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［摘　要］　为了优化纤维素酶辅助提取陈皮中橙皮苷的工艺，在单因素试验基础上，选取酶解温

度、酶解ｐＨ值、酶用量、酶解时间作为自变量，以橙皮苷收率为响应值，利用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组

合设计原理和响应面分析法，研究各自变量及其相互作用对橙皮苷提取效果的影响，并优化该酶解

辅助提取条件。优选得到橙皮苷的最佳酶解辅助提取工艺为：酶解温度５０℃、酶解ｐＨ值５．０、酶用

量８．９ｍｇ／ｇ、酶解时间４７ｍｉｎ。在此最佳工艺条件下，纤维酶辅助提取橙皮苷的收率为５．２４ｍｇ／ｇ，

与理论预测值（５．２６ｍｇ／ｇ）的相对误差仅为０．３８％。优选的提取工艺简单、稳定，为工业化生产提

供参考依据。
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　　陈皮为芸香科植物橘ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ及

其栽培变种的干燥成熟果皮，其性温味苦、辛，具有

理气健脾、燥湿化痰之功效，主治食欲减少、痰湿咳

嗽等症［１］。陈皮含有黄酮类、多糖类、挥发油等成

分，其中橙皮苷是陈皮的主要药效成分［１－２］。研究

表明橙皮苷可改善肉仔鸡小肠粘膜形态结构、促进

肉仔鸡肠道对营养物质的吸收［３］、提高肉仔鸡屠宰

性能、促进肉仔鸡的免疫器官生长［４］、提高断奶仔

猪的免疫机能［５］等作用。

陈皮的传统提取方法有煎煮法［６］、渗漉法［６］、

回流法［７］等。酶解辅助提取法是指在传统溶剂法

的基础上，利用生物酶降解细胞壁及间质中的成

分，破坏植物细胞壁结构，通过降低细胞的渗透阻

力促进有效成分的溶出，具有催化效率高、专一性

强、反应条件温和等特点［８］。目前已有学者将酶解

辅助提取法应用于钩藤中钩藤碱［９］、花生壳中木犀

草素［１０］、山药中多糖［１１］等成分的传统回流提取工

艺中，以达到缩短提取时间、提高有效成分收率、减

少溶剂用量等目的。本文首次将酶解辅助提取法

应用于陈皮中橙皮苷的提取研究，并通过响应面分

析法优化该提取工艺，以期为陈皮中橙皮苷的工业

化生产提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　仪器　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪，美国

