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　　摘要：采用纤维素酶法提取曼地亚红豆杉中的１０－脱乙酰基巴卡丁Ⅲ（１０－ＤＡＢ），并对酶处理的条件进行优化。
以１０－ＤＡＢ提取率为指标，考察酶用量、酶处理时间、酶处理温度及ｐＨ值等因素对提取率的影响，通过单因素试验及
响应面试验得出纤维素酶法提取１０－ＤＡＢ的最佳条件，并结合实际进行优化。结果得到酶处理最佳条件为：纤维素
酶用量２％、酶处理时间３ｈ、酶处理温度４２℃、ｐＨ值５．０，此时１０－ＤＡＢ提取率为０．５２９７％±０．００１０６７％，与模型预
测值０．５３３６％接近，说明工艺条件稳定，模型可靠。
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　　１０－脱乙酰基巴卡丁Ⅲ（１０－ｄｅａｃｅｔｙｌｂａｃｃａｔｉｎⅢ，简称
１０－ＤＡＢ）是合成抗癌药物紫杉醇和多西紫杉醇的重要原
料［１－３］。紫杉醇为治疗多种晚期癌症的药物之一，因受到原

材料来源的限制，其原料药市场总体呈现供不应求的趋

势［４］，其制备方法有多种，而以１０－ＤＡＢ作为原料半合成是
最具实用价值的方法之一，目前已占紫杉醇原料药总产量的

２／３以上［５－６］，对于缓解红豆杉资源的短缺具有非常重要的

现实意义。１０－ＤＡＢ主要从红豆杉植株的枝叶中提取，但提
取率通常比较低［７－１０］，本研究利用纤维素酶对植物细胞壁进

行水解，以促进１０－ＤＡＢ的溶出［１１－１２］，并通过响应面试验设

计优化酶处理条件，从而确定酶法预处理的最佳条件［１３－１５］。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
曼地亚红豆杉（产地江苏）；石油醚（３０～６０℃），９５％乙

醇，二氯甲烷，甲醇，柠檬酸，柠檬酸钠，以上化学试剂均为分

析纯；４００～８００Ｕ／ｇ纤维素酶（ＳａｎｌａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＣｏ．ＬＴＤ），
４００～８００Ｕ／ｇ果胶酶（Ｂｉｏｓｈａｒｐ）。

７５２型紫外可见分光光度计（上海光谱仪器有限公司），
ＫＱ－５０Ｅ型超声波清洗器（江苏省昆山市超声仪器有限公

司），ＹＸＱ－ＬＳ－５０Ｓ１１酸度计（上海精密科学仪器有限公司）
１．２　试验方法
１．２．１　标准曲线的制作　精确称取１０－ＤＡＢ标准品５ｍｇ，
定容至５０ｍＬ容量瓶中，得到０．１ｍｇ／ｍＬ１０－ＤＡＢ母液；再
分别精确量取该母液０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ，稀释至
５ｍＬ，于２２７ｎｍ处测定吸光度。
１．２．２　原材料的预处理　将曼地亚红豆杉植株洗净风干，
４０℃ 干燥７２ｈ，粉碎过３０目筛，再以１∶５的比例用石油醚
浸渍６ｈ，以初步脱脂及色素，阴凉处密封保存备用。
１．２．３　单因素试验　准确称取曼地亚红豆杉粉末１ｇ，加入
１％果胶酶及一定比例纤维素酶，再加入一定ｐＨ值的缓冲溶
液至２０ｍＬ，振荡混匀之后分别于一定温度水浴一定时间，所
得样品 ５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清；以料液比
１ｇ∶３０ｍＬ加入无水乙醇超声处理３０ｍｉｎ，取无水乙醇层去
除溶剂，残留物加１５ｍＬ蒸馏水混悬后用石油醚萃取至醚层
接近无色，分液弃醚层，用１０ｍＬ二氯甲烷萃取，分离二氯甲
烷层，通风橱中自然挥干除去溶剂，得干燥提取物［１２］；精确量

取１０ｍＬ甲醇溶解，并适当稀释，于２２７ｎｍ处测吸光度。
初步拟定酶处理条件为：纤维素酶用量２％、提取温度为

４０℃、ｐＨ值５．０、酶处理时间２ｈ，其他条件不变，改变其中１
个条件进行单因素试验，酶处理温度分别为 ２０、３０、４０、５０、
６０℃，酶处理时间分别为１、２、３、４、５ｈ，纤维素酶用量分别为
１％、２％、３％、４％、５％，缓冲液 ｐＨ值分别为 ４．０、４．５、５．０、
５５、６．０。不同ｐＨ值溶液用不同比例的０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸溶
液和０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠溶液配制，并用酸度计将ｐＨ值调至
所需范围。

