色容量瓶中，并用７０％甲醇溶解，所得溶液
用０．４５μｍ 的微孔滤膜过滤，取续滤液 １０μＬ按照
“１．２．１．１”节的色谱条件进行测定，并根据峰面积计算阿魏
酸的提取得率。阿魏酸提取得率按照如下公式进行计算：

阿魏酸提取得率＝［提取得到的阿魏酸含量（ｇ）／川芎药
材中阿魏酸的含量（ｇ）］×１００％。
１．２．２　川芎中阿魏酸的提取工艺流程　川芎中阿魏酸的提
取工艺流程：川芎→干燥、粉碎成粗粉（过２４目筛）→酶解→
微波提取→合并提取液→减压回收溶剂→浸膏→干燥至恒质
量→测定阿魏酸含量，并计算阿魏酸提取得率。其中微波提
取条件的工艺参数为：８倍量的 ５０％乙醇、微波功率为
１５０Ｗ、提取次数为２次、提取时间为２ｍｉｎ／次。
１．３　酶解条件的单因素试验
１．３．１　纤维素酶用量对阿魏酸提取率的影响　准确称取
１０ｇ川芎粗粉置于装有１００ｍＬ蒸馏水的锥形瓶中，在酶解温
度为５０℃、酶解ｐＨ值为４．５、酶解时间为６０ｍｉｎ的条件下，
考察不同纤维素酶用量（１、２、３、４、５ｍｇ／ｇ）对阿魏酸提取率
的影响。

１．３．２　酶解时间对阿魏酸提取率的影响　准确称取１０ｇ川
芎粗粉置于装有１００ｍＬ蒸馏水的锥形瓶中，在酶解ｐＨ值为
４．５、纤维素酶用量为３ｍｇ／ｇ、酶解温度为５０℃的条件下，考
察不同酶解时间（３０、４０、５０、６０、７０ｍｉｎ）对阿魏酸提取率的
影响。

１．３．３　酶解 ｐＨ值对阿魏酸提取率的影响　准确称取１０ｇ
川芎粗粉置于装有１００ｍＬ蒸馏水的锥形瓶中，在纤维素酶用
量为３ｍｇ／ｇ、酶解温度为５０℃、酶解时间为６０ｍｉｎ的条件
下，考察不同酶解ｐＨ值（３．５、４．０、４．５、５．０、５．５）对阿魏酸提
取率的影响。

１．３．４　酶解温度对阿魏酸提取率的影响　准确称取１０ｇ川
芎粗粉置于装有１００ｍＬ蒸馏水的锥形瓶中，在纤维素酶用量
为３ｍｇ／ｇ、酶解ｐＨ值为４．５、酶解时间为６０ｍｉｎ的条件下，
考察不同酶解温度（３５、４０、４５、５０、５５℃）对阿魏酸提取率的
影响。

１．４　响应面法优化试验
根据单因素试验结果，以阿魏酸的提取得率为响应值，用

Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件的 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验设
计原理对所选变量进行响应面设计。通过对数据进行回归分

析，预测微波协同酶法提取川芎中阿魏酸的最佳工艺参数。

２　结果与分析

２．１　酶解川芎药材的单因素试验结果
２．１．１　纤维素酶用量对川芎中阿魏酸提取得率的影响　由
图２可知，酶用量在１～３ｍｇ／ｇ时，阿魏酸提取率随着酶用量
的增加而明显升高；当纤维素酶用量继续增加时，阿魏酸提取

得率增加缓慢。因此，纤维素酶用量宜选在３ｍｇ／ｇ左右。

２．１．２　酶解时间对川芎中阿魏酸提取得率的影响　由图３
可知，阿魏酸提取得率随着酶解时间的增加而升高；当酶解时

间超过５０ｍｉｎ后，阿魏酸提取得率增加趋于平缓。因此，酶
解时间宜选择在５０ｍｉｎ左右。

２．１．３　酶解ｐＨ值对川芎中阿魏酸提取得率的影响　由图４
可知，当酶解ｐＨ值为４．５时，阿魏酸提取得率最高。由于ｐＨ
值过低或者过高都会影响纤维素酶活力，最终影响有效成分

的提取，因此最佳酶解ｐＨ值选在４．５左右。

２．１．４　酶解温度对川芎中阿魏酸提取得率的影响　由图５
可知，在酶解温度为３５～５０℃时，阿魏酸提取得率随着酶解
温度的升高而增加；当酶解温度超过５０℃时，阿魏酸提取得
率有所下降，这是由于随着温度的不断升高，纤维素酶活性不

