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［摘　 要］ 　 为了优化酶法辅助超声提取功劳木中小檗碱的工艺，在单因素试验基础上，根据 Ｂｏｘ－

Ｂｅｈｎｋｅｎ 中心组合试验设计原理，采用 ４ 因素 ３ 水平的响应面分析法，以小檗碱收率为响应值进行

回归分析。 结果表明，酶解最佳工艺条件为：酶解 ｐＨ 值 ３．５、酶用量 １０．６ ｍｇ ／ ｇ、酶解温度 ５１ ℃、酶

解时间 ９７ ｍｉｎ。 在此条件下，小檗碱收率为 ２２．４６ ｍｇ ／ ｇ。 优选的提取工艺稳定可行、收率高，为功劳

木的工业化生产提供参考。
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　 　 功劳木为小檗科植物阔叶十大功劳 Ｍａｈｏｎｉａ
ｂｅａｌｅｉ（Ｆｏｒｔ．） Ｃａｒｒ．或细叶十大功劳 Ｍａｈｏｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ
（Ｌｉｎｄｌ．） Ｆｅｄｄｅ 的干燥茎，其性寒味苦，具清热燥

湿、泻火解毒的作用，主治肠黄泻痢、湿热黄疸等

症［１］。 功劳木含多种生物碱类成分，其中小檗碱为

主要药效成分［１－２］。 研究表明小檗碱可促进肉鸡的

生长代谢［３］、提高肉兔屠宰率［４］、改善肉兔脂质代

谢及增强机体抗氧化机能［５］等作用。
酶法辅助超声提取作为植物有效成分提取的

一种联用技术，通常先用适宜的酶对植物进行预处

理，继而利用超声仪进行有效成分的提取［６］。 酶法

辅助超声提取作为一种新型联用提取技术，已被应

用于两面针［７］、蓖麻叶［８］、紫苏叶［９］ 等多种植物有

效成分提取中。 目前已报到的功劳木提取方法主

要有回流法［１０］和超声法［１１］。 本文首次将超声波法

和酶法联合应用于功劳木小檗碱的提取中，在单因

素试验基础上，利用响应面法优化酶解工艺，为功

劳木深度开发和综合利提供参考。
１　 材料与方法

１．１　 仪器 　 ＦＡ１００４Ｂ 电子天平（奥克斯国际贸易

上海有限公司）；ＫＱ－５００ＤＥ 台式数控超声波清洗

器（昆山市超声仪器有限公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ 型高效

液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；ＰＨＳ－２５ 型数字式

显示酸度计（上海伟业仪器厂）；ＲＥ－５２ＡＡ 旋转蒸

发器（上海亚荣生化仪器厂）。
１．２　 药品与试剂 　 功劳木药材（采自贵州省安顺

市布依族苗族自治县六马乡），经本院梁玉勇教

授鉴定；小檗碱对照品 （批号： １１０７１３－２０１２１２），
中国食品药品检定研究院；纤维素酶 （酶活力：
１１０００ Ｕ ／ ｇ），宁夏夏盛实业集团有限公司；乙腈、甲
醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯；水为双蒸水。
１．３　 方法

