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［摘要］　目的：研究纤维素酶／果胶酶／半纤维素酶复合酶酶解提取银杏叶中黄酮类化合物的最佳工艺条件。方
法：以黄酮得率为考察指标，通过单因素试验及正交试验确定最佳提取工艺。结果：复合酶法提取银杏叶总黄酮的

最佳工艺条件为酶用量０４％，酶解温度４０℃，酶解时间１２０ｍｉｎ，ｐＨ５５，纤维素酶／果胶酶／半纤维素酶的配比
２∶３∶１时对银杏叶的细胞组织具有较强的破壁力；与不加酶相比，总黄酮提取率提高了３６６％。结论：采用复合酶
法，可以降低酶的使用量，提取条件温和，提高了总黄酮提取率。
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银杏叶总黄酮具有调节血糖血脂，增加胰岛素

敏感性，改善肝功能；能够提高抗氧化能力，减轻

脂质过氧化，增加抗氧化酶活性的作用；有效地抑

制血小板凝聚，在抗菌、肿瘤、抗癌和神经系统也

有保护作用显示较好的生物活性［１］。目前，银杏叶

总黄酮的提取工艺主要有传统的水提取、有机溶剂

提取和新技术辅助提取法，如微波辅助提取、超声

波辅助提取、闪式提取、超临界流体萃取、酶辅助

提取等提取技术［２３］。其中，酶法提取技术近年来受

到关注，与传统提取方法相比，酶制剂能有效地破

坏植物细胞壁的纤维组织，破坏细胞壁完整性，加

快植物中的成分溶出，提高生产效率。较多文

献［４１０］仅探讨某一种酶对总黄酮提取率的影响，对

复合酶的应用也只是简单的组合进行探讨［１１］。因

此，本研究将选择三种酶（纤维素酶、半纤维素酶、

果胶酶）通过正交试验，以总黄酮提取率为指标，探

讨三种酶组合的配比，并对组合后的复合酶的最佳

提取工艺进行深入研究，为银杏叶总黄酮的提取工

艺改进提供科学依据。

１　材料、试剂与方法

１１材料与试剂

银杏叶，２０１７年１０月采摘于广西壮族自治区桂
林，经中国科学院广西植物研究所宁德生助理研究

·２４１１·
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员鉴定为正品银杏叶 Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ；芦丁对照品，购
自中国食品药品检定研究院，纯度为９９９９％；纤维
素酶、半纤维酶、果胶酶，均购自上海金穗生物科

技有限公司；硝酸铝、亚硝酸钠、氢氧化钠、甲醇、

乙醇等试剂均为分析纯，购自西陇化工股份有限

公司。

１２仪器与设备

Ｔ６紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有
限责任公司；ＸＳ２０５型、ＸＳ２２５ＡＳＣＳ型赛多利斯电
子天平，北京赛多利斯天平有限公司；ＨＨＷ４数显
恒温水浴锅，上海双捷实验设备有限公司。

１３方法

１３１样品预处理　采摘后的银杏叶经分选后，放
入烘箱，于１０５℃杀青１５ｍｉｍ，后于７０℃烘干至恒
重，然后放入中草药粉碎机粉碎后过６０目筛，即得
银杏叶粉末。

１３２对照品制备　精密称取芦丁对照品２４６ｍｇ，
置于５ｍＬ容量瓶中，加入乙醇超声溶解，定溶至刻
度，即得对照品溶液。

１３３样品溶液制备　分别精密称２ｇ的银杏叶粉末
置于锥形瓶中，然后加入一定质量的酶和１５ｍＬ磷
酸氢二钠柠檬酸缓冲液，在一定温度下酶解一定时
间后，加入３５ｍＬ无水乙醇于７０℃水浴中提取１ｈ
后，将提取液过滤，滤液定溶于５０ｍＬ容量瓶，即
得样品待测液。

１３４总黄酮的含量测定　分别精密吸取０２ｍＬ样
品待测溶液置于５ｍＬ容量瓶中，分别加入０２ｍＬ
５％ ＮａＮＯ２溶液，摇匀，静置 ６ｍｉｎ后加入 ０２ｍＬ
１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液，摇匀，静置６ｍｉｎ后，再加入
２ｍＬ４％ＮａＯＨ溶液，摇匀，用纯水定容，静置
１５ｍｉｎ，以试剂为空白，于５０４ｎｍ波长处测定吸光
值［１２］。总黄酮提取率按式（１）计算。