断增强，但是当温度过高即超过了纤维素酶的最适温度时，则

会引起纤维素酶失活。因此，酶解温度宜选择在５０℃左右。
２．２　川芎阿魏酸提取工艺响应面法优化分析

根据上述单因素试验结果，以纤维素酶用量（Ｘ１）、酶解
时间（Ｘ２）、酶解 ｐＨ值（Ｘ３）和酶解温度（Ｘ４）４个因素为变
量，以阿魏酸提取得率（Ｙ）为响应值，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的
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中心组合设计原理进行４因素３水平试验。具体的试验因素
及水平见表１，响应面分析方案及结果见表２。

表１　响应面分析因素与水平

水平

因素

Ｘ１：纤维素酶
用量（ｍｇ／ｇ）

Ｘ２：酶解时
间（ｍｉｎ）

Ｘ３：酶解
ｐＨ值

Ｘ４：酶解
温度（℃）

－１　 ２ ４０ ４．０ ４５
０ ３ ５０ ４．５ ５０
１ ４ ６０ ５．０ ５５

表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计方案及试验结果

试验号
Ｘ１：纤维素
酶用量

Ｘ２：酶解
时间

Ｘ３：酶解
ｐＨ值

Ｘ４：酶解
温度

Ｙ：阿魏酸提
取得率（％）

１ －１ －１ ０ ０ ７７．８６
２ １ －１ ０ ０ ８３．３５
３ －１ １ ０ ０ ８０．３３
４ １ １ ０ ０ ８６．９２
５ ０ ０ －１ －１ ７２．６４
６ ０ ０ １ －１ ８０．８８
７ ０ ０ －１ １ ７７．３１
８ ０ ０ １ １ ８３．９０
９ －１ ０ ０ －１ ７５．５２
１０ １ ０ ０ －１ ７９．２３
１１ －１ ０ ０ １ ７６．７６
１２ １ ０ ０ １ ８６．２４
１３ ０ －１ －１ ０ ７１．５４
１４ ０ １ －１ ０ ８２．１２
１５ ０ －１ １ ０ ８４．０４
１６ ０ １ １ ０ ８１．４３
１７ －１ ０ －１ ０ ７３．０５
１８ １ ０ －１ ０ ８０．７４
１９ －１ ０ １ ０ ８１．２９
２０ １ ０ １ ０ ８６．３７
２１ ０ －１ ０ －１ ７５．８０
２２ ０ １ ０ －１ ７８．００
２３ ０ －１ ０ １ ７７．３１
２４ ０ １ ０ １ ８４．４５
２５ ０ ０ ０ ０ ８８．５７
２６ ０ ０ ０ ０ ８８．４３
２７ ０ ０ ０ ０ ８８．０２
２８ ０ ０ ０ ０ ８７．８８
２９ ０ ０ ０ ０ ８７．８８

　　由Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对表２中数据进行回归拟
合得到的二元多项回归方程为：Ｙ＝８８．１６＋３．１７Ｘ１＋１．９５Ｘ２＋
３．３８Ｘ３ ＋１．９９Ｘ４ ＋０．２８Ｘ１Ｘ２ －０．６５Ｘ１Ｘ３ ＋１．４４Ｘ１Ｘ４ －
３．３０Ｘ２Ｘ３＋１．２３Ｘ２Ｘ４ －０．４１Ｘ３Ｘ４ －３．００Ｘ１

２ －３．５６Ｘ２
２ －

４．５４Ｘ３
２－５．４５Ｘ４

２。

该模型回归方程的方差分析结果见表３，可以看出，模型
极显著（Ｐ＜０．０００１），失拟项（Ｐ＝０．０５３）不显著，表明回归
方程拟合度和可信度较高、试验误差较小，可用于指导阿魏酸

提取试验设计。模型中Ｒ２为０．９９１２，ＲＡｄｊ
２为 ０．９８２４，表明

响应值９８．２４％的变化来源于所选变量；模型的变异系数为
０．８３％（＜１０％），表明试验有良好的稳定性；模型的信噪比
为３４．３１５（＞４），表明该模型适用于川芎阿魏酸提取工艺的
优化。该回归方程中的一次项中，Ｘ３对阿魏酸提取得率的影
响显著，Ｘ１、Ｘ２、Ｘ４对阿魏酸提取得率的影响极显著；交互项
中Ｘ１Ｘ４、Ｘ２Ｘ３、Ｘ２Ｘ４对阿魏酸提取得率的影响极显著；二次
项中 Ｘ１

