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摘 要:利用单因素试验及响应面法优化纤维素酶协同甲醇超声提取沙棘籽粕中原花青素的工艺。通过单因
素试验筛选出提取时间、料液比、及提取液 pH 三个主要因素，以沙棘籽粕原花青素提取得率为响应因子进行
Box-Behnken中心组合试验计划，建立沙棘籽粕原花青素提取得率的二次回归方程，得到最优提取条件。响应面
法分析结果表明，最佳提取工艺参数为:超声功率 250 W，室温下，酶用量为 3%，提取时间 55 min，料液比 1∶ 30
g /mL，pH值为 5． 0，提取 3 次。在此条件下，沙棘籽粕原花青素提取得率为 3． 07%。
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Optimization of Cellulase-assisted Extraction Process of Proanthocyanidins from
Hippophae rhamnoides Seed Meal Using Ｒesponse Surface Methodology
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Abstract: In this study，ultrasonic-assisted extraction was developed to optimize the extraction process of proanthocyani-
dins ( PC) presented in Hippophae rhamnoides seed meal． Cellulase was introduced into the process for improving the ex-
traction efficiency． The extraction conditions were optimized using response surface methodology ( ＲSM) while extraction
yield of PC were recorded as response and three key factors including extraction duration，ratio of solid to liquid and pH
value of extraction solvent were selected by single-factor tests． Box-Behnken design and a quadric regression equation for
predicting the extraction yield of PC were established and the optimized extraction conditions were determined as fol-
lows: extraction duration as 55 min，ratio of solid to liquid as 1∶ 30 ( g /mL) ，pH value of extraction solvent as 5． 0 and
times of extraction as 3，while ultrasonic power was set at 250 W，extraction temperature was set at 25 ℃ with cellulose
dosage of 3% ． Under these optimized conditions，the extraction yield of PC was 3． 07% ．
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沙棘 ( Hippophae rhamnoides L． ) 是胡颓子科沙
棘属植物，为灌木或乔木，青藏高原是沙棘的起源

地，青海是沙棘的重要分布区。沙棘资源具有分布
广、品种多和耐旱强等特点，仅青海省内，天然沙棘
林面积 5． 3 万 hm2，人工林面积 7． 3 万 hm2，未成林

造林面积达 7． 4 万 hm2，具有很大的产业开发潜

力［1］。沙棘籽粕为沙棘籽超临界 CO2 萃取油脂后

的工业废料，经检测其蛋白质含量为 20%，糖分为
11． 35%，脂肪为 10． 9%，总植物碱 2． 92 mg /kg，总

黄酮 502 mg /kg，另外还富含氨基酸、维生素等生物
活性成分［2］。
现代药理学研究表明［3-5］，沙棘具有抗肿瘤、抗

心血管疾病和免疫调节等生物活性，尤其是沙棘中

所含的原花青素类化合物具有较强的抗氧化及免疫

调节等生理功能［6-9］。原花青素［10］是一类具有特殊
分子结构的生物黄酮，是由不同数量的儿茶素和表

儿茶素结合形成的聚合物，其中 2 ～ 5 倍体被称为低
聚原花青素，大于 5 倍体的称为高聚原花青素。体
外药理试验表明，原花青素是一种高效的抗氧化剂，

它的抗自由基氧化能力是维生素 E的 50 倍，维生素
C的 20 倍，并且它在体内的半衰期长达 6． 67 ± 0． 95
h［11，12］。原花青素类化合物主要存在于大多数植物



的果实、种子等组织中，对植物有着重要的保护作
用［13］。沙棘果实被工业利用后的渣粕中仍含有较
高的原花青素，以沙棘籽粕为原料研究原花青素的

提取工艺，对沙棘资源的开发具有一定意义。
目前，以沙棘籽粕为原料进行原花青素的提取

工艺研究较少，金海英［14］等研究了沙棘籽原花青素

提取的单因素实验，张弛［15］等对沙棘果原花青素的

分离纯化进行了研究，梅金龙［16］等研究了沙棘籽粕

原花青素提取纯化工艺。此外，禹华娟［17］等研究了
莲房原花青素的酶辅助提取工艺。纤维素酶协同超
声对沙棘籽粕原花青素的提取相关工艺未见报道。
因此，本研究拟研究纤维素酶协同超声提取沙棘籽