Ｗａｔｅｒｓ公司；ｐＨＳ－３Ｃ精密 ｐＨ计，上海雷磁仪器

厂；ＢＰ２１１Ｄ电子天平，北京赛多利斯科学仪器有限

公司；ＫＱ－６００ＴＤＢ超声波清洗器，昆山市超声仪

器有限公司；ＲＥ－２０００Ａ旋转蒸发器，上海亚荣生

化仪器厂。

１．２　药品与试剂　橙皮苷对照品，中国食品药品

检定研究院，纯度为９５．３％；陈皮药材，成都荷花池

中药材市场，经本院梁玉勇教授鉴定；纤维素酶，宁

夏和氏璧生物技术有限公司，酶活力为２００００Ｕ／ｇ；

水为重蒸水；甲醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

１．３　方法

１．３．１　橙皮苷的ＨＰＬＣ测定

１．３．１．１　色谱条件　参考《中华人民共和国兽药

典》［１］，具体色谱条件为：Ｄｉｏｍａｎｓｉｌ－Ｃ１８柱

（４．６ｍｍ×２５０．０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇 －醋酸

－水（３５∶４∶６１）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２８℃；检

测波长：２８３ｎｍ；进样量：２０μＬ。该色谱条件下理

论塔板数以橙皮苷峰计算不低于２０００。

１．３．１．２　橙皮苷的提取　酶解辅助提取陈皮的工

艺流程如下：陈皮→干燥、粉碎成粗粉（过４０目筛）

→酶解→回流提取→合并提取液→减压浓缩至

５０ｍＬ→测定橙皮苷含量。通过参考文献［７］及结合

预试验结果，确定回流提取的工艺条件为：加入２０

倍量７０％乙醇，在７５℃条件下回流提取６０ｍｉｎ。

１．３．１．３　橙皮苷收率的计算　精密吸取陈皮提取

液０．１ｍＬ至２５ｍＬ容量瓶中，并用甲醇定容至刻

度，摇匀，经０．４５μｍ滤膜过滤，取续滤液２０μＬ注

入液相色谱仪，记录峰面积，计算橙皮苷收率。橙

皮苷收率按如下公式进行计算：橙皮苷收率

（ｍｇ／ｇ）＝提取得到的橙皮苷质量（ｍｇ）／陈皮药材

质量（ｇ）。

１．３．２　单因素试验

１．３．２．１　酶解温度　准确称取１０ｇ陈皮粉末，加

入１００ｍＬ柠檬酸－柠檬酸钠缓冲溶液，在酶解 ｐＨ

值 ５．０、酶用量９ｍｇ／ｇ、酶解时间５０ｍｉｎ的条件下，

考察不同酶解温度（４０、４５、５０、５５、６０℃）对橙皮苷

收率的影响。

１．３．２．２　酶解 ｐＨ值　准确称取１０ｇ陈皮粉末，

加入１００ｍＬ柠檬酸 －柠檬酸钠缓冲溶液，在酶解

温度 ５０℃、酶用量９ｍｇ／ｇ、酶解时间５０ｍｉｎ的条

件下，考察不同酶解 ｐＨ值（４．０、４．５、５．０、５．５、

６．０）对橙皮苷收率的影响。

１．３．２．３　酶用量　准确称取１０ｇ陈皮粉末，加入

１００ｍＬ柠檬酸 －柠檬酸钠缓冲溶液，在酶解温度

５０℃、酶解ｐＨ值 ５．０、酶解时间５０ｍｉｎ的条件下，

考察不同酶用量（５、７、９、１１、１３ｍｇ／ｇ）对橙皮苷收

率的影响。

１．３．２．４　酶解时间　准确称取１０ｇ陈皮粉末，加
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入１００ｍＬ柠檬酸 －柠檬酸钠缓冲溶液，在酶解温

度 ５０℃、酶解 ｐＨ值 ５．０、酶用量９ｍｇ／ｇ的条件

下，考察不同酶解时间（１０、３０、５０、７０、９０ｍｉｎ）对橙

皮苷收率的影响。

１．３．３　响应面法优化试验　在单因素试验基础

上，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合设计原理，以橙皮

苷收率为考察指标，对酶解温度、酶解 ｐＨ值、酶用

量、酶解时间进行４因素３水平试验，具体试验因

素水平安排见表１。
表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计因素及水平

代码 因素
水平

－１ ０ ＋１

Ｘ１ 酶解温度／℃ ４５ ５０ ５５

Ｘ２ 酶解ｐＨ值 ４．５ ５．０ ５．５

Ｘ３ 酶用量／（ｍｇ·ｇ－１） ７ ９ １１

Ｘ４ 酶解时间／ｍｉｎ ３０ ５０ ７０

１．３．４　不同提取方法对橙皮苷收率的影响　平行
比较传统回流提取法和酶解辅助提取法对陈皮中

橙皮苷提取的影响。其中传统回流提取法的具体

提取操作为：准确称取１０ｇ陈皮粉末，加入１００ｍＬ
柠檬酸－柠檬酸钠缓冲溶液，在提取ｐＨ值为 ５．０、
提取温度为５０℃的条件下提取４７ｍｉｎ后收集滤
液，向药材中加入２０倍量７０％乙醇，在７５℃条件
下回流提取６０ｍｉｎ，合并滤液并减压浓缩至５０ｍＬ，
经过适当稀释后取续滤液按照１．３．１项下色谱条
件进行ＨＰＬＣ测定，并计算橙皮苷收率。酶解辅助
提取法的具体操作为：准确称取１０ｇ陈皮粉末，加
入１００ｍＬ柠檬酸 －柠檬酸钠缓冲溶液，在酶解温
度５０℃、酶解ｐＨ值５．０、酶用量８．９ｍｇ／ｇ的条件
下酶解时间４７ｍｉｎ收集滤液，向药材中加入２０倍
量７０％乙醇，在７５℃条件下回流提取６０ｍｉｎ，合并
滤液并减压浓缩至５０ｍＬ，经过适当稀释后取续滤
液按照１．３．１项下色谱条件进行 ＨＰＬＣ测定，并计
算橙皮苷收率。