２、Ｘ２
２、Ｘ３

２、Ｘ４
２均对阿魏酸提取得率的影响极显著。

根据回归方程中的各项系数及表３中回归方程结果可知，在
所选因素范围内，各个因素对阿魏酸提取得率的影响顺序为：

酶解ｐＨ值＞纤维素酶用量＞酶解温度＞酶解时间。

表３　回归模型方差分析结果

方差来源 平法和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ７２２．６５ １４ ５１．６２ １１２．４０ ＜０．０００１ 
Ｘ１ １２０．５９ １ １２０．５９ ２６２．５８ ＜０．０００１ 
Ｘ２ ４５．４４ １ ４５．４４ ９８．９３ ＜０．０００１ 
Ｘ３ １３６．７６ １ １３６．７６ ２９７．７８ ＜０．０００１ 
Ｘ４ ４７．６０ １ ４７．６０ １０３．６５ ＜０．０００１ 
Ｘ１Ｘ２ ０．３０ １ ０．３０ ０．６６ ０．４３０６
Ｘ１Ｘ３ １．７０ １ １．７０ ３．７１ ０．０７４７
Ｘ１Ｘ４ ８．３２ １ ８．３２ １８．１２ ０．０００８ 
Ｘ２Ｘ３ ４３．４９ １ ４３．４９ ９４．７１ ＜０．０００１ 
Ｘ２Ｘ４ ６．１０ １ ６．１０ １３．２８ ０．００２７ 
Ｘ３Ｘ４ ０．６８ １ ０．６８ １．４８ ０．２４３６
Ｘ１２ ５８．３３ １ ５８．３３ １２７．０２ ＜０．０００１ 
Ｘ２２ ８２．３３ １ ８２．３３ １７９．２６ ＜０．０００１ 
Ｘ３２ １３３．８５ １ １３３．８５ ２９１．４５ ＜０．０００１ 
Ｘ４２ １９２．７６ １ １９２．７６ ４１９．７３ ＜０．０００１ 
残差 ６．４３ １４ ０．４６
失拟项 ６．０１ １０ ０．６０ ５．７６ ０．０５３
纯误差 ０．４２ ４ ０．１０
总和 ７２９．０８ ２８

　　注：Ｒ２＝０．９９１２，ＲＡｄｊ２＝０．９８２４，变异系数 ０．８３％，信噪比

３４．３１５；“”表示极显著（Ｐ＜０．０１）；“”表示显著（Ｐ＜０．０５）。

　　所考察的４个因素（纤维素酶用量、酶解时间、酶解 ｐＨ
值和酶解温度）两两交互作用对川芎中阿魏酸提取得率的影

响见图６，响应曲面的坡度越陡峭，则表明因素交互作用对响
应值的影响越显著。由图６可以看出，在所选的４个因素的
交互作用中，酶解温度与纤维素酶用量的交互作用、酶解 ｐＨ
值与酶解时间的交互作用以及酶解时间与酶解温度的交互作

用均对川芎中阿魏酸的提取得率有显著影响，其中以酶解ｐＨ
值与酶解时间的交互作用对阿魏酸提取得率的影响最为显

著。以上对响应面图的分析结果与表３的分析结果一致。
经过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件的分析，得到川芎中阿魏

—６８２— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第３期



酸酶解的最佳工艺条件为：纤维素酶用量３．５８ｍｇ／ｇ、酶解时
间５２．３５ｍｉｎ、酶解ｐＨ值４．６２、酶解温度５２．７７℃，在此条件
下，阿魏酸理论提取的得率为８９．９７％。为验证方法的可行
性，采用上述酶解条件对川芎进行微波 －酶法提取阿魏酸的

试验，为方便操作，将上述优化的条件调整为纤维素酶用量

３．６ｍｇ／ｇ、酶解时间５２ｍｉｎ、酶解ｐＨ值４．６、酶解温度５３℃，
在优化条件下做 ３组平行试验，测得阿魏酸平均提取率为
８９．１８％，试验结果与模型预测相对误差仅为０．８８％。

　

　

　

图６　两两因素交互作用对阿魏酸提取率的影响

３　结论

本研究以川芎中阿魏酸提取得率为指标，通过单因素试

验对纤维素酶用量、酶解时间、酶解ｐＨ值以及酶解温度进行
了考察。在此基础上，采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件的
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心组合试验设计响应面试验进而建立了
数学模型，得到优化的酶解处理川芎药材的工艺条件，即纤维