粕原花青素的工艺，采用香草醛-盐酸法［18］测定原
花青素的含量并计算原花青素提取得率。通过单因
素及响应面法对原花青素的提取工艺进行筛选优

化，为沙棘籽粕原花青素的生产利用提供一定的理

论基础。

1 材料与方法
1． 1 材料、仪器与试剂
沙棘籽粕，于 2013 年取自青海康普生物科技股

份有限公司提取籽油后籽粕;儿茶素标准品，购自成

都曼思特生物科技有限公司; 纤维素酶，BBL 公司，
酶活力 15000 U /g。

UV-759 型紫外-可见光分光光度计、PHS-3C 型
pH计，上海精密科学仪器有限公司;优普超纯水器，
成都超纯水有限公司;超微粉碎机，浙江省温岭市创

力药材器械厂。

甲醇、盐酸、香草醛均为分析纯，天津百世化工
有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 材料制备
将沙棘籽粕粉碎过 60 目筛，得到试验材料，放

置于冰箱冷冻备用。
1． 2． 2 原花青素含量的测定［18］

1． 2． 2． 1 标准曲线的绘制
配制儿茶素标准溶液，浓度为 1． 2 mg /mL。分

别量取 1． 0、2． 0、3． 0、4． 0、5． 0 mL，然后定容至 10
mL。准确量取各浓度儿茶素标准溶液 1． 0 mL，加入
1%香草醛甲醇溶液 2． 5 mL 和 8%盐酸甲醇溶液
2. 5 mL，摇匀，避光，在 30 ± 1 ℃下，恒温水浴保持
30 min后取出，用分光光度法在 500 nm 波长下，测
定其吸光值，得回归方程为 y = 0． 38x + 0． 02，Ｒ =
0. 9994，线性范围为 0． 12 ～ 0． 62 mg /mL。
1． 2． 2． 2 样品测定
准确称取 1． 000 g 左右沙棘籽粕粉末，加入一

定体积的甲醇，按各方案进行提取后，4000 rpm 离
心 15 min，取上清 1． 0 mL，按上述测定方法进行保
温比色，并按标准曲线回归方程对原花青素提取得

率进行计算。
1． 2． 3 试验设计方法
该研究通过料液比、提取时间、提取次数、酶的

用量和提取液 pH 等因素的试验结果，筛选出对沙
棘籽粕原花青素提取工艺影响较大的因素，进行

Box-Behnken中心组合试验设计( 见表 1) 。

表 1 Box-Behnken设计因素与水平
Table 1 Factors and levels in Box-Behnken design

水平
Levels

因素 Factors

( X1 ) 提取时间
Extraction duration ( min)

( X2 ) 料液比
Solid-to-liquid
ratio ( g /mL)

( X3 ) pH值
pH value

-1 30 1∶ 10 3

0 52． 5 1∶ 30 5

1 75 1∶ 50 7

2 结果与分析
2． 1 单因素试验结果与分析
2． 1． 1 料液比对沙棘籽粕原花青素提取得率的影
响

沙棘籽粕原花青素的提取过程中，设置不同的

料液比，在室温下，甲醇溶液超声辅助提取 45 min，
研究料液比对原花青素提取的影响，结果见图 1A。
原花青素的提取得率随着料液比的增加而呈现增加

的趋势，其中料液比为 1∶ 30 g /mL时，原花青素提取
得率较高，而后变化趋势不明显。因此选取料液比
1∶ 30 g /mL进行其他单因素试验。
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2． 1． 2 提取时间对沙棘籽粕原花青素提取得率的
影响