２　结果与分析
２．１　橙皮苷的ＨＰＬＣ测定结果　在１．３．１．１项色谱
条件下测定橙皮苷对照品及陈皮药材得到的结果图

见图１。峰面积Ｙ与小檗碱浓度Ｘ（μｇ／ｍＬ）的回归
方程为：Ｙ＝１３３５９２．０６Ｘ－１２００１．４０（Ｒ２＝０．９９９９），线
性范围为：８．６４～５１．８４μｇ／ｍＬ。

图１　橙皮苷对照品（Ａ）和陈皮药材（Ｂ）的ＨＰＬＣ图

２．２　单因素试验结果
２．２．１　酶解温度　酶解温度对橙皮苷收率的影响
见图２。由图２可知，橙皮苷收率随着酶解温度的
升高先增大后减小。当酶解温度为５０℃时，橙皮苷
收率最大。

图２　酶解温度对橙皮苷收率的影响

２．２．２　酶解 ｐＨ值　不同酶解 ｐＨ值对橙皮苷收
率的影响见图３。由图３可知，橙皮苷收率随着酶
解ｐＨ值的增大先增大后减小。酶解 ｐＨ值为５．０
时，橙皮苷收率最大。

２．２．３　酶用量　不同酶用量对橙皮苷收率的影响
见图４。由图４可知，橙皮苷收率随着纤维素酶用
量的增加先增大后减小。纤维素酶用量为９ｍｇ／ｇ
时，橙皮苷收率最大。

２．２．４　酶解时间　不同酶解时间对橙皮苷收率的
影响见图５。由图５可知，橙皮苷收率随着酶解时
间的延长而升高。当酶解时间超过５０ｍｉｎ后，橙皮
苷收率的增加趋于平缓。
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图３　酶解ｐＨ值对橙皮苷收率的影响

图４　酶用量对橙皮苷收率的影响

图５　酶解时间对橙皮苷收率的影响

２．３　响应面试验优选最佳工艺条件
２．３．１　响应面试验设计结果　响应面试验设计及
结果见表２，通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件拟合得
到影响橙皮苷收率的回归方程：Ｙ＝５．２６０＋０．０７８
Ｘ１＋０．０７２Ｘ２－０．０５２Ｘ３－０．０３３Ｘ４－０．０４０Ｘ１Ｘ２＋
０．１２０Ｘ１Ｘ３＋０．１８０Ｘ１Ｘ４－０．０５５Ｘ２Ｘ３＋０．０１０Ｘ２Ｘ４
－０．０４５Ｘ３Ｘ４－０．６１０Ｘ１