素酶用量为３．６ｍｇ／ｇ、酶解时间为５２ｍｉｎ、酶解ｐＨ值为４．６、
酶解温度为５３℃，在该条件下川芎中阿魏酸的提取率达到

８９．１８％。
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高体积分数 ＣＯ２处理对柿果实褐变的影响
闵　婷１，郑梦林１，李　阳１，殷学仁２，陈昆松２，易　阳１，３，王宏勋１，３

（１．武汉轻工大学食品科学与工程学院，湖北武汉４３００２３；２．浙江大学果树科学研究所，浙江杭州３１００５８；
３．湖北省生鲜食品工程技术研究中心，湖北武汉４３００２３）

　　摘要：涩柿果实采收后须经人工脱涩才能用于鲜食，其中高体积分数 ＣＯ２脱涩处理应用最广泛。经高体积分数

ＣＯ２处理后，柿果实在贮藏过程中也会发生褐变。多酚氧化酶 ＰＰＯ作为酶促褐变最关键的基因，在各种果蔬中的研

究较多，而关于ＰＰＯ基因是否参与涩柿果实脱涩后褐变的研究尚未见报道。以“恭城水柿”为材料，经９５％ ＣＯ２处理

２ｄ后切片，通过可溶性单宁含量测定、褐变程度观察、ＰＰＯ基因克隆与表达分析研究ＣＯ２处理对“恭城水柿”褐变的

影响。结果表明，经９５％ ＣＯ２处理后，柿果实的可溶性单宁含量明显下降，柿果实完成脱涩。脱涩后的柿鲜切片于

２０℃下放置１２ｈ后发生明显褐变。本研究克隆获得 ＰＰＯ基因部分片段序列，聚类分析表明，该 ＰＰＯ基因与苹果
ＰＰＯ基因较同源；基因表达分析显示，该ＰＰＯ基因在ＣＯ２处理后的鲜切柿片中的表达量比对照低，表明该 ＰＰＯ基因

可能与柿子脱涩后的褐变无相关性。
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　　柿（Ｄｉｏｓｐｙｒｏｓｋａｋｉ）属于柿科（Ｅｂｅｎａｃｅａｅ）柿属（Ｄｉｏｓｐｙ
ｒｏｓ），起源于东亚，主要分布于中国、日本、韩国等东亚国
家［１］。不同于其他水果，柿果实的独特之处在于其能累积大

量单宁，其中可溶性单宁可导致涩味。柿果实根据其自然脱

涩的能力分为甜柿和涩柿。甜柿能在树上自然完成脱涩，采

收后可直接食用；涩柿果实成熟时可溶性单宁含量仍较高，采

收后须经人工脱涩方能鲜食［２］。我国栽培的品种多为涩柿，

涩柿的脱涩技术较为成熟，包括乙烯处理、ＣＯ２处理
［３］、温水

浸泡、交替冻融［４］等，其中高体积分数 ＣＯ２处理应用最为广

泛。然而，高体积分数 ＣＯ２处理柿果实后，果实在贮藏过程
中也会发生褐变，且处理时间越长则褐变程度越深［５］，使柿

果实在贮藏和货架期的果实品质下降。

褐变是果实品质劣变最明显的特征之一，不仅影响果品

的营养、外观、风味，并已成为果蔬贮藏加工的主要障碍［６］。

果蔬褐变多以酶促褐变为主，与酶促褐变密切相关的酶类主

要为多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，ＰＰＯ），多酚类物质在
ＰＰＯ的作用下氧化成醌，醌再聚合生成黑色或褐色的色素沉
淀，组织表现为褐变。随着分子生物学的发展，马铃薯［７］、

梨［８］、甘薯［９］、蘑菇［１０］、莲藕［１１］等植物的 ＰＰＯ基因相继被克
隆，而关于柿果实中ＰＰＯ酶活性及其特性的报道较少。

以“恭城水柿”为材料，经９５％ ＣＯ２处理２ｄ后切片，通
过可溶性单宁含量分析、褐变程度观察、ＰＰＯ基因克隆与表
达分析研究ＣＯ２处理对“恭城水柿”褐变的影响，并进行ＰＰＯ
基因的克隆、进化树分析、基因表达分析，以期阐明柿果实脱

涩后褐变的生物学机制。
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