沙棘籽粕原花青素的提取过程中，设置不同的

提取时间，在室温下，料液比为 1∶ 30 g /mL，甲醇超
声辅助提取，研究提取时间对原花青素提取的影响，

结果见图 1B。原花青素的提取得率随提取时间的
增加有一定的增加，45 min前变化趋势较为明显，而
后变化趋于平缓。因此，选择甲醇超声辅助提取时
间 45 min、料液比 1∶ 30 g /mL进行其他单因素试验。
2． 1． 3 提取次数对沙棘籽粕原花青素提取得率的
影响

沙棘籽粕原花青素的提取过程中，考虑不同的

提取次数，在室温下，料液比为 1∶ 30 g /mL，甲醇超
声辅助提取 45 min，研究提取次数对沙棘籽粕原花
青素提取的影响，结果见图 1C。原花青素的提取得
率对提取次数的增加有一定的变化，但变化趋势较

为不明显，尤其是提取 3 次以上几乎无差异，因此，
甲醇超声辅助提取 3 次、每次 45min、料液比 1 ∶ 30
g /mL进行其他单因素试验。
2． 1． 4 酶的用量对沙棘籽粕原花青素提取得率的
影响

试验选用纤维素酶协同甲醇超声提取沙棘籽粕

中的原花青素，考虑不同纤维素酶的用量，在室温

下，料液比为 1 ∶ 30 g /mL，甲醇超声辅助提取 45
min，研究酶的用量对沙棘籽粕原花青素提取的影
响，结果见图 1D。沙棘籽粕中，原花青素需突破细
胞壁的束缚才能进入提取溶剂中，细胞壁的主要成

分之一即为纤维素，它在纤维素酶的催化作用下，可

快速降解，使细胞壁出现裂解的现象，使原花青素更

易进入提取溶剂中，提高其提取得率［19］。试验结果
表明，在纤维素酶的作用下，原花青素的提取得率有

明显的提高，但当酶的用量达到 3% ( 每 1 g 原料添
加 0． 03 g纤维素酶，下同) 后，原花青素的提取得率
无明显变化。因此，选择甲醇超声辅助提取 3 次、每
次 45 min、料液比 1∶ 30 g /mL 和酶的用量为 3%进
行其他单因素试验。
2． 1． 5 提取液 pH 对沙棘籽粕原花青素提取得率
的影响

试验选用纤维素酶协助甲醇超声提取沙棘籽粕

中的原花青素，而酶活力容易受到 pH 影响。因此，
在提取过程中，考虑提取液 pH，在室温下，甲醇超声
辅助提取 3 次、每次 45 min、料液比 1∶ 30 g /mL和酶
的用量为 3%，研究提取液 pH对沙棘籽粕原花青素
提取的影响，结果见图 1E。试验表明，当 pH小于 3
或大于 7 时，原花青素的提取得率均处于较低水平，
而当 pH为 5 时，原花青素的提取得率最高，且表明
pH对原花青素提取得率影响较大，其原因可能与提
取液 pH对纤维素酶的影响有关，纤维素酶的最佳
pH在 4． 0 ～ 5． 5 之间［20］。当提取液 pH 过酸和过
碱，均使纤维素酶不能具有较高的催化效率，而影响

原花青素的提取得率。
2． 2 响应面法试验设计及结果
2． 2． 1 分析单因素结果显示
甲醇超声辅助提取 3 次、酶的用量为 3%时沙

棘籽粕原花青素有最大的提取率。沙棘籽粕原花青
素提取的响应面试验设计及试验结果见表 2，结合
Box-Behnken中心组合实验设计原理，按照表 1 对提
取时间、料液比和提取液 pH作变换，以原花青素提
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图 1 料液比( A)、提取时间( B)、提取次数( C)、酶用量( D)及提取液 pH( E)对沙棘籽粕原花青素提取得率的影响
Fig. 1 Effects of solid / liquid ratio ( A) ，extraction duration ( B) ，times of extraction ( C) ，cellulase dosage ( D) and pH value of

extraction solvent ( E) on the extraction yield of PC
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取得率为响应值( Y) ，共 17个试验点，其中 1 ～12组为 析因试验，13 ～17组为中心试验，用来分析试验误差。
表 2 原花青素提取得率试验设计及结果