２－０．６１０Ｘ２
２－０．５６０Ｘ３

２－

表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

试验

号

因素

Ｘ１酶解
温度／℃

Ｘ２酶解
ｐＨ值

Ｘ３酶用量／
（ｍｇ·ｇ－１）

Ｘ４酶解
时间／ｍｉｎ

Ｙ橙
皮苷收率

／（ｍｇ·ｇ－１）

１ １ ０ ０ －１ ４．４６

２ －１ ０ ０ １ ４．２０

３ ０ －１ －１ ０ ３．９４

４ １ １ ０ ０ ４．１４

５ １ ０ １ ０ ４．３０

６ －１ ０ －１ ０ ４．１６

７ ０ １ －１ ０ ４．２１

８ ０ －１ １ ０ ３．９８

９ ０ ０ ０ ０ ５．３１

１０ ０ ０ ０ ０ ５．２５

１１ －１ －１ ０ ０ ３．８９

１２ －１ ０ １ ０ ３．８８

１３ ０ －１ ０ １ ４．４９

１４ １ ０ －１ ０ ４．１０

１５ ０ ０ －１ １ ４．７３

１６ １ ０ ０ １ ４．７０

１７ ０ １ ０ １ ４．６７

１８ ０ １ １ ０ ４．０３

１９ ０ ０ －１ －１ ４．７４

２０ ０ ０ １ １ ４．４４

２１ ０ １ ０ －１ ４．６４

２２ １ －１ ０ ０ ４．１１

２３ ０ ０ １ －１ ４．６３

２４ ０ ０ ０ ０ ５．２１

２５ ０ －１ ０ －１ ４．５０

２６ －１ １ ０ ０ ４．０８

２７ －１ ０ ０ －１ ４．６６

０．０９１Ｘ４
２。橙皮苷收率的二次多项回归模型方差

分析结果见表 ３。由表 ３数据可知，模型极显著
（Ｐ＜０．０１），失拟项不显著（Ｐ＞０．０５），回归模型的
复相关系数 Ｒ２为 ０．９８６６，校正后的复相关系数
ＲＡｄｊ

２为 ０．９７０９，说明所选变量可解释响应值
９７．０９％的变化，利用此回归方程对试验结果进行
分析是可靠的。模型变异系数 ＣＶ值为 ０．３２％
（＜１０％），说明本试验具有较高的可靠性与精密
度，信噪比Ｓ／Ｎ值为２７．３７９（＞４），说明回归方程
具有较高的拟合度与可信度。由 Ｆ值可知各因素
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对橙皮苷收率的影响程度顺序为：酶解温度 ＞酶解
ｐＨ值＞酶用量＞酶解时间。由Ｐ值可知回归方程
一次项中，Ｘ３对橙皮苷收率的影响显著（Ｐ＜
０．０５），Ｘ１、Ｘ２对橙皮苷收率的影响极显著（Ｐ＜

０．０１）；二次项中Ｘ４
２对橙皮苷收率的影响显著（Ｐ

＜０．０５），Ｘ１
２、Ｘ２

２、Ｘ３
２对橙皮苷收率的影响极显著

（Ｐ＜０．０１）；交互项中 Ｘ１Ｘ３、Ｘ１Ｘ４对橙皮苷收率的
影响极显著（Ｐ＜０．０１）。

表３　回归方程的方差分析
来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
模型 ４．２７ １４ ０．３０ ６２．９９ ＜０．０００１
Ｘ１ ７．４０×１０－２ １ ７．４０×１０－２ １５．２３ ０．００２１
Ｘ２ ６．２０×１０－２ １ ６．２０×１０－２ １２．７４ ０．００３９
Ｘ３ ３．２０×１０－２ １ ３．２０×１０－２ ６．６２ ０．０２４４
Ｘ４ １．３０×１０－２ １ １．３０×１０－２ ２．７６ ０．１２２７
Ｘ１Ｘ２ ６．４０×１０－３ １ ６．４０×１０－３ １．３２ ０．２７２４
Ｘ１Ｘ３ ５．８０×１０－２ １ ５．８０×１０－２ １１．９１ ０．００４８
Ｘ１Ｘ４ ０．１２ １ ０．１２ ２５．３３ ０．０００３
Ｘ２Ｘ３ １．２０×１０－２ １ １．２０×１０－２ ２．５０ ０．１３９７
Ｘ２Ｘ４ ４．００×１０－４ １ ４．００×１０－４ ０．０８ ０．７７８６
Ｘ３Ｘ４ ８．１０×１０－３ １ ８．１０×１０－３ １．６７ ０．２２００
Ｘ１２ ２．０１ １ ２．０１ ４１４．８５ ＜０．０００１
Ｘ２２ ２．０１ １ ２．０１ ４１４．８５ ＜０．０００１
Ｘ３２ １．６５ １ １．６５ ３４０．７２ ＜０．０００１
Ｘ４２ ４．４０×１０－２ １ ４．４０×１０－２ ９．１０ ０．０１０７
残差 ５．８０×１０－２ １２ ４．８４×１０－３