１．２．４　响应面试验　根据中心组合设计原理［１３－１４］，由单因

素试验考察的结果选取酶预处理温度（ｘ１）、酶处理时间
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（ｘ２）、ｐＨ值（ｘ３）为自变量，利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件，
根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ模型，以１０－ＤＡＢ提取率为响应值，设计
３因素３水平共１７组试验，响应面设计的因素与水平见表１。
表１　酶法提取１０－脱乙酰基巴卡丁Ⅲ的工艺优化因素与水平

水平
ｘ１：酶预处理
温度（℃）

ｘ２：酶处理时间
（ｈ）

ｘ３：ｐＨ值

－１ ３５ ２．５ ４．５
０ ４０ ３．０ ５．０
１ ４５ ３．５ ５．５

２　结果与分析

２．１　标准曲线的制作
以１０－ＤＡＢ浓度为横坐标、吸光度为纵坐标，绘制标准

曲线，标准曲线的方程为 Ｄ＝３２．２４３Ｃ－０．０１５１，ｒ２＝０．９９８。
由图１可知，１０－ＤＡＢ的浓度在０～０．０２μｇ／ｍＬ范围内，线
性关系良好。

２．２　单因素试验
２．２．１　酶处理温度　由图２可知，在２０～４０℃温度范围内，
随着温度的升高，１０－ＤＡＢ的提取率提高；超过 ４０℃后，
１０－ＤＡＢ的提取率呈下降趋势。说明纤维素酶的活力在
４０℃ 左右较高，１０－ＤＡＢ的溶出率较高。温度较高时，１０－
ＤＡＢ的提取率降低可能是由于１０－ＤＡＢ的热不稳定性，在
温度较高的条件下易降解或发生异构化。

２．２．２　酶处理时间　由图３可知，１０－ＤＡＢ的提取率随酶
预处理时间的延长而升高。酶预处理３ｈ之后，１０－ＤＡＢ的
提取率增幅变小，酶预处理５ｈ时甚至降低了。表明酶预处
理３ｈ时几乎能将１０－ＤＡＢ最大化提取，时间太长反而对提
取不利，所以将酶预处理时间控制在３ｈ之内。
２．２．３　纤维素酶用量　由图４可知，１０－ＤＡＢ的提取率随

纤维素酶用量的增加而升高。在纤维素酶用量达到 ２％之
后，１０－ＤＡＢ的提取率趋近平缓，说明纤维素酶用量达到２％
以后，提取率变化不明显。从节约资源的角度考虑，将纤维素

酶用量确定为２％。

２．２．４　ｐＨ值　由图５可见，在 ｐＨ值为 ４．０～５．０范围内，
１０－ＤＡＢ的提取率随ｐＨ值的升高而增大；当 ｐＨ值超过５．０
时，提取率逐渐下降。表明所用酶的最适ｐＨ值在５．０左右。

２．３　响应面试验
根据单因素试验结果，选取酶预处理温度（ｘ１）、酶处理

时间（ｘ２）、ｐＨ值（ｘ３）为３个因素进行响应面试验设计，因素
和水平选取情况见表１。以１０－ＤＡＢ提取率为响应值，设计
响应面试验，结果见表２。利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件，得到１０－
ＤＡＢ提取率与３个因素关系的回归方程：１０－ＤＡＢ提取率
ｙ＝０．５２＋０．０３５ｘ１ －０．０１６ｘ２ ＋０．０１７ｘ３ ＋０．００８５ｘ１ｘ２ －
００１７ｘ１ｘ３＋０．００６ｘ２ｘ３－０．０３６ｘ１

２－０．０６ｘ２
２－０．０８８ｘ３

２。分析

结果（表３）显示，回归模型的Ｒ２为０．９８２８，说明此模型能解
释９８％的响应值变化，模型拟合程度良好。由回归模型
方差分析结果可知，方程的一次项ｘ１、ｘ３，二次项ｘ１

２、ｘ２
２、ｘ３

２
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表２　酶法提取１０－脱乙酰基巴卡丁Ⅲ的工艺优化
响应面设计方案与结果

