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超声联合酶法提取玫瑰花总黄酮工艺条件优化
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［摘要］　目的：探索超声联合酶法提取玫瑰花总黄酮的最佳工艺条件。方法：以总黄酮提取率作为评价指标，分
别考察酶解温度、酶质量分数、固液比、乙醇浓度、超声提取时间及超声提取温度对提取效果的影响。在单因素考察的

基础上，采用正交试验设计优化提取工艺条件。结果：优化得到的工艺参数为固液比１∶２５，酶解温度５０℃，酶质量分数
０４％，超声时间３０ｍｉｎ。结论：优选的工艺合理、可行，具有提取率高、节能等优点，可为工业化生产提供参考。
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玫瑰花为蔷薇科蔷薇属多年生灌木玫瑰的干燥

花蕾，是一种药食同源的花卉，具有良好的食用价

值与保健功能。玫瑰花中含有多种生物活性物质，

黄酮类化合物就是其中之一。黄酮类化合物具有抗

氧化、抗菌、降糖、抗病毒、抗抑郁等生物活性。

国内对玫瑰花总黄酮的提取进行了大量研究，常见

提取方法主要有水提取法、有机溶剂提取法、超声

波提取法、微波提取法等［１４］。但国内采用超声波联

合纤维素酶提取玫瑰花总黄酮的研究尚未见报道，

本文以总黄酮提取率作为评价指标，采用超声波联

合纤维素酶提取玫瑰花总黄酮，在单因素考察的基

础上，采用正交试验设计优化提取工艺条件，为进

一步开发玫瑰深加工产品提供参考。

１　仪器与试药

１１仪器
７６０ＣＲＴ双光束紫外可见分光光度计（北京普析

通用仪器有限公司）；ＰＨＳＳＢ型 ｐＨ计（成都瑞驰分
析控制仪器有限公司）；ＴＰ１１４电子分析天平（德国
赛多利斯股份有限公司）；ＳＢ２５１２ＤＴ型超声波提
取器（宁波新芝生物科技股份有限公司）；ＨＨ２数
显恒温水浴锅（巩义市予华仪器有限责任公司）。

１２试药
玫瑰花由重庆源邦医药公司提供，经川北医学

院药学院李生茂老师鉴定为蔷薇科植物玫瑰 Ｒｏｓａ
ｒｕｇｏｓａＴｈｕｎｂ的干燥花蕾。

·９９·
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芦丁对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

００８０２００７０７）；纤维素酶（活性单位≥１５Ｕ·ｍｇ－１，上
海伯奥生物科技有限公司）；其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２１药材前处理
将玫瑰花筛选去除杂质后剪碎，置于烘箱中

４０℃下干燥至恒重，粉碎后过２０目筛，备用。

２２玫瑰花总黄酮的测定方法

２２１芦丁对照品溶液的制备　将芦丁对照品于
１０５℃下干燥至恒重，精密称取 ２０ｍｇ，转移至
５０ｍＬ棕色量瓶中，６０％乙醇溶解并定容，得到质量
浓度为０４ｍｇ·ｍＬ－１的芦丁对照品溶液。
２２２测定波长的选择　精密量取对照品溶液１０ｍＬ
置于２５ｍＬ容量瓶中，按顺序依次加入５％亚硝酸钠溶
液１ｍＬ，混匀，静置６ｍｉｎ；加１０％硝酸铝溶液１ｍＬ，
混匀，静置６ｍｉｎ；１０％氢氧化钠溶液１０ｍＬ，６０％乙醇
定容至刻度，静置１５ｍｉｎ。同法配制空白溶液［５８］。用

紫外可见分光光度计在４００～８００ｎｍ波长范围内扫描，
结果显示，最大吸收波长为５１０ｎｍ。见图１。

图１　芦丁对照品显色后扫描图

２２３方法学考察　线性关系考察［８］：精密量取上述

芦丁对照品溶液 ０、０５、１０、２０、４０、６０ｍＬ，
转移至６支２５ｍＬ量瓶中，按２２２项下显色方法
依法操作。用添加００ｍＬ对照品溶液的试管做空白
对照，在５１０ｎｍ波长处测定不同浓度溶液的吸光
度，对不同芦丁质量浓度和对应吸光度作图，线性回