Table 2 Design and results of response surface analysis for the optimization of extraction conditions of PC

试验号
No．

因素 Factors

X1 X2 X3

原花青素得率
Yield( % )

1 -1 -1 0 2． 03

2 1 -1 0 2． 21

3 -1 1 0 2． 16

4 1 1 0 2． 35

5 -1 0 -1 1． 78

6 1 0 -1 1． 97

7 -1 0 1 2． 11

8 1 0 1 2． 19

9 0 -1 -1 1． 99

10 0 1 -1 2． 13

11 0 -1 1 2． 35

12 0 1 1 2． 48

13 0 0 0 3． 08

14 0 0 0 3． 05

15 0 0 0 3． 10

16 0 0 0 3． 07

17 0 0 0 3． 09

采用 Design Expert 8． 05b软件对沙棘原花青素
提取得率数据进行回归拟合分析，得回归方程:原花

青素提取得率 Y = 3． 08 + 0． 080X1 + 0． 068X2 +

0. 16X3 + 2． 5 × 10-3X1X2-0． 027X1X3-2． 5 × 10-3X2X3-
0． 56X2

1-0． 33X
2
2-0． 51X

2
3。

表 3 方差分析结果
Table 3 ANOVA of regression analysis

变异来源
Source

平方和
Sum of
Squares

自由度
df

均方
Mean Square

F值
F Value

P值
P value
( Prob ＞ F)

X1 0． 05 1 0． 05 60． 44 0． 0001

X2 0． 04 1 0． 04 43． 03 0． 0003

X3 0． 20 1 0． 20 234． 26 ＜ 0． 0001

X1X2 2． 50 × 10-5 1 2． 50 × 10-5 0． 03 0． 8685

X1X3 3． 03 × 10-3 1 3． 03 × 10-3 3． 57 0． 1007

X2X3 2． 50 × 10-5 1 2． 50 × 10-5 0． 03 0． 8685

X2
1 1． 31 1 1． 31 1546． 18 ＜ 0． 0001

X2
2 0． 47 1 0． 47 550． 32 ＜ 0． 0001

X2
3 1． 09 1 1． 09 1281． 38 ＜ 0． 0001

模型 Model 3． 47 9 0． 39 454． 82 ＜ 0． 0001

残差 Ｒesidual 5． 93 × 10-3 7 8． 47 × 10-4

失拟项 Lack of Fit 4． 45 × 10-3 3 1． 48 × 10-3 4． 01 0． 1066

纯误差 Pure Error 1． 48 × 10-3 4 3． 70 × 10-4

总离差 Cor Total 3． 47 16
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2． 2． 2 模型的显著性检验
从回归模型方差分析( 表 3) 可见，试验选用的

模型极显著 ( P ＜ 0． 0001 ) ，失拟项不显著 P =
0. 1066 ＞ 0． 05，说明模型是适合的;模型的校正决定
系数 Ｒ2

Adj = 0． 9961，说明该模型能解释 99． 61%响应
值的变化，仅有总变异大约 0． 39%不能用该模型进
行解释;相关系数 Ｒ2 = 0． 9983，说明该模型拟合程
度较好，预测值与实测值之间有较好的相关性，试验