１．３．１　 小檗碱的提取

１．３．１．１　 酶法辅助超声提取　 取干燥的功劳木药材

粉碎并过６０ 目筛。 准确称取１５ ｇ置于装有１５０ ｍＬ
醋酸－醋酸钠缓冲溶液的锥形瓶中，按照设定酶解

条件（酶解 ｐＨ 值、酶用量、酶解温度、酶解时间）进
行酶解后，过滤，并向经过酶解处理的功劳木药材

中加入 １２０ ｍＬ ７０％乙醇，在超声功率为 ４００ Ｗ 的

条件下超声提取 ３０ ｍｉｎ，过滤，合并提取液，即得到

功劳木提取液。
１．３．１．２　 回流法提取 　 取干燥的功劳木药材粉碎

并过６０目筛。 准确称取１５ ｇ置于圆底烧瓶中，加入

１２０ ｍＬ ７０％ 乙醇，乙醇热回流提取 ３ 次，每次

１２０ ｍｉｎ。 合并 ３ 次提取液，即得到功劳木提取液。
１．３．１．３　 超声法提取 　 取干燥的功劳木药材粉碎

并过 ６０ 目筛。 准确称取 １５ ｇ 置于装有 １５０ ｍＬ 醋

酸－醋酸钠缓冲溶液的锥形瓶中，在提取 ｐＨ 值为

３．５，提取温度为 ５１ ℃的条件下提取 ９７ ｍｉｎ 后收集

滤液，向药材中加入 １２０ ｍＬ ７０％乙醇，在超声功率

为 ４００Ｗ 的条件下超声提取 ３０ ｍｉｎ，过滤，合并提

取液，即得到功劳木提取液。
１．３．２　 小檗碱的含量测定

１．３．２．１　 测定条件 　 采用 ＨＰＬＣ 法测定小檗碱含

量［１］，色谱条件为： Ｄｉｏｍａｎｓｉｌ － Ｃ１８ 柱 （ ４． ６ ｍｍ ×
２５０．０ ｍｍ，５ μｍ），以乙腈－０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾

（用磷酸调 ｐＨ 值至 ３．０）（３０ ∶ ７０）为流动相，柱温

２５ ℃，流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ２６５ ｎｍ，进样体

积 １０ μＬ。
１．３． ２． ２ 　 测定方法 　 将功劳木提取液浓缩至

１００ ｍＬ，然后精密吸取 ０．３ ｍＬ 置 ２５ ｍＬ 容量瓶中，
加甲醇稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。 供试

品溶液按照 １．３．２．１ 色谱条件进行测定，记录峰面

积并计算小檗碱收率。 其中，小檗碱收率（ｍｇ ／ ｇ）
是指从每克功劳木药材粉末中提取得到的小檗碱

的量（ｍｇ）。
１．３．３　 功劳木小檗碱提取的响应面优化　 基于前

期单因素预试验的结果，采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计方

法，对影响酶法辅助超声提取功劳木中小檗碱的关

键因素进行研究。 以小檗碱收率为响应值，以酶解

ｐＨ 值、酶用量、酶解温度和酶解时间为自变量，试
验设计见表 １。
２　 结果与分析

２．１　 小檗碱的含量测定结果　 小檗碱对照品及功

劳木药材按照 １．３．２．１ 项下色谱条件测定得到色谱

图，见图 １。 以峰面积Ｙ对小檗碱浓度 Ｘ（μｇ ／ ｍＬ）进
行回归，得到回归方程为：Ｙ ＝ ９９．５１Ｘ＋４５０．４７ （Ｒ２ ＝
０．９９９９），线性范围为：５．００～５０．００ μｇ ／ ｍＬ。
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表 １　 响应面试验设计因素及水平表

Ｔａｂ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅｓｉｇｎ

Ｃｏｄｅ Ｆａｃｔｏｒ
Ｌｅｖｅｌ

－１ ０ ＋１

Ｘ１ ｐＨ ｖａｌｕｅ ３．０ ３．５ ４．０

Ｘ２ Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｄｏｓｅ ／ （ｍｇ·ｇ－１） ８ １１ １４

Ｘ３ Ｅｍｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃ ４５ ５０ ５５

Ｘ４ Ｅｍｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ ６０ ９０ １２０

图 １　 小檗碱对照品（Ａ）和功劳木药材（Ｂ）的 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ （Ａ） ａｎｄ Ｍａｈｏｎｉａ ｂｅａｌｅｉ （Ｂ）