归得到芦丁标准曲线：Ｙ＝２８３８４Ｘ－００２６１，ｒ＝
０９９９８，芦丁浓度在０２～２４ｍｇ线性关系良好。

精密度试验：精密量取对照品溶液１ｍＬ，置于
２５ｍＬ容量瓶中，采用亚硝酸钠硝酸铝氢氧化钠显
色法，在５１０ｎｍ波长处重复测定６次，吸光度值的
ＲＳＤ值为０６％。

稳定性试验：精密量取药材提取液１ｍＬ，置于
２５ｍＬ容量瓶中，采用亚硝酸钠硝酸铝氢氧化钠显
色法，于静置１５ｍｉｎ后０、１、２、４、６、８ｈ依法测
定，结果吸光度值的ＲＳＤ值为１２％。

重复性试验：精密量取药材提取液１ｍＬ，置于
２５ｍＬ容量瓶中，同法操作６份。采用亚硝酸钠硝
酸铝氢氧化钠显色法显色后依法测定，结果显示吸
光度值的ＲＳＤ值为０９％。

加样回收试验：精密吸取适量药材提取液置于

２５ｍＬ量瓶中，分别加入对照品溶液（质量浓度为
０４ｍｇ·ｍＬ－１）５０、２０、０５ｍＬ，然后采用亚硝酸
钠硝酸铝氢氧化钠显色法测定吸光度值，计算回收
率。结果平均回收率为９９４１％，ＲＳＤ＝１５％。
２２４样品总黄酮含量测定　精密吸取待测玫瑰花
总黄酮粗提液１ｍＬ置于２５ｍＬ容量瓶中，采用亚硝
酸钠硝酸铝氢氧化钠显色法，在５１０ｎｍ波长处测
得粗提液的吸光度，根据标准曲线得出粗提液中总

黄酮的质量浓度。然后，按照公式（１）计算玫瑰花
中总黄酮的提取率。

总黄酮提取率（％）＝提取液中总黄酮总量
所用原料总量

×１００％

（１）

２３单因素考察

２３１酶质量分数对玫瑰花总黄酮提取的影响　称
取５ｇ干燥至恒重的玫瑰花粉末，按固液比１∶２０的比
例加入到６０％乙醇溶液中，浸泡１５ｍｉｎ后分别加占
玫瑰花质量０、０１％、０２％、０３％、０４％、０５％
的纤维素酶溶解，调节溶液ｐＨ为５，在４０℃恒温水
浴锅中酶解９０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ搅拌一次。待酶解完成后
再置于超声波提取器中６０℃超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，
滤液定容，取样测总黄酮含量，然后计算总黄酮提取

率。结果见图２。

图２　酶质量分数对玫瑰花总黄酮提取的影响

·００１·
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由图可知，随着纤维素酶质量分数的提高，总

黄酮提取率逐渐增大，当纤维素酶用量占玫瑰花质

量的０４％时，酶解反应效率和总黄酮提取率最高；
超过０４％后总黄酮提取量反而有所下降，故适宜的
纤维素酶质量分数为０３％～０５％。
２３２酶解温度对玫瑰花总黄酮提取的影响　称取
５ｇ干燥至恒重的玫瑰花粉末，按１∶２０的固液比加
入到６０％乙醇溶液中，浸泡１５ｍｉｎ后加占玫瑰花
质量 ０４％的纤维素酶溶解，调节溶液 ｐＨ为 ５，
分别在 ２０、３０、４０、５０、６０℃恒温水浴锅中酶
解９０ｍｉｎ，每３０ｍｉｎ搅拌一次。酶解完成后再置
于超声波提取器６０℃超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，滤
液定容，取样测总黄酮含量，然后计算总黄酮提