失拟项 ５．３０×１０－２ １０ ５．３０×１０－３ ２．０９ ０．３６６７
纯误差 ５．０７×１０－３ ２ ２．５３×１０－３

总误差 ４．３２ ２６

决定系数Ｒ２＝０．９８６６　　　校正决定系数ＲＡｄｊ２＝０．９７０９　　　　变异系数ＣＶ　　　　０．３２％　　　　　信噪比Ｓ／Ｎ　２７．３７９

２．３．２　响应面分析　经 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软
件对模型进行分析，得到各因素对橙皮苷收率影响

的响应面图见图６。响应曲图可直观反映各因素交
互作用对橙皮苷收率的影响，曲面越陡峭则表示影

响越显著。由图６可知，酶解温度与酶用量、酶解
温度与酶解时间对橙皮苷收率的影响较显著，与上

述方差分析结果一致。

２．３．３　最佳工艺条件的确定及验证试验　通过
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件分析，得到最佳酶解辅
助提取陈皮中橙皮苷的工艺条件为：酶解温度５０．
２０℃、酶解ｐＨ值５．０３、酶用量８．９２ｍｇ／ｇ、酶解时
间４７．３５ｍｉｎ，在此条件下，橙皮苷的理论收率为５．
２６ｍｇ／ｇ。考虑到操作的可行性，将最佳酶解工艺
条件修正为：酶解温度５０℃、酶解ｐＨ值５．０、酶用
量８．９ｍｇ／ｇ、酶解时间４７ｍｉｎ。在该工艺条件下，
对陈皮进行３次平行提取试验，结果表明橙皮苷的
平均收率为５．２４ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为０．６７％（ｎ＝３），试
验结果与模型预测相对误差仅为０．３８％。另取同
等质量陈皮３份，不加纤维素酶，其他操作均与酶

解法相同。结果表明，传统回流提取法中橙皮苷的

平均收率仅为２．７６ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为０．９１％（ｎ＝３）。
３　讨论与小结

陈皮主产于我国四川、广东、浙江、福建等地。

陈皮的传统提取方法（如煎煮法［６］、渗漉法［６］、回流

法［７］）存在提取效率低、溶剂用量大、耗时长等缺点。

本研究首次将酶解辅助提取法应用于陈皮提取中，

即在传统回流提取的基础上，加入酶解预处理步骤，

以期为陈皮中橙皮苷的工业化提取提供参考。

在单因素试验中，就酶解温度而言，橙皮苷收

率随酶解温度的升高而增大，当酶解温度达到

５０℃后，随着酶解温度的进一步升高而呈下降趋
势，这是由于环境温度过低，不利于酶活性的发挥，

环境温度过高则会引起酶变性、失活，从而影响橙

皮苷收率；就酶解ｐＨ值而言，橙皮苷收率随着酶解
ｐＨ值的增大而增大，当时酶解 ｐＨ达到５．０后，随
着酶解ｐＨ值的进一步升高而呈下降趋势，这是由
于酶活力受环境 ｐＨ值影响，过高或过低均不利于
酶活性的发挥，从而影响橙皮苷收率；就酶用量而
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图６　各因素相互作用对橙皮苷收率影响的响应面图

言，橙皮苷收率随着酶用量的增加而增大，当酶用量

为９ｍｇ／ｇ时，酶相对于底物已达到饱和，继续增加酶
用量则相对过剩的酶会包裹住药材颗粒，从而阻碍

有效成分的溶出；就酶解时间而言，橙皮苷收率随着

酶解时间的延长而增大，当酶解时间超过５０ｍｉｎ后，
随着酶解时间的进一步延长而无明显变化。

通过响应面试验优选得到陈皮中橙皮苷的最

佳酶解辅助提取工艺条件为：酶解温度５０℃、酶解
ｐＨ值５．０、酶用量８．９ｍｇ／ｇ、酶解时间４７ｍｉｎ。该
优选的工艺稳定可行，与传统方法相比，橙皮苷收

率有较大提高。该提取工艺中的反应条件温和易

控、溶剂消耗量少、耗时短，为陈皮中橙皮苷的工业

化生产提供参考依据。
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