试验号 ｘ１ ｘ２ ｘ３
１０－ＤＡＢ提取率

（％）

１ ０ ０ ０ ０．５４１
２ ０ －１ １ ０．４１１
３ ０ －１ －１ ０．３８１
４ ０ ０ ０ ０．５３１
５ －１ －１ ０ ０．４２１
６ ０ ０ ０ ０．５０９
７ －１ ０ －１ ０．３２９
８ －１ １ ０ ０．３８１
９ １ －１ ０ ０．４５９
１０ １ ０ １ ０．４３９
１１ －１ ０ １ ０．３８９
１２ ０ １ －１ ０．３２９
１３ ０ ０ ０ ０．５１６
１４ １ ０ －１ ０．４４６
１５ ０ ０ ０ ０．５２５
１６ ０ １ １ ０．３８３
１７ １ １ ０ ０．４５３

对１０－ＤＡＢ提取率的影响达极显著水平，一次项 ｘ２、交互项
ｘ１ｘ３对１０－ＤＡＢ提取率的影响达显著水平。此外还可得出
各因素对１０－ＤＡＢ提取率影响从大到小依次为酶预处理温
度（ｘ１）＞ｐＨ值（ｘ２）＞酶处理时间（ｘ３）。等高线的形状反映
交互因素对提取率的影响是否显著，圆形表明因素交互作用

不显著，马鞍形和椭圆形则表示因素交互作用显著。图６、图
７、图８直观地呈现了各因素相互作用的响应面的等高线图和
３Ｄ分析图。从响应面模型的等值线和最高点可以得到，在所
选择的范围内存在极值，既是响应面模型的最高点，同样也是

等值线最小椭圆的中心点。由此可见，温度、ｐＨ值的交互作
用对１０－ＤＡＢ提取率的影响最为显著，其显著关系可通过等
高线的形状判断，椭圆长轴和短轴长度相差越大，影响越显著；

接近圆形，影响不显著。

２．４　验证试验
回归模型拟合出最佳条件为：温度４２．３２℃、酶处理时间

２．９５ｈ、ｐＨ值５．０３，根据实际情况适当调整为：温度４２℃、酶
处理时间３ｈ、ｐＨ值 ５．０，在此条件下，平行试验 ３次，所得
１０－ＤＡＢ提取率为０．５２９７％ ±０．００１０６７％，ＲＳＤ＝１．５１％，
重复性较好，条件稳定。而理论预测值为０．５３３６％，与实际
提取率接近，进一步说明模型可靠、有效。

表３　回归模型方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ０．０７４０００ ９ ０．００８２３００ ４４．４０ ＜０．０００１ 显著

ｘ１ ０．００９５９０ １ ０．００９５９００ ５１．７３ ０．０００２
ｘ２ ０．００１９９０ １ ０．００１９９００ １０．７０ ０．０１３６
ｘ３ ０．００２３５０ １ ０．００２３５００ １２．６５ ０．００９３
ｘ１ｘ２ ０．０００２８９ １ ０．０００２８９０ １．５６ ０．２５２０
ｘ１ｘ３ ０．００１１２０ １ ０．００１１２００ ６．０５ ０．０４３５
ｘ２ｘ３ ０．０００１４４ １ ０．０００１４４０ ０．７８ ０．４０７４
ｘ１２ ０．００５３３０ １ ０．００５３３００ ２８．７４ ０．００１１
ｘ２２ ０．０１５０００ １ ０．０１５００００ ８２．６４ ＜０．０００１
ｘ３２ ０．０３３０００ １ ０．０３３００００ １７６．１５ ＜０．０００１
残差 ０．００１３００ ７ ０．０００１８５０

失拟误差 ０．０００６７１ ３ ０．０００２２４０ １．４３ ０．３５９２ 不显著

纯误差 ０．０００６２７ ４ ０．００００１５７
总和 ０．０７５０００ １６

３　结论

１０－ＤＡＢ为合成抗癌药物紫杉醇的重要中间体，主要从

红豆杉枝叶中提取，一般采用有机溶剂提取法、加热回流提取

法、超声波法等方法提取，但提取率较低［８－１０，１６］，而酶法提取

具有条件温和、提取率较高等优点，有利于红豆杉资源的充分
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利用［１１－１２］；并利用响应面中的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ模型优化提取
工艺，克服传统的正交设计或均匀设计无法在连续水平上优