取率。结果见图３。

图３　酶解温度对紫苏叶总黄酮提取效果的影响

由图可知，在２０～５０℃，随着酶解温度的提
高，玫瑰花总黄酮提取率逐渐增加，达到 ５０℃
后继续升高温度，总黄酮提取率反而呈下降趋

势。适宜的温度有利于保持酶的活性，温度过高

易导致酶变性失活。因此，酶解温度在 ４０～
６０℃为宜。
２３３固液比对玫瑰花总黄酮提取的影响　称取５ｇ
干燥至恒重的玫瑰花粉末，分别按１∶５、１∶１０、１∶１５、
１∶２０、１∶２５、１∶３０的固液比加入到６０％乙醇溶液中，
浸泡１５ｍｉｎ后加占玫瑰花质量０４％的纤维素酶溶
解，调节溶液ｐＨ为５，在５０℃温度恒温水浴锅中
酶解９０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ搅拌一次。酶解完成后再于超
声波提取器中６０℃超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，滤液定
容，取样测总黄酮含量，然后计算总黄酮提取率。

结果见图４。
由图可知，随着提取溶剂用量的增加，玫瑰花

总黄酮提取率逐渐增大，当固液比达到１∶２０后再增
加料液比，提取率增加不明显。考虑到经济性及后

处理过程，选择固液比为１∶１５～１∶２５较为合理。

图４　固液比对玫瑰花总黄酮提取效果的影响

２３４乙醇浓度对玫瑰花总黄酮提取的影响　称取
５ｇ干燥至恒重的玫瑰花粉末，按１∶２０的固液比分别
加入到 ３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％乙醇
溶液中，浸泡１５ｍｉｎ后加占玫瑰花质量０４％的纤
维素酶溶解，调节溶液 ｐＨ为５，在５０℃温度恒温
水浴锅中酶解９０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ搅拌一次。酶解完成
后再超声波提取器中６０℃超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，
滤液定容，取样测总黄酮含量，然后计算总黄酮提

取率。结果见图５。

图５　乙醇浓度对玫瑰花总黄酮提取效果的影响

由图可知，随着乙醇浓度的增大玫瑰花黄酮提

取率逐渐增大，乙醇浓度为３０％ ～６０％时增加速率
较快，７０％以后醇溶性杂质溶出明显增多，同时抑
制纤维素酶的活性，导致总黄酮提取率反而有所下

降。故选择乙醇浓度６０％为宜。
２３５超声提取时间对玫瑰花总黄酮提取的影
响　称取５ｇ干燥至恒重的玫瑰花粉末，按１∶２０的
固液比加入到６０％乙醇溶液中，浸泡１５ｍｉｎ后加占
玫瑰花质量０４％的纤维素酶溶解，调节溶液 ｐＨ为
５，在５０℃温度恒温水浴锅中酶解９０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ
搅拌一次。待酶解完成后再于６０℃分别超声提取
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１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ，抽滤，得到滤液，定容，
取样测总黄酮含量，然后计算总黄酮提取率。结果

见图６。

图６　超声时间对玫瑰花总黄酮提取效果的影响

由图可知，当超声时间在１０～３０ｍｉｎ时，随着
时间的延长，玫瑰花总黄酮提取率逐渐增加，超过

３０ｍｉｎ后增加效果不明显，同时杂质溶出量也逐渐
增大。因此超声时间控制在２０～４０ｍｉｎ为宜。
２３６超声温度对玫瑰花总黄酮提取的影响　称取
５ｇ干燥至恒重的玫瑰花粉末，按１∶２０的固液比加
入到６０％乙醇溶液中，浸泡１５ｍｉｎ后加占玫瑰花
质量０４％的纤维素酶溶解，调节溶液ｐＨ为５，在
５０℃温度恒温水浴锅中酶解９０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ搅拌
一次。待酶解完成后再分别于 ４０、５０、６０、７０、
８０℃超声提取 ３０ｍｉｎ，抽滤，得到滤液，定容，
取样测总黄酮含量，然后计算总黄酮提取率。结