提取率（％）＝提取液中总黄酮的含量（ｍｇ）／提
取所用银杏叶粉末的质量（ｍｇ）×１００％ （１）

２　结果与分析

２１标准曲线建立

分别精密吸取 ００４、００８、０１２、０１６、０２、
０３、０５、０７ｍＬ对照品溶液置于５ｍＬ容量瓶中，
分别加入０２ｍＬ５％ ＮａＮＯ２溶液，摇匀，静置６ｍｉｎ
后加入 ０２ｍＬ１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液，摇匀，静置
６ｍｉｎ后，再加入２ｍＬ４％ＮａＯＨ溶液，摇匀，用甲

醇定容，静置１５ｍｉｎ，以试剂为空白，于５０４ｎｍ波
长处测定吸光值。以芦丁的量为横坐标，吸光度为纵

坐标，进行回归分析，得到回归方程：Ｙ＝０００２７Ｘ－
００２０８（ｒ＝０９９９４），表明芦丁浓度与吸光度具有
良好相关性。

２２复合酶配比正交试验

为了确定组成得复合酶（纤维素酶、半纤维素酶

和果胶酶）的配比，进行 Ｌ９（３
４）正交试验。分别精

密称２ｇ银杏叶粉末９份，按表１分别加入相应的酶
和１５ｍＬｐＨ为 ４５的磷酸氢二钠柠檬酸缓冲液，
于５０℃水浴中酶解１ｈ，然后按１３３项下 “加入

３５ｍＬ无水乙醇”进行样品制备。
结果如表１所示，由相关系数 Ｒ值由大小可知

影响银杏叶总黄酮提取率的次序为：纤维素酶 ＞果
胶酶＞半纤维素酶，最佳的试验方案为 Ａ２Ｂ３Ｃ２，即
由纤维素酶：果胶酶：半纤维素酶＝２∶３∶１的配比组
成的复合酶。

表１　复合酶配比正交试验结果

试验号
Ａ

（纤维素酶）

Ｂ
（果胶酶）

Ｃ
（半纤维素酶）

总黄酮提取率

（％）

１ １（２ｍｇ） １（２ｍｇ） １（１ｍｇ） ２６２

２ １ ２（４ｍｇ） ２（２ｍｇ） ２６６

３ １ ３（６ｍｇ） ３（３ｍｇ） ２７２

４ ２（４ｍｇ） １ ２ ２８２

５ ２ ２ ３ ２９４

６ ２ ３ １ ２９３

７ ３（６ｍｇ） １ ３ ２７０

８ ３ ２ １ ２６４

９ ３ ３ ２ ２９７

Ｋ１ ２６６７ ２７１３ ２７３

Ｋ２ ２８９７ ２７４７ ２８１７

Ｋ３ ２７７ ２８７３ ２７８７

极差 ０２３ ０１６ ００８７

主次顺序 Ａ＞Ｂ＞Ｃ

优水平 Ａ２Ｂ３Ｃ２

　　由于最佳的配比组合不在实验方案中，因此进
行验证实验，同时做未加酶的空白对照。结果复合

酶法提取银杏叶总黄酮得率为３１２％，而空白对照
提取率为２６２％。由此可见，复合酶能够有效地提
高银杏叶总黄酮的提取率。

２３复合酶提取工艺优化

影响银杏总黄酮得率的因素主要是复合酶的

·３４１１·
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用量、酶解时间、酶解温度、酶解溶液的 ｐＨ等，
为了探索最佳的提取工艺，进行以下单因素