误差小，可以用该模型来分析和预测沙棘籽粕原花

青素的提取得率。
由表 3 方差分析结果可知，在此试验设计中，一

次项 X1、X2、X3 均极显著( P ＜ 0． 01) ，二次项 X1X2、

X2X3、X1X3 均不显著( P ＞ 0． 05) ，X2
1、X

2
2、X

2
3 均极显

著( P ＜ 0． 01) 。
2． 2． 3 响应面交互作用分析
回归模型的响应面及其等高线见图 2，3 组图直

观地反映了各因素对响应值的影响。由三组图对比
可知，提取液 pH( X3 ) 对沙棘籽粕原花青素提取得

率影响最为显著，表现为图 2B1、2C1 的曲面较陡。
等高线的形状可反映出交互效应的强弱，椭圆表示

两因素交互作用显著，圆形则相反。由图 2B2、2C2
等高线可得知，提取时间与 pH值和料液比与 pH值
的交互作用较为明显，表现为等高线略成椭圆形。
相比而言，提取时间与料液比之间的交互作用稍弱。
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图 2 提取时间( X1 )与料液比( X2 )、提取时间( X1 )与提取液 pH( X3 )及提取时间( X1 )与提取液 pH( X3 )交互作用响应面

图( A1、B1、C1)与等高线图( A2、B2、C2)
Fig. 2 Ｒesponsive surface plots ( A1、B1、C1) and contour plots ( A2、B2、C2) showing the mutual effects of extraction duration
( X1 ) and ratio of solid to liquid ( X2 ) ，extraction duration ( X1 ) and pH value of extraction solvent ( X3 ) ，ratio of solid to

liquid ( X2 ) and pH value of extraction solvent ( X3 ) on the yield of PC
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2． 2． 4 最优提取工艺参数
通过 Design-Expert8． 05b 软件求解回归方程得

出的最佳提取工艺参数为: 纤维素酶协同甲醇超声

提取，超声功率 250 W，室温下，酶的用量为 3%，提
取时间 54． 02 min，料液比 32． 01 g /mL，pH 值为
5. 31 提取 3 次，测定并计算原花青素提取得率。综
合考虑试验的操作性、效率和成本等，将沙棘籽粕原
花青素提取工艺参数修正为: 纤维素酶协同甲醇超

声提取，超声功率 250 W，室温下，酶的用量为 3%，
提取时间 55 min，料液比 1∶ 30 g /mL，pH 值为 5． 0，
提取 3 次，此条件下，沙棘籽粕原花青素提取得率的
理论值达到 3． 09%。
2． 2． 5 试验模型的验证和比较
按照模型得到的最优提取参数与实践过程中的

简便性得到的最终条件验证试验模型。试验结果表
明，模型提取参数按实际操作简化后实际提取得率

为( 3． 07 ± 0． 0080 ) %，与理论最大值非常接近，说
明该模型可以较好的反映沙棘籽粕原花青素的提取

参数，也说明用响应面法对原花青素提取得率进行

参数优化是可行的。

3 结论
利用纤维素酶协同甲醇超声辅助提取沙棘籽粕

原花青素，通过单因素试验筛选出料液比、提取时间
和提取液 pH值对原花青素提取得率的影响较为明
显，进一步根据 Box-Benhnken原理进行响应面试验
设计，优化沙棘籽粕原花青素提取的最佳工艺参数，

并进行稳定性的检验。根据响应面分析模型方程 Y
= 3． 08 + 0． 080X1 + 0． 068X2 + 0． 16X3 + 2． 510-3

X1X2-0． 027X1X3- 2． 5 × 10-3 X2X3-0． 56X
2
1-0． 33X

2
2-

0. 51X2
3，得出沙棘籽粕原花青素的最佳提取工艺参

数:纤维素酶协同甲醇超声提取，超声功率 250 W，
室温下，酶的用量为 3%，提取时间 55 min，料液比 1
∶ 30 g /mL，pH值为 5． 0，提取 3 次。在此条件下，沙
棘籽粕原花青素提取得率为 3． 07%。该研究通过
单因素及响应面法对原花青素的提取工艺参数进行

优化筛选，为沙棘籽粕中原花青素的生产利用提供

一定的理论基础。
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