果见图７。

图７　超声温度对紫苏叶总黄酮提取效果的影响

由图可知，随着超声温度的提高，玫瑰花总黄

酮提取率逐渐上升，到６０℃后再升高温度，总黄酮
提取率变化缓慢，７０℃后由于温度过高，杂质溶出
量也逐渐增大，导致后续处理困难。因此，超声提

取温度选择在６０℃比较合适。

２４正交试验优化

根据以上单因素考察结果，选取影响因素较大

的固液比、酶解温度、酶质量分数、超声时间４个
因素作为考察因素，以总黄酮提取率为评价指标，

选择Ｌ９（３
４）正交试验表（见表１）设计正交试验，并

对结果进行直观分析（见表２）和方差分析（见表３）。

表１　因素水平表

水平
因素

Ａ固液比 Ｂ酶解温度／℃ 质量分数Ｃ／％ Ｄ超声时间／ｍｉｎ

１ １∶１５ ４０ ０３ ２０

２ １∶２０ ５０ ０４ ３０

３ １∶２５ ６０ ０５ ４０

表２　正交试验结果
编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 总黄酮提取率／％

１ １ １ １ １ ２４１

２ １ ２ ２ ２ ２９０

３ １ ３ ３ ３ ２８３

４ ２ １ ２ ３ ３６２

５ ２ ２ ３ １ ３５５

６ ２ ３ １ ２ ３３２

７ ３ １ ３ ２ ３９５

８ ３ ２ １ ３ ３５８

９ ３ ３ ２ １ ３８２

ｋ１ ２７１３ ３３２７ ３１０３ ３２６０

ｋ２ ３４９７ ３３４３ ３４４７ ３３９０

ｋ３ ３７８３ ３３２３ ３４４３ ３３４３

Ｒ １０７０ ００２０ ０３４４ ０１３０

表３　方差分析
方差来源 偏差平方和 自由度 Ｆ比 显著性

Ａ １８４１ ２ １８４１ ＜００５

Ｂ ０００１ ２ １ ＞００５

Ｃ ０２３３ ２ ２３３ ＜００５

Ｄ ００２６ ２ ２６ ＜００５

误差 ０００１ ２

由表２直观分析可知，各因素对超声联合纤维
素酶法提取玫瑰花总黄酮的影响依次为固液比 ＞酶
质量分数＞超声时间 ＞酶解温度；方差分析结果表
明，固液比、酶质量分数、超声时间对提取工艺差

异有统计学意义（Ｐ＜００５），酶解温度对提取工艺
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。根据正交试验及方差
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分析结果确定最佳工艺条件为 Ａ３Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即固液比
１∶２５，酶解温度５０℃，酶质量分数０４％，超声时间
３０ｍｉｎ。按优选的提取工艺条件进行５次验证试验：
称取５ｇ干燥至恒重的玫瑰花粉末，按１∶２５的固液比
加入到６０％乙醇溶液中，浸泡１５ｍｉｎ后加占玫瑰花
质量０４％的纤维素酶溶解，调节溶液 ｐＨ为５，在
５０℃温度恒温水浴锅中酶解 ９０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ搅拌
一次。待酶解完成后再于６０℃超声提取３０ｍｉｎ，抽
滤，得到滤液，定容，测定指标。结果总黄酮提取

率平均值为（４０６±０９３）％，表明该提取工艺条件
稳定、可行。

３　讨论

本实验在充分研究各因素对总黄酮提取率影响

的基础上，通过正交试验对玫瑰花总黄酮提取的工

艺条件进行了优化，取得了较好的效果，使总黄酮

提取率达到４０６％，是一种较高效的提取方法。
超声联合酶法可从多方面促进药材有效成分的

提取，首先运用纤维素酶破坏细胞壁中的纤维素，

以加快有效成分的释放。其次，利用超声波的机械

效应、空化效应及热效应，通过增大介质分子的运

动速度，增大介质的穿透力以提取中药有效成分［９］。

该法提取条件温和，提取中所采用的酶安全、价廉，

同时还可减少有机溶剂的使用量，所以本工艺比传

统提取工艺更加经济、环保。
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