试验。

２３１复合酶用量考察　由图１可知，在ｐＨ为４５，
温度５０℃和酶解２ｈ条件下，银杏叶总黄酮得率随
着复合酶用量的增加而提高，当复合酶用量大于

０５％以后，增涨缓慢，还有下降趋势，因此复合酶
用量以０５％为宜。

图１　复合酶用量对黄酮得率的影响

２３２酶解时间的影响　由图２可知，银杏总黄酮得
率随着酶解时间的增加而增大，但 １２０ｍｉｎ以后，
总黄酮得率增加放缓。这是因为酶解时间越长，酶

反应进行越完全，越有利于总黄酮成分的溶出，使

黄酮得率提高。因此，酶解时间以１２０ｍｉｎ为宜。
２３３酶解温度的影响　由图３可知，酶解温度在
３０～４０℃时，银杏叶总黄酮得率随着酶解温度上升

图２　酶解时间对总黄酮得率的影响

而增加，４０℃达到顶点，随后得率随着温度升高而
减低，这由于温度升高，有利于提高酶解反应速度，

但同时也会破坏酶的活力。因此，酶温度为 ４０℃
为宜。

图３　酶解温度对总黄酮得率的影响

２３４ｐＨ的影响　由图４可知，ｐＨ的变化对黄酮得
率的影响比较明确，ｐＨ值在４０～５５之间，总黄
酮得率随着ｐＨ的上升而提高，但当 ｐＨ超过５５以
后，总黄酮得率开始下降，因此适宜的ｐＨ为５５。

图４　ｐＨ对总黄酮得率的影响

２３５复合酶提取工艺优化　在上述单因素试验的
基础上，选取４因素３水平 Ｌ９（３４）表头设计，对复
合酶用量（０３％、０４％、０５％）、酶解温度（３５、
４０、４５℃）、酶解时间（９０、１２０、１５０ｍｉｎ）以及 ｐＨ
（５０、５５、６０）进行正交实验，以探索各因素的相
互作用对银杏叶总黄酮提取率的影响，从而明确复

合酶提取工艺的最佳条件。结果如表２所示。

表２　复合酶提取工艺正交实验结果
因素 Ａ（酶用量） Ｂ（酶解温度） Ｃ（酶提时间） Ｄ（ｐＨ） 总黄酮提取率（％）

实验１ １（０３％） １（３５℃） １（９０ｍｉｎ） １（５０） ３１５２

实验２ １ ２（４０℃） ２（１２０ｍｉｎ） ２（５５） ３４２３

实验３ １ ３（４５℃） ３（１５０ｍｉｎ） ３（６０） ３２２３

实验４ ２（０４％） １ ２ ３ ３２５８

实验５ ２ ２ ３ １ ３５４６

实验６ ２ ３ １ ２ ３１２７

实验７ ３（０５％） １ ３ ２ ３３３７

实验８ ３ ２ １ ３ ３２３５

实验９ ３ ３ ２ １ ３１６３

均值１　 ３２６６ ３２４９ ３１７１ ３２８７
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续表２
因素 Ａ（酶用量） Ｂ（酶解温度） Ｃ（酶提时间） Ｄ（ｐＨ） 总黄酮提取率（％）

均值２　 ３３１０ ３４０１ ３２８１ ３２９６

均值３　 ３２４５ ３１７１ ３３６９ ３２３９

极差　　 ００６５ ０２３０ ０１９８ ００５７

主次顺序 Ｂ＞Ｃ＞Ａ＞Ｄ

优水平　 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２

　　由相关系数Ｒ值和优水平可知，酶法提取银杏
叶总黄酮的最佳工艺条件为：酶用量０４％，酶解温
度４０℃，酶时间１２０ｍｉｎ，ｐＨ５５。但该条件并不
在实验组里，因此，进行验证实验，结果银杏叶总

黄酮的提取率为３５８％。由此可见，优化后的提取
工艺能够显著提高了银杏叶总黄酮的提取率

（３５８％），与不加酶（２６２％）相比，总黄酮提取率
提高了３６６％。

３　讨论

在上述的单因素研究的基础上，结合正交试验

分析，表明复合酶对银杏叶总黄酮提取具有增效作

用。纤维素酶／果胶酶／半纤维素的配比为２∶３∶１时对
银杏叶的细胞组织具有较强的破壁力。进一步的优

化研究表明，优化后的提取工艺能够显著提高银杏

叶总黄酮的提取率，与不加酶相比，总黄酮提取率

提高了３６６％，而且应用复合酶法，可以降低酶的
使用量［１３］，提取条件温和。
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