化工艺参数的缺点［１３－１５］。所得最佳工艺条件为：酶处理时间

２．９５ｈ、酶处理温度４２．３２℃、ｐＨ值５．０３、酶用量２％，在此条
件下１０－ＤＡＢ的提取率为０．５２９７％ ±０．００１０６７％，与预测
值０．５３３６％接近。在后续研究中，还可以结合酶的固定化技
术，以实现酶的重复利用，以进一步提高该方法在工业上广泛

应用的可行性。

参考文献：

［１］李双明．东北红豆杉中１０－ＤＡＢⅢ的提取纯化及多西紫杉醇的
半合成［Ｄ］．哈尔滨：东北林业大学，２００７．

［２］李　鹏，李春香，李　想．多烯紫杉醇的合成工艺研究［Ｊ］．中国
药物化学杂志，２００９，１９（５）：３５６－３６０．

［３］孙浩岩，黄兴富，唐艳梅，等．具有实用价值紫杉醇半合成路线概
述［Ｊ］．中国民族民间医药，２０１０，１９（１３）：２６－２７．

［４］张　静．植物红豆杉的抗癌药用价值研究［Ｊ］．中国药业，２０１４，
２３（１）：１－３．

［５］ＡｒｎｏｎｅＡ，ＢａｖａＡ，ＡｌｅｍａｎｉＳ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１０－
ｄｅａｃｅｔｙｌｂａｃｃａｔｉｎⅢ（１０－ＤＡＢ）ｂｙＣｕｒｖｕｌａｒｉａｌｕｎａｔａａｎｄＴｒａｍｅｔｅｓ
ｈｉｒｓｕｔａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＣａｔａｌｙｓｉｓＢ：Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ，２００６，４２
（３）：９５－９８．

［６］杨　陶，李　明，陈建民．红豆杉中紫杉烷类化合物制备１０－去
乙酰基巴卡亭Ⅲ［Ｊ］．复旦学报：自然科学版，２００４，４３（６）：
１０８８－１０９２，１０９７．　

［７］洪东风，周文明，李玲玲，等．多西紫杉醇合成原料１０－脱乙酰基
巴卡亭提取工艺研究［Ｊ］．西北农业学报，２００７，１６（５）：２２７－
２３０．　

［８］段冬丽．曼地亚红豆杉中紫杉醇的提取分离工艺及测定研究
［Ｄ］．雅安：四川农业大学，２０１３．

［９］吴绵斌，马淑桢．美丽红豆杉枝叶中抗肿瘤活性成分的提取与分
离［Ｊ］．中药材，２００６，２９（４）：３２９－３３１．

［１０］马淑桢，吴绵斌．南方红豆杉枝叶中１０－脱乙酰巴卡亭Ⅲ的分
离与纯化［Ｊ］．中国新药杂志，２００６，１５（１３）：１０８４－１０８６．

［１１］王　晓，李林波，马小来，等．酶法提取山楂叶中总黄酮的研究
［Ｊ］．食品工业科技，２００２，２３（３）：３７－３９．

［１２］王　敏，陆兆新，吕凤霞，等．响应曲面法优化酶法提取银杏叶
总黄酮［Ｊ］．食品科学，２００７，２８（３）：１１７－１２１．

［１３］Ｌｉｙａｎａ－ＰａｔｈｉｒａｎａＣ，ＳｈａｈｉｄｉＦ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｈｅ
ｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｒｏｍ ｗｈｅａｔｕｓｉｎｇｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ
［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００５，９３（１）：４７－５６．

［１４］ＺｈａｎｇＺＦ，ＬｖＧＹ，ＰａｎＨＪ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｓａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｗａｖｅ－
ａｓｓｉｓｔｅｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｓｉｘｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎＡｇａｒｉｃｕｓ
ｂｌａｚｅｉＭｕｒｒｉｌｌ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，４７（１）：２４－３１．

［１５］ＳｕｎＹＸ，ＬｉｕＪＣ，ＫｅｎｎｅｄｙＪＦ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｆｏｒｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐａｒａｍｅ
ｔｅｒｓｆｒｏｍｔｈｅｒｏｏｔｓｏｆＣｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａｂｙａｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅ
ｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＰｏｌｙｍｅｒｓ，２０１０，８０（３）：９４９－９５３．

［１６］张　静．曼地亚红豆杉枝叶中活性成分的含量测定研究［Ｄ］．
郑州：河南中医学院，２０１１．

—６０３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第９期