２．２　 酶法辅助超声提取功劳木中小檗碱的工艺优化

２．２．１　 响应面分析及试验结果　 超声辅助酶法提

取功劳木小檗碱的响应面试验结果见表 ２，对各因

素进行回归拟合，得到二次回归方程：

Ｙ＝ －８６１．８５８８＋２１２．２３１７Ｘ１＋１３．９８３６Ｘ２＋１５．２６７０Ｘ３＋

１．１８８４Ｘ４ ＋０．３１１７Ｘ１Ｘ２ －０．３２８０Ｘ１Ｘ３ －０．０１５５Ｘ１Ｘ４ －

０．０８５８Ｘ２Ｘ３－０．０１１７Ｘ２Ｘ４－０．０１０９Ｘ３Ｘ４－２８．６３５０Ｘ１
２－

０．４５０６Ｘ２
２－０．１２０１Ｘ３

２－０．００２４Ｘ４
２。

利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ ８．０．６对该回归模型进行方

差分析，结果表明：该模型达极显著水平，失拟项不

显著，模型总决定系数Ｒ２ ＝ ０．９８４１，校正决定系数

ＲＡｄｊ
２ ＝ ０．９６５５，说明该模型拟合情况较好，可用该模

型适宜用于超声辅助酶法提取功劳木小檗碱工艺

条件的优化。 通过方差分析结果中的Ｐ值可知：Ｘ２、

Ｘ１Ｘ３、Ｘ２Ｘ４ 均对小檗碱收率的影响显著（Ｐ＜０．０５），

Ｘ１、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ１
２、Ｘ２

２、Ｘ３
２、Ｘ４

２、Ｘ２Ｘ３、Ｘ３Ｘ４ 均对小檗

碱收率的影响极显著（Ｐ＜０．０１）。 通过方差分析结

果中的Ｆ值可知：各因素对小檗碱收率影响的顺序

依次为：酶解ｐＨ值＞酶解时间＞酶解温度＞酶用量。
２．２．２　 响应面分析　 响应面图可直观反映两两因

素交互作用对响应值的影响程度，其坡度陡峭程度

与两两因素交互作用对响应值影响大小呈正比关

系［１２］。 根据回归方程得到两两因素之间交互作用

对小檗碱收率影响的响应面图，见图 ２。 由图 ２ 和

方差分析结果可知，酶解 ｐＨ 值与酶解温度、酶用量

与酶解时间对小檗碱收率的影响达到显著水平，而
酶用量与酶解温度、酶解温度与酶解时间对小檗碱

收率的影响达到极显著水平。
２．２．３　 最佳工艺条件验证　 通过响应面优化得到

酶法辅助超声提取功劳木小檗碱的酶解最优参数

为：酶解 ｐＨ 值３．４５、酶用量１０．６２ ｍｇ ／ ｇ、酶解温度

５０．６７ ℃、酶解时间９７．０２ ｍｉｎ，该条件下模型预测小

檗碱的理论收率为 ２２．６４ ｍｇ ／ ｇ。 考虑实际可操作

性，将酶解最优工艺参数修正为：酶解 ｐＨ 值 ３．５、酶
用量 １０．６ ｍｇ ／ ｇ、酶解温度 ５１ ℃、酶解时间 ９７ ｍｉｎ。

·９２·
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在该修正条件下进行 ３ 次平行试验，得到小檗碱的

平均收率为 ２２．４６ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ ＝ ０．５２％（ｎ＝ ３），试验

结果与模型预测相对误差为０．８０％，与理论值接近，
表明建立的数学模型对功劳木小檗碱提取工艺具

有实用价值。 另取同等质量功劳木药材粉末 ６ 份，

其中 ３ 份按照 １．３．１．２ 回流法提取，其余 ３ 份按照 １．
３．１．３ 超声法进行提取。 结果表明，回流法中小檗

碱平均收率为 １７．２７ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ＝ ０．４１％（ｎ ＝ ３）；超
声法中小檗碱平均收率为 ８．２４ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ ＝ ０．６１％
（ｎ＝ ３）。

表 ２　 响应面试验设计及结果

Ｔａｂ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｔｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ

Ｆａｃｔｏｒ

Ｘ１ ｐＨ ｖａｌｕｅ
Ｘ２ Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｄｏｓｅ

／ （ｍｇ·ｇ－１）
Ｘ３ Ｅｍｚｙｍｏｌｙｓｉｓ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

Ｘ４ Ｅｍｚｙｍｏｌｙｓｉｓ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｙ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ
ｙｉｅｌｄ ／ （ｍｇ·ｇ－１）

１ ０ －１ ０ －１ １４．９９

２ ０ １ １ ０ １４．０５

３ －１ ０ ０ －１ １３．１２

４ １ ０ －１ ０ １０．７７

５ －１ ０ ０ １ １４．９９

６ １ ０ ０ １ １１．７１

７ －１ １ ０ ０ １１．７１

８ １ －１ ０ ０ １０．３０

９ ０ ０ －１ －１ １３．５８

１０ ０ １ －１ ０ １５．４６

１１ －１ －１ ０ ０ １３．５８

１２ ０ －１ １ ０ １６．８６

１３ ０ ０ １ －１ １９．２０

１４ １ ０ １ ０ １１．２４

１５ ０ ０ ０ ０ ２２．４８

１６ １ ０ ０ －１ １０．７７

１７ －１ ０ １ ０ １５．４６

１８ ０ ０ －１ １ １９．２０

１９ ０ ０ ０ ０ ２２．１２

２０ ０ １ ０ １ １５．４６

２１ ０ ０ １ １ １８．２７

２２ ０ －１ －１ ０ １３．１２

２３ ０ －１ ０ １ １９．６７

２４ １ １ ０ ０ １０．３０

２５ ０ ０ ０ ０ ２２．４７

２６ ０ １ ０ －１ １４．９９

２７ －１ ０ －１ ０ １１．７１

·０３·
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图 ２　 各因素相互作用对小檗碱收率影响的响应面

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｖｅｒｙ ｔｗｏ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ

３　 讨论与小结

小檗碱作为功劳木的主要有效成分，已被广泛

应用于兽医临床实践中。 如硫酸小檗碱注射液、盐
酸环丙沙星盐酸小檗碱预混剂、诺氟沙星盐酸小檗

碱预混剂等常用兽药均含有小檗碱成分。 目前功

劳木中小檗碱的提取主要有常规的回流提取法［１０］

和超声法［１１］，其他提取方法鲜有报道。 超声波是

利用震动波增强提取溶剂对植物药材的渗透力，从
而达到高效提取的目的，同时避免高温对植物药材

有效成分的影响。 将酶法与超声波结合，可在低温

环境下加速植物细胞内有效成分溶出，从而使提取

时间及有效成分得率得到最优化。 基于上述优点，
本研究采用酶法辅助超声这一新型联用技术提取

功劳木小檗碱成分，为功劳木的资源开发利用提供

参考。
单因素试验中，小檗碱收率随着酶解 ｐＨ 值和

酶解温度的增大而增大，但当酶解 ｐＨ 值 ３．５ 以上、
酶解温度 ５０ ℃以上，小檗碱收率反而下降，可能与

酶的空间结构改变、酶失活等因素有关。 小檗碱收

率随着酶用量的增加而增大，但当酶用量 １１ ｍｇ ／ ｇ
以上，小檗碱收率反而下降，可能当纤维素酶相对

于功劳木达到饱和后继续增加纤维素酶用量会阻

·１３·
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碍小檗碱的溶出。 小檗碱收率随着酶解时间的延

长而增大，但当酶解时间 ９０ ｍｉｎ 以上，小檗碱收率

增加趋势趋于平缓。
通过响应面法及验证试验得到超声辅助酶法

提取功劳木小檗碱的酶解最佳工艺条件为：酶解

ｐＨ 值 ３．５、酶用量 １０．６ ｍｇ ／ ｇ、酶解温度 ５１ ℃、酶解

时间 ９７ ｍｉｎ。 通过响应面法得到的功劳木小檗碱

超声辅助酶法提取工艺与常规的回流法相比，小檗

碱收率提高了 ３１％，耗时仅为回流法的 １ ／ ３；与常

规的超声法相比，酶解预处理步骤使功劳木中小檗

碱收率提高了 ２．７ 倍。 综上所述，本研究优选的酶

法辅助超声提取功劳木中小檗碱工艺具有提取时

间短、提取效率高等优点，为功劳木的工业化生产

提供